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RESUMO 

 

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa progressiva, e sua 

incidência tende ao aumento conforme a expectativa de vida da população cresce. Disfunção 

mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade, desregulação autofágica e neuroinflamação 

crônica são alguns dos mecanismos que levam à degeneração progressiva dos neurônios 

dopaminérgicos da substância nigra pars compacta (SNpc), uma característica fisiopatológica 

típica da DP. O receptor para produtos finais de glicação avançada (RAGE), é um receptor 

transmembrana, com capacidade de reconhecimento multiligante. RAGE desencadeia 

importantes vias de sinalização associadas ao estresse oxidativo e neuroinflamação, atuando 

inclusive na indução da sua própria expressão. Esses mecanismos levam o receptor a ser 

vinculado com diversos processos patológicos, incluindo a neurodegeneração. Portanto, o 

objetivo desse estudo foi verificar o papel do RAGE em um modelo in vitro da DP, bloqueando 

o receptor através da administração do FPS-ZM1, na linhagem celular SH-SY5Y diferenciada 

por ácido retinóico (AR), exposta ao dano por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Os resultados 

mostram que a 6-OHDA induziu o aumento da expressão de AGER. Diante do bloqueio do 

receptor através do tratamento com FPS-ZM1, houve a proteção das células contra o dano 

conferido pela 6-OHDA. Ainda, nossos resultados sugerem que a modulação da expressão de 

AGER não depende da ativação do RAGE. O aumento da expressão de TLR4 induzido pela 6-

OHDA foi prevenido com a administração do FPS-ZM1. Por fim, a regulação positiva da 

expressão de IL1 e TNF não é dependente de nenhum receptor aqui estudado, sendo 

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

 

 

Palavras-chave: RAGE; Doença de Parkinson; Neuroinflamação; Neurodegeneração; Estresse 

Oxidativo; 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease, and its incidence tends to 

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-ZM1. Finally, the positive regulation of 

IL1 and TNF expression is not dependent on any receptor studied here, possibly reflecting 

the maintenance of cell viability conferred by FPS-ZM1. 

 

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

stress;  

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

6-OHDA 6-Hidroxidopamina 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 DOENÇA DE PARKINSON 

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa progressiva. Suas principais 

marcas neuropatológicas são: a deposição de agregados proteicos mal dobrados em diferentes 

regiões do cérebro, compostos predominantemente por α-sinucleína; e a degeneração 

progressiva de neurônios dopaminérgicos na Substância Nigra pars compacta (SNpc), 

ocasionando a depleção de dopamina estriatal, sendo responsáveis pelos sintomas motores 

clássicos da DP (Spillantini et al, 1997).  

A incidência da DP, bem como de outras doenças neurodegenerativas, aumenta 

proporcionalmente em relação ao aumento da expectativa de vida populacional; e sua faixa 

etária de prevalência são pessoas acima de 60 anos (Tysnes OB e Storstein A, 2017). Entretanto, 

seus tratamentos não mudaram na mesma proporção nos últimos 30 anos. Terapias de reposição 

de dopamina empregando L-dopa e agonistas de dopamina como base, bem como o uso de uma 

série de inibidores enzimáticos, são os tratamentos mais utilizados atualmente. Esses 

medicamentos são disponibilizados em uma variedade de formas: orais, intraduodenais, 

intravenosas, subcutâneas e transdérmicas; proporcionando diferentes graus de administração 

medicamentosa, conforme a necessidade do paciente. Há ainda, a supressão das oscilações 

neuronais patológicas por meio da estimulação cerebral profunda (DBS). Porém, todas essas 

abordagens tratam apenas os déficits motores da DP, com pouco efeito nos sintomas não 

motores. Até o momento, nenhum efeito sobre a progressão da doença foi comprovado (Antony 

PM et al, 2013). 

Ao longo dos anos, vários mecanismos celulares e moleculares que podem contribuir para 

a morte neuronal têm sido amplamente descritos, incluindo disfunção mitocondrial, estresse 

oxidativo, excitotoxicidade e desregulação autofágica (Michel et al, 2016). No entanto, 

questões sobre a causa da morte de células neuronais permanecem sem resposta. A 

neuroinflamação tem sido fortemente associada à patogênese da DP, assim como de outros 

distúrbios neurodegenerativos. Porém, de que forma os processos neuroinflamatórios são causa 

ou consequência da degeneração neuronal ainda é uma questão em aberto (Gelders et al, 2018). 
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1.2 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA (RAGE) 

O receptor para produtos finais de glicação avançada (RAGE) é um receptor transmembrana 

do tipo imunoglobulina, possuindo múltiplas isoformas oriundas de splicing alternativo, e 

atualmente é considerado um Receptor de Reconhecimento de Padrões (RRP) (Kierdorf K e 

Fritz G, 2013). A expressão do RAGE é constitutiva durante o desenvolvimento embrionário; 

já na vida adulta, essa expressão tende a ocorrer em níveis mais baixos, exceto no pulmão onde 

RAGE é altamente expresso ao longo da vida (Brett J et al, 1993). Nessas condições, RAGE é 

expresso em uma ampla variedade de células (endoteliais, cardiomiócitos, neutrófilos, 

monócitos/macrófagos, linfócitos, dendríticas), e também no sistema nervoso central (SNC): 

na glia e nos neurônios (Huttunen HJ et al, 2000; Qin J et al, 2008). Entretanto, foi relatado que 

a expressão de RAGE é regulada positivamente com o aumento da idade (Simm A et al, 2004), 

em parte, à interação 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 doenças relacionadas à idade, assim como a DP. 

Sobre sua estrutura, RAGE possui três domínios imunoglobulina compondo sua parte 

extracelular positivamente carregada (um domínio do tipo V, seguido por um domínio do tipo 

C1, interconectado com um domínio do tipo C2), um domínio transmembrana, e uma parte 

intracelular negativamente carregada transdutora de sinal (cauda citoplasmática curta) (Figura 

1). A partir de sua capacidade de reconhecimento multiligante na porção extracelular e de 

transdução de sinal na porção citoplasmática, o RAGE desencadeia importantes vias de 

sinalização intracelular (Figura 2) (Kierdorf K e Fritz G, 2013). Para a interação do domínio 

citoplasmático com possíveis adaptadores intracelulares que irão desencadear a sinalização, 

esta cauda citoplasmática curta na região C-terminal é essencial. Na ausência da cauda, RAGE 

não ativa cascatas de sinalização, embora ainda possa reconhecer seus ligantes, na porção 

extracelular (Ding e Keller, 2005). 

 

 

Figura 1. Estrutura do RAGE. Adaptado de (Hudson e Lippman, 2018) 
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Figura 2. Representação esquemática das vias de sinalização do RAGE. RAGE controla uma variedade de 

processos celulares através de diversas vias de sinalização. Na imagem algumas dessas vias que já foram relatadas 

são mostradas, bem como seus processos celulares resultantes; Glo1-AGEs (aumenta a expressão de RAGE);  p53-

Bax (apoptose);  IL-8-Caspases(apoptose); JAK-STAT3 (proliferação); Cdc42/Rac1- AP-1(migração celular); 

Cdc42/Rac-1-p38 (inflamação); ERK-Beclin1 (autofagia); PI3K–IKK (α, β e γ)-NFκB–TNFα-iNOS (inflamação) 

ou Bcl-2 (apoptose); TGFβII (migração celular); CaMKKβ–AMPK (autofagia); PKCβII–JNK-Egr-1 (inflamação) 

e GSK3β-tau (estabilização de microtúbulos); mDia1 é mostrado como adaptador para sinalização a jusante. 

Retirado de (Jianling Xie et al, 2013).  

 

1.3 RAGE E NEUROINFLAMAÇÃO 

O processo de neuroinflamação refere-se a respostas inflamatórias geradas por células do 

sistema nervoso central (SNC), como neurônios e micróglia, por exemplo. Dependendo do 

nível, ela pode ser neuroprotetora, atuando no reparo, regeneração e remoção de tecidos ou 

células danificadas. Entretanto, em condições de estresse crônico, como o estresse oxidativo, 

essa resposta anteriormente neuroprotetora, converte-se em uma resposta neurotóxica, 

desempenhando um papel crítico na progressão de doenças neurodegenerativas, incluindo a DP 

(Kempuraj et al, 2016). 

Em um contexto neuronal, RAGE apresenta funções dependentes do estado de equilíbrio 

redox da célula, onde a presença do receptor em baixos níveis já é conhecida por promover a 

sobrevivência e favorecer a diferenciação neuronal. Porém, em situações de acúmulo de 

ligantes, um desbalanço no equilíbrio celular ocorre e a presença do RAGE passa a cooperar 
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em processos nocivos para a célula (Huttunen HJ et al, 2000). Após a interação com o ligante, 

ocorre a ativação de fatores de transcrição, como o NF-B por exemplo; geração de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e a ativação de cascatas de fosforilação de cinases (Rouhiainen et 

al, 2013). Sabe-se que o NF-B tem papel chave no controle da expressão de uma variedade de 

parâmetros pró-inflamatórios, como Interleucinas (ILs), Ciclooxigenase 2 (COX2) e Fator de 

Necrose Tumoral a (TNFα), todos envolvidos na neuroinflamação (Tobon-Velasco et al, 2014).  

A sinalização do RAGE envolve um importante processo de retroalimentação positiva. 

Iniciada a partir da interação com ligantes, estimula a ativação da NADPH oxidase gerando 

ROS (o acúmulo de ROS propicia o aumento da formação de ligantes de RAGE, 

potencializando sua ativação) (Kierdorf K e Fritz G, 2013). Ainda, a ativação do NF-B é de 

suma importância na retroalimentação desse sistema: ativado por RAGE, NF-B transloca-se 

para o núcleo da célula, gerando a expressão de uma ampla gama de genes. Devido a presença 

de locais de ligação no promotor do RAGE para NF-B, o gene humano do RAGE (AGER) é 

transcrito, perpetuando sua expressão na superfície celular, onde poderá interagir com seus 

ligantes (Gasiorowski et al, 2018). Essa perpetuação de sinal aumenta as respostas 

inflamatórias, e sabidamente tem como consequência a aceleração de processos de 

neurodegenerativos (Gelders G et al, 2018). 

 

1.4 RAGE E A DOENÇA DE PARKINSON 

Estudos recentes sugerem um potencial papel do RAGE e seus ligantes, para a progressão 

da patogênese da DP. Foi demonstrado que, quando comparados à pacientes saudáveis, 

pacientes com DP, possuem concentrações mais altas de ligantes de RAGE, como S100B, 

presente na SNpc e no Líquido Cefalorraquidiano (LCR) (Sathe K et al, 2012). Igualmente com 

HMGB1, onde a expressão do ligante foi maior no sangue periférico de pacientes com DP do 

que em pacientes saudáveis (Yang Y et al, 2018). Em um modelo utilizando MPTP (um 

precursor da neurotoxina MPP+, que provoca sintomas permanentes da DP ao destruir os 

neurônios dopaminérgicos), camundongos transgênicos livres da expressão de RAGE, 

apresentaram um número reduzido de micróglia ativada quando tratados com MPTP. Indicando 

que o processo inflamatório foi atenuado devido à ablação do RAGE (Teismann P et al, 2012). 

Independente da estratégia utilizada, a inibição do RAGE anula uma variedade de 

mecanismos observados em vários modelos semelhantes a DP, como: morte neuronal 

dopaminérgica, defeitos locomotores, ativação de NF-B e neuroinflamação (Gasparotto J et 
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al, 2017). Ainda que muitos desses resultados tenham sido parciais, é possível que novos 

estudos baseados no entendimento da função do RAGE na DP, forneçam caminhos 

significativos para o uso do receptor como intervenção terapêutica. 

 

1.5 INIBIÇÃO DO RAGE – FPS-ZM1 

O FPS-ZM1, é um bloqueador de alta afinidade para RAGE, que se liga ao domínio V do 

receptor, impedindo a interação do RAGE com seus ligantes (Deane et al, 2012). Diferente dos 

anticorpos anti-RAGE, assim como o RAGE solúvel (sRAGE) (Yan SF et al, 2010), que apenas 

bloqueiam o RAGE periférico, porém não cruzam a Barreira Hematoencefálica (BBB), o FPS-

ZM1 é capaz de atravessar 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 

neuroinflamação instaurado no modelo; bem como a reversão da morte neuronal e déficits 

neurológicos (Shen, L et al, 2021). De mesmo modo, pesquisadores demonstraram o efeito da 

inibição do RAGE através do FPS-ZM1 em neurônios dopaminérgicos (Gasparotto J et al, 

2017). Seus resultados demonstraram a reversão da morte neuronal dopaminérgica, bem como 

a supressão da ativação de vias de sinalização ligadas ao RAGE, sugerindo que a inibição do 

RAGE bloqueou a neuroinflamação no modelo estudado. 

 

1.6 CROSSTALK RAGE E TLR4 

Os TLRs (Toll Like Receptor), são uma família de receptores transmembrana tipo I. 

Assim como o RAGE, são considerados Receptores de Reconhecimento de Padrões (RRP), 

pois medeiam o reconhecimento de PAMPs (Padrões Moleculares Associados a Patógenos) e 

DAMPs (Padrões Moleculares Associados a Danos). TLR4, um membro da família TLR, foi o 

primeiro homólogo de mamífero identificado (Akira S, 2003), e pesquisas recentes sugerem 

que RAGE e TLR4 compartilham ligantes comuns: HMGB1, família de proteínas S100, e 

também LPS (Ibrahim ZA et al, 2013).  

A cooperação RAGE/TLRs resulta na amplificação das respostas inflamatórias celulares. 

A partir da ligação com seus ligantes, RAGE e TLR4 desencadeiam suas principais vias; e há 

evidências crescentes para apoiar seu potencial sinergismo (Gąsiorowski K et al, 2018). Até o 

momento, dados da literatura onde a cooperação RAGE/TLRs é estudada, as vias de sinalização 
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a jusante desses receptores, são principal foco de estudo. Foi descoberto que os principais 

adaptadores de sinalização, tanto de TLR2, quanto de TLR4, as proteínas MyD88 e TIRAP, 

interagem com um conhecido adaptador de RAGE, a proteína mDia1 (Lee MS e Kim YJ, 2007; 

Sakaguchi M et al, 2011). Toda essa estimulação dos receptores, é capaz de ativar inúmeras 

proteínas em vias convergentes de sinalização (como ERK1/2, p38, JNK, por exemplo) (van 

Beijnum JR et al, 2008), ativando AP-1 e NF-B, fatores chaves na propagação da inflamação 

(Karin M et al, 2001). 

Além dos estudos sobre o sinergismo entre os receptores e suas vias de sinalização, TLR4 

vem se destacando em estudos sobre neurodegeneração. Sabendo que neuroinflamação leva ao 

progresso da neurodegeneração, uma pesquisa recente (Qian-hang S et al, 2019), demonstrou 

que TLR4 foi fator chave na morte de neurônios dopaminérgicos. Ainda, sua deficiência em 

camundongos transgênicos, atenuou os déficits motores nos animais, exerceu um efeito protetor 

nas anormalidades da α-sinucleína induzidas por MPTP, e reverteu quadros de neuroinflamação 

no modelo. 

 

1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS DA DP 

O desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a DP requer a melhor 

compreensão dos mecanismos moleculares relacionados à doença. Em pacientes, os estudos 

possuem inúmeras limitações, o que torna difícil esclarecer tais questões. A heterogeneidade 

amostral e a lenta progressão da doença in vivo são grandes obstáculos, além das considerações 

éticas à cerca desses estudos. Os modelos in vitro são facilmente manipuláveis, possuindo um 

ambiente altamente controlado. São modelos mais rápidos em comparação 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 é uma linhagem derivada de neuroblastoma humano, subclone da 

linhagem SK-N-SH (Kovalevich J. e Langford D, 2013). As vantagens acerca da utilização 

dessa linhagem em pesquisas de neurociência se dão pela alta capacidade de expansão (de forma 

simples e rápida), baixo custo de manutenção da linhagem, e a capacidade de sofrer 

diferenciação 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 
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células epiteliais. Já as células diferenciadas apresentam um formato estrelado, com longas 

projeções neuríticas. O ácido retinóico (AR) é o agente de diferenciação mais comumente usado 

nessa linhagem (Malik MA et al, 2000). In vitro, o AR promove a diferenciação e inibe a divisão 

celular. Esse processo de diferenciação confere às células o aumento do imunoconteúdo de 

marcadores dopaminérgicos, como a tirosina hidroxilase (TH) e o transportador de dopamina 

(DAT) (Edsjö A et al, 2007). Assim, a diferenciação celular da linhagem, permite que as células 

de neuroblastoma passem de um fenótipo semelhante a células epiteliais, para um fenótipo com 

características neuronais. Portanto, a partir de sua diferenciação, e por ser um modelo derivado 

de células humanas, torna-se um modelo de estudo mais próximo 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 

modulação redox celular. Sofrendo rápida oxidação no citoplasma, a 6-OHDA se acumula na 

mitocôndria, promovendo a inibição da cadeia transportadora de elétrons (Guo JD et al, 2018). 

Além disso, as espécies reativas de oxigênio geradas pela ação da 6-OHDA, podem reagir com 

proteínas de membrana, assim como o RAGE, exacerbando funções biológicas prejudiciais as 

células (Blum et al, 2000; Simola et al, 2007; Elfawy HA et al, 2019). Ainda, níveis elevados 

de ROS causam neuroinflamação e apoptose celular, que são desencadeadas por alterações 

mitocondriais e liberação de fatores pró-inflamatórios e pró-apoptóticos (Redza-Dutordoir M 

et al, 2016; C. Henze et al, 2005). 
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA 

 

Considerando: (i) a progressão de doenças neurodegenerativas, especificamente a DP, estar 

associada com modulações pró-inflamatórias resultando na perda progressiva de neurônios 

dopaminérgicos; (ii) a crescente associação do RAGE com processos neuroinflamatórios, 

neurodegerenação e a DP; (iii) o potencial terapêutico do bloqueio do RAGE através de seu 

antagonista FPS-ZM1 frente à modelos neuroinflamatórios 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 associação da sinalização do RAGE com o dano neuronal 

dopaminérgico induzido pela 6-OHDA em um modelo celular da DP utilizando a linhagem SH-

SY5Y, auxiliando na compreensão da função do RAGE neuronal nos processos 

neurodegenerativos. 

 

Como objetivos específicos, este trabalho visa: 

i. Estabelecer o modelo de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA na linhagem 

SH-SY5Y diferenciada por ácido retinóico, com análises de viabilidade celular, 

em uma curva de tempo e concentração da neurotoxina 6-OHDA. 

ii. Investigar se a neurotoxicidade por 6-OHDA está associada à modulação da 

expressão de AGER e de TLR4. 

iii. Avaliar a indução de parâmetros neuroinflamatórios em resposta à 

neurotoxicidade, com a análise da expressão dos seguintes mediadores pró-

inflamatórios: TNFa e IL1b. 

iv. Verificar a função da ativação do RAGE, avaliando se o pré-tratamento com o 

antagonista do RAGE, FPS-ZM1, é capaz de proteger as células contra os danos 

neurotóxicos causados pela 6-OHDA no modelo celular. 
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3 METODOLOGIA 

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 

antibiótico-antimicótico (Penicilina 100 Unidades/ml; estreptomicina 100 μg/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 confluência 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 DIFERENCIAÇÃO NEURONAL 

Preparo e administração da 6-OHDA: devido à grande instabilidade e auto oxidação 

rápida do composto, a 6-OHDA (Sigma-Aldrich) foi pesada e preparada no momento de sua 

utilização. Dessa forma, o preparo da solução de trabalho consiste na dissolução de 12,5 mg de 

6-OHDA em uma solução salina (NaCl 0,9%) contendo ácido ascórbico 0,01%. Após isso, a 

droga foi diluída no meio de cultura, nas concentrações desejadas para cada procedimento e os 

tratamentos foram realizados pelo tempo total de 12, 24 e 48 horas. A solução contendo ácido 

ascórbico 0,01% foi utilizada como veículo em todos os procedimentos. A solução com 6-

OHDA foi filtrada antes da administração na cultura celular a fim de evitar possíveis 

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

 

Preparo e administração do FPS-ZM1: foi preparada uma solução estoque de FPS-ZM1 

(Sigma-Aldrich) na concentração de 1ng dissolvendo o composto no solvente orgânico 

dimetilsulfóxido (DMSO) e então diluído no meio de cultura celular a fim de se atingir a 

concentração final desejada de 1μg/mL e/ou 2μg/mL. Os tratamentos seguiram os tempos de 

incubação prévia do composto FPS-ZM1 no meio de cultivo celular, por 15 ou 60 minutos, 

seguido da adição da 6-OHDA por 12, 24 e 48 horas. Os reagentes utilizados foram filtrados 

antes da administração na cultura celular a fim de evitar possíveis contaminações e foram 

administrados em meio DMEM/F12 com 1% SFB. 
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Preparo e administração do Ácido Retinóico: foi preparada uma solução de estoque de 

ácido retinóico na concentração de 20nM dissolvendo o composto no solvente orgânico 

dimetilsulfóxido (DMSO) e então diluído no meio de cultura celular a fim de se atingir a 

concentração final desejada de 20μM. Para execução do protocolo de diferenciação neuronal, 

seguiu-se a metodologia já descrita na literatura (Lopes et al, 2010; Kunzler et al, 2017) com 

alterações pontuais. As células foram semeadas em placas de 12, 24 ou 48 poços com densidade 

celular de 30mil células/cm² e 60 mil células/cm² para placas de 6 poços, em meio de cultura 

DMEM/F12 com 10% de SFB. Após 24 horas, o meio de cultura foi trocado por DMEM/F12 

com 1% de SFB e a adição de 20 μM de ácido retinóico (AR) para a diferenciação rápida de 

três dias. 

 

 

Figura 3 – Protocolo de tratamentos com 6-OHDA, FPS-ZM1 e diferenciação neuronal induzida por ácido 

retinóico na linhagem celular SH-SY5Y. Fonte: autoria própria (2021). 

 

3.3 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR 

Para a análise de viabilidade e citotoxicidade celular foram utilizados os métodos de 

incorporação de sulforrodamina B (SRB), ensaio da atividade da enzima lactato desidrogenase 

(LDH) no meio de incubação e a redução do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-

difeniltetrazólio (MTT). O ensaio da incorporação de SRB consiste na ligação de grande 

afinidade da SRB a componentes proteicos de células aderentes quando em meio ácido. Para 

isso, as células foram fixadas com uma solução de 10% de ácido tricloroacético (TCA), secas 

a temperatura ambiente e incubadas com uma solução de SRB 0,4% em ácido acético por 30 

minutos à temperatura ambiente. O excesso foi removido por 3 lavagens de ácido acético e o 

corante aderido às células foi ressolubilizado em uma solução 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). Já o ensaio da quantificação da 

enzima LDH, consiste em mensurar a LDH, responsável pela conversão de piruvato a lactato 

com a oxidação 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, o 

sobrenadante removido das placas de cultura foi misturado aos reagentes do kit comercial LDH 

Liquiform (Labtest SA) conforme indicações 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 redução do brometo de 

3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio (MTT), um sal amarelo solúvel em água, o efeito 

da atividade metabólica celular pelo efeito de redutases mitocondriais, forma cristais de 

formazan de coloração azul ou roxa que são insolúveis em água, e a partir dessa coloração a 

quantificação da viabilidade das células é feita (Kumar P, 2018). Para isso, as células foram 

incubadas com MTT a uma concentração final de 0,5 mg/mL por 1 hora a 37 °C, sendo a reação 

encerrada pela adição de 200μL de DMSO a cada poço. A quantidade de produto MTT 

formazan foi determinada medindo a absorbância à 560 nm usando um leitor de microplaca e 

o 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 biofotômetro. Após síntese de cDNA pelo kit comercial SuperScript 

III (Invitrogen), as reações de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com a utilização do kit 

comercial Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para a amplificação do 

cDNA de AGER foram utilizados os primers direto 5’ GTGAAGGAACAGACCAGGAG e 

reverso 5’ GAAGGTACAGGAGAAGGTGG; para TLR4 os primers direto 5’ 

TCTACAAAATCCCCGAAACC e reverso 5’ GCTCTGATATGCCCCATCTTC; para TNF 

os primers direto 5’ GATCCCTGACATCTGGAATCTG e reverso 5’ 

GAAACATCTGGAGAGAGAGGAAGG; para IL1 os primers direto 5’ 

GCATCCAGCTACGAATCTC e reverso 5’ ATTCTCCTGGAAGGTCTGT; O gene 

endógeno utilizado foi o GNB2L, amplificado com os primers direto 5’ 

GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC e reverso 5’ GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG. 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1, e os 

testes estatísticos foram determinados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de 
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Tukey para comparação grupos multiplos ou teste post hoc de Bonferroni para comparar grupos 

selecionados quando aplicável. A ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey 

foi aplicada para comparar grupos múltiplos. Um valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. Os resultados são expressos como valores médios ± desvio 

padrão (DP). 
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4 RESULTADOS 

4.1 DIFERENCIAÇÃO CELULAR 

As células da linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram induzidas à 

diferenciação por meio da administração de AR 20 μM seguindo o protocolo já descrito na 

literatura (Lopes et al., 2010; Kunzler et al., 2017). Adaptações pontuais foram feitas, a fim de 

utilizar o protocolo de diferenciação rápida (3 dias), já empregado em nosso laboratório. Após 

a indução da diferenciação celular, as células apresentaram aumento de projeções neuríticas, 

que foi verificada por meio de microscopia de contraste de fase (Figura 4). Por outro lado, as 

células não diferenciadas apresentaram morfologia típica da linhagem SH-SY5Y, que se 

assemelha à de células epiteliais. 

 

 

Figura 4. Morfologia das células SH-SY5Y em seu estado proliferativo e diferenciado. A linhagem 

celular SH-SY5Y não diferenciada em seu estado proliferativo (A e B), sob o protocolo de diferenciação 

rápida (C e D), registrada por meio do uso de microscopia de contra ste 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 À NEUROTOXINA 6-HIDROXIDOPAMINA 

A curva de dano da 6-OHDA foi realizada utilizando as concentrações de 6,25 a 200 μM 

por 24 e 48 horas, nas células SH-SY5Y diferenciadas por três dias com 20 μM de AR (Figura 

5). Dessa forma, foi possível observar a sensibilidade e a relação dose-dependente do modelo 

exposto à neurotoxina por meio do ensaio da incorporação de SRB (Figuras 5A e 5C), e da 

atividade da enzima LDH (Figuras 5B e 5D). Em 24 horas, as doses de 200 a 50μM mostraram 

níveis altos de toxicidade celular, enquanto as concentrações mais baixas de 6,25 a 25μM não 

obtiveram diferença estatística. Um padrão semelhante é visto em 48 horas, onde as doses de 

200 a 50μM conferem um alto grau de toxicidade, porém aqui as doses mais baixas mostraram 

significância em relação ao veículo, 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 e 50μM, no tempo de 24 horas. 

 

 

Figura 5. Curva de citotoxicidade da 6-OHDA nas células SH-SY5Y diferenciadas. A curva de dano 

da 6-OHDA foi realizada com concentra ções de 6,25 a 200 μM 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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incorporação de SRB (A e C) e atividade da enzima LDH (B e D). Os dados são apresentados pela média 

± DP. **p<0,01; ***p<0,001 em comparação ao grupo veículo. 

4.3 O PAPEL DA INIBIÇÃO DO RAGE NO MODELO DE ESTUDO 

A fim de compreender um possível 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 concentração de 1μg/μL (Figura 6) e 60 minutos nas 

concentrações de 1μg/mL (Figura 7) e 2μg/mL (Figura 8). O pré-tratamento foi seguido da 

adição da neurotoxina nas concentrações de 50μM e 100μM ao meio de cultura celular por 24 

horas nas células SH-SY5Y diferenciadas. Frente ao dano causado pela neurotoxina 6-OHDA 

o pré-tratamento por 15 minutos com FPS-ZM1 (Figuras 6A e 6B), não demonstrou surtir 

efeitos na viabilidade celular. 

 

 

Figura 6. Redução da citotoxicidade da 6-OHDA frente à inibição do RAGE: pré-tratamento com 

1μg/mL de FPS-ZM1 por 15 minutos. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1* na 

concentração de 1μg/mL por 15 minutos, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas concentrações 

de 50μM e 100 μM por 24 horas (A e B). (A) Ensaio da redução da MTT e (B) Ensaio da incorporação de 

SRB. Os dados são apresentados pela média ± DP. ***p < 0,001 em comparação ao grupo veículo. 

 

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

positivos na viabilidade celular na concentração de 1μg/mL (Figura 7), em ambos os ensaios. 
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As células foram visualizadas por microscopia, a fim de analisar a confluência celular nos poços 

de tratamento (Figuras 7A à 7G). Na análise das células SH-SY5Y diferenciadas, a mesma 

confluência celular nos grupos controle, veículo e FPS-ZM1 (Figuras 7A a 7C) pode ser 

observada, assim como a morfologia típica com projeções neuríticas. Já nos grupos com a 

adição da 6-OHDA nas concentrações de 50μM (Figura 7D) e 100μM (Figura 7F), pode-se 

observar a diminuição do número de células no campo visual. Entretanto, nos grupos 6-OHDA 

50μΜ (Figura 7E) e 100μM (Figura 7G) pré-tratados com FPS-ZM1, foi observada atenuação 

do dano, visto a confluência celular passível de comparação com o controle e veículo.  

No ensaio da atividade da LDH (Figura 7H), o pré-tratamento utilizando 1μg/mL de FPS-

ZM1 foi capaz de atenuar significativamente o dano realizado pela 6-OHDA na concentração 

de 100μM, enquanto no ensaio da incorporação da SRB (Figura 7I), o pré-tratamento com FPS-

ZM1 atenuou o dano em ambas as concentrações da 6-OHDA. 
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Figura 7. Redução da citotoxicidade da 6-OHDA frente à inibição do RAGE: pré-tratamento com 

1μg/mL de FPS-ZM1 por 60 minutos. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1** na 

concentração de 1μg/mL por 60 minutos, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas concentrações 

de 50μM e 100 μM 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 incorporação de SRB. Os dados 

são apresentados pela média ± DP. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparação ao grupo veículo. ##p < 0,01; 

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

 

De mesmo modo, o pré-tratamento por 1 hora com o antagonista à 2μg/mL mostrou 

resultados semelhantes na viabilidade celular em ambos os ensaios citotóxicos (Figura 8). Na 

análise da confluência celular do grupo FPS-ZM1 (Figura 8C), há uma diminuição visível no 
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número de células nos poços, em comparação ao controle e veículo, demonstrando leve 

citotoxicidade da concentração de 2μg/mL nas células.  

Porém, tanto no ensaio da atividade da LDH (Figura 8H), quanto no ensaio da 

incorporação da SRB (Figura 8I), o pré-tratamento utilizando 2μg/mL de FPS-ZM1 foi capaz 

de atenuar significativamente o dano realizado pela 6-OHDA na concentração de 100μM. Em 

contrapartida, o mesmo não pode ser visto na concentração de 50μM, que não obteve diferença 

estatística quando comparado ao grupo 6-OHDA da sua respectiva concentração. 

 

 

Figura 8. Redução da citotoxicidade da 6-OHDA frente à inibição do RAGE: pré-tratamento com 

2μg/mL de FPS-ZM1 por 60 minutos.  As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1** 

na concentração de 2μg/mL por 60 minutos, previamente ao dano rea lizado pela 6-OHDA nas 

concentrações de 50μM e 100 μM por 24 horas. (A a G) Microscopia das células SHSY-5Y em 24h de 
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tratamentos (aumento de 10x). (H) Ensaio da atividade da enzima LDH. (I) Ensaio da incorporação de SRB. 

Os dados são apresentados pela média ± DP. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparação ao grupo veículo. 

#p < 0,05; ##p < 0,01 em comparação ao grupo 6-OHDA respectivo. 

4.4 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DE AGER E TLR4 

Para avaliar se a neurotoxina 6-OHDA e o pré-tratamento com o antagonista do RAGE, 

FPS-ZM1, poderia modular a expressão de AGER e de TLR4, células SH-SY5Y diferenciadas 

foram tratadas com o 1μg/mL de FPS-ZM1, por 1 hora, previamente à adição da 6-OHDA 

50μM por 12 a 48 horas de tratamento (Figura 9). A transcrição de mRNA correspondente aos 

genes AGER e TLR4 após os tratamentos foi avaliada via RT-qPCR.  

AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressão diante do tratamento com 6-OHDA, 

no tempo de 12 horas; AGER (Figura 9A) foi expresso cerca de três vezes mais diante do 

tratamento quando comparado ao grupo veículo, enquanto a expressão de TLR4 (Figura 9B) 

sofreu um aumento de até duas vezes diante do dano. 

Em relação a expressão de AGER, o pré-tratamento com FPS-ZM1 conjuntamente com o 

dano da 6-OHDA, não demonstrou surtir efeitos na diminuição da expressão, mantendo os 

níveis de transcritos elevados no grupo, em 12 horas de tratamento (Figura 9A). Entretanto, a 

análise por RT-qPCR demonstrou a redução nos níveis de transcritos de TLR4 após o pré-

tratamento com FPS-ZM1, em 12 horas de tratamento (Figura 9B). O FPS-ZM1 foi capaz de 

prevenir o aumento da expressão de TLR4, mas não o de AGER, no modelo de neurotoxicidade 

por 6-OHDA. 

 

 

Figura 9 – Genes AGER e TLR4 tem expressão aumentada em resposta a 6-OHDA, e FPS-ZM1 previne o 

aumento de TLR4. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1 (1μg/mL) por 1 hora, 
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previamente ao dano realizado pela 6-OHDA (50μM). RT-PCR quantitativo de AGER (A), e de TLR4 (B), expresso 

em termos de 2-ΔΔCt. Valores de expressão normalizados por GNB2L, relativos ao grupo veículo do respectivo 

tempo de tratamento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao veículo. #p<0,05 em relação ao grupo 6-

OHDA. 

4.5 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PARÂMETROS PRÓ-INFLAMATÓRIOS 

A expressão das citocinas IL1 e TNF também foi avaliada, a fim de investigar o perfil 

de resposta causada pela 6-OHDA, assim como frente à atenuação dos danos, vista com o 

antagonista FPS-ZM1. Para isso as células SH-SY5Y diferenciadas foram tratadas com o 

1μg/mL de FPS-ZM1, por 1 hora, previamente à adição de 50μM de 6-OHDA por 12 e 24 horas 

de tratamentos (Figuras 10A e 10B). A transcrição de mRNA correspondente a IL1 e TNF 

após os tratamentos foi avaliada via RT-qPCR. 

Os dados mostram que a exposição das células ao pré-tratamento com FPS-ZM1 em 

conjunto com 6-OHDA, aumentou significativamente a expressão de mRNA de TNF (Figura 

10A) em comparação ao grupo 6-OHDA. No caso de IL1 (Figura 10B), a mesma tendência 

foi observada, porém não significativa. Na comparação do grupo 6-OHDA com o veículo, por 

sua vez, não foi observada diferença estatística em nenhum dos casos. Os resultados indicam 

que a modulação da expressão desses parâmetros inflamatórios nas células expostas a 6-OHDA 

foi afetada pela inibição do RAGE. 

 

 

Figura 10 – Indução da expressão de parâmetros inflamatórios frente ao tratamento com 6-OHDA e FPS-

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

realizado pela 6-OHDA (50μM). RT-PCR quantitativo dos parâmetros inflamatórios TNF (A) e IL1 (B), 
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expresso em termos de 2-ΔΔCt. Valores de expressão normalizados por GNB2L, relativos ao grupo veículo do 

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

Evidências crescentes na pesquisa do RAGE fornecem insights sobre seu envolvimento em 

inúmeros processos moleculares, afetando a sobrevivência neuronal. Entretanto, até o 

momento, os mecanismos detalhados da contribuição do RAGE permanecem indefinidos. 

Pesquisas recentes (Piras S et al, 2016; Xiuli J et al, 2018; Teissier T et al, 2019) sugerem que 

a ativação do RAGE após interação com ligantes, contribui para o aumento da neuroinflamação, 

estresse oxidativo, degeneração neuronal e apoptose. Elucidar os papéis do RAGE na 

neuroinflamação e neurodegeneração, delineando ligações entre os mecanismos moleculares 

até a disfunção neuronal, será um marco nos estudos da DP. Dessa forma, por meio dos dados 

obtidos, pode-se compreender inicialmente a associação da ativação do RAGE com o dano 

neuronal induzido pela 6-OHDA, assim como a função do receptor no neurônio em processos 

associados a neurodegeneração. 

A fim de preparar o modelo celular desse estudo, as células SH-SY5Y foram 

diferenciadas por ácido retinóico, obtendo então um fenótipo neuronal característico, sendo 

considerado um melhor modelo para estudos de neuroproteção (Xie HR et al, 2010; Rui F. 

Simões et al, 2021). Após a diferenciação, tratamos as células com diferentes concentrações de 

6-OHDA (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200μM) por 24 a 48 horas, e a viabilidade celular foi medida. 

A partir dos resultados, escolhemos uma dose alta de dano (100μM) e uma dose intermediária 

(50μM) para seguir os experimentos, no tempo de 24 horas. A utilização da 6-OHDA como 

indutor de degeneração neuronal é um dos modelos mais populares da DP (Simola et al, 2007; 

Pablo A. Iglesias González et al, 2019). 6-OHDA é um análogo da dopamina, altamente 

oxidável, 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 patogênese da 

DP (Guo JD et al, 2018). 

O FPS-ZM1, é um bloqueador multimodal do RAGE, com capacidade de atravessar a 

BBB. Atua bloqueando o domínio extracelular do tipo V do receptor, impedindo a interação 

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 neuroinflamação e contrubui para a sobrevivência neuronal.  Ainda, 

o efeito da inibição do RAGE sobre neurônios dopaminérgicos, foi estudado em um modelo 

animal de dano a partir da 6-OHDA (Gasparotto J et al, 2017). Os resultados de Gasparotto e 

colegas, mostraram que o FPS-ZM1 foi capaz de bloquear a morte neuronal dopaminérgica, 
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quando administrado em conjunto com a 6-OHDA, resgatando conteúdo da proteína tirosina 

hidroxilase (TH). Em suma, para investigar as ações 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-ZM1, e realizamos testes de sobrevivência celular.  

Pode-se observar que em ambas as dosagens de 6-OHDA (100μM e 50μM), tanto 1μg/mL, 

quanto 2μg/mL de FPS-ZM1, protegeram às células (Figuras 7 e 8). Sendo então a inibição do 

RAGE, um fator chave na manutenção 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 compreensão mais aprofundada sobre a modulação da 

expressão do RAGE em nosso modelo, verificamos os níveis de mRNA de AGER nas células 

SH-SY5Y tratadas com 6-OHDA e FPS-ZM1. Pode-se constatar o aumento da expressão de 

AGER no grupo exposto ao dano por 6-OHDA. Entretanto, o FPS-ZM1 falhou em reverter a 

expressão de AGER em nosso experimento. Esses resultados podem indicar que a modulação 

da expressão de AGER nas células neuronais, não depende da ativação do RAGE, e aqui, 

possivelmente, outros eventos podem estar modulando sua expressão gênica nas células. Além 

disso, nossos resultados de amplificação da expressão de AGER no grupo 6-OHDA, vem de 

encontro à dados na literatura; que sugerem que o aumento da expressão do RAGE induzido 

por 6-OHDA pode estar relacionado ao dano oxidativo induzido pela neurotoxina (Gasparotto 

J et al, 2017). Pois, a natureza oxidante da 6-OHDA poderia ativar sinais inflamatórios, levando 

a produção de ROS, danificando proteínas e lipídios, gerando ligantes (AGEs e HMGB1 por 

exemplo), que poderiam levar à regulação positiva do RAGE e consequente morte neuronal. 

(D. Blum et al, 2001). 

Além disso, curiosamente em nossos resultados, quando há a ligação do RAGE com seu 

antagonista, FPS-ZM1, bloqueando a interação receptor-ligantes, continuamos vendo o 

aumento da expressão de AGER. Esse fato pode ser explicado pela ocorrência de outros 

mecanismos de modulação do RAGE. Por exemplo, sinalizações intracelulares a jusante do 

RAGE, e até mesmo a própria diferenciação das células SH-SY5Y com AR; que pode induzir 

a transcrição de mRNA de AGER, causando seu acumulo nas células. O aumento da expressão 

do RAGE diante da diferenciação neuronal por AR foi estudado (Kim J et al, 2012), e os 

resultados indicaram que em células NT2, a expressão do RAGE foi regulada positivamente 

durante a diferenciação. De mesmo modo, resultados de RT-qPCR sobre a expressão de AGER 

em células SH-SY5Y diferenciadas por AR, também mostraram aumentar sua expressão em 

comparação a células proliferativas (dados não publicados; experimento conduzido 

anteriormente em nosso laboratório). 
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Com a finalidade de investigar o perfil de resposta da expressão do RAGE associada ao 

dano da 6-OHDA, a expressão das citocinas pró-inflamatórias IL1 e TNF foi avaliada. Nesse 

experimento, não conseguimos observar diferença estatística na expressão das citocinas, no 

grupo tratado somente com 6-OHDA em relação ao grupo veículo. Porém, no grupo onde há a 

inibição do RAGE somada ao dano da 6-OHDA, TNF mostrou um aumento significativo em 

sua expressão, enquanto IL1 mostrou uma tendência ao aumento. Curiosamente, esses 

resultados podem ser explicados em conjunto com a proteção conferida às células pelo FPS-

ZM1 nas células tratadas com 6-OHDA (Figuras 7 e 8). Resumidamente: (i) no grupo 6-OHDA, 

a geração de respostas inflamatórias pelas células pode não 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 proteção conferida pelo antagonista do RAGE, consegue manter a sobrevivência 

celular; mantendo as células responsivas ao dano causado pela 6-OHDA, evidenciando o 

aumento de mediadores pró-inflamatórios, como TNF e IL1. Entretanto, o aumento do N 

amostral nesse experimento se mostra necessário futuramente, bem como o acréscimo do grupo 

VEÍCULO + FPS-ZM1. Buscando entender se este aumento dos parâmetros pró-inflamatórios, 

está associado ao bloqueio do RAGE pelo FPS-ZM1, protegendo as células e tornando-as 

responsivas ao dano da 6-OHDA; ou então, exclusivamente um reflexo ao bloqueio do RAGE 

(VEÍCULO + FPS-ZM1). 

RAGE e TLRs compartilham ligantes comuns, vias de sinalização em comum, e ambos 

estão relacionados a neuroinflamação e neurodegeneração (van Beijnum JR et al, 2008). Diante 

do resultado da modulação positiva das citocinas não ser dependente da ativação do RAGE em 

nosso experimento, decidimos investigar se a modulação da expressão de TLR4 poderia estar 

associada a este aumento. Em nossos resultados, TLR4 teve sua expressão aumentada nas 

células SH-SY5Y diferenciadas tratadas com 6-OHDA, que foi prevenida pelo pré-tratamento 

com FPS-ZM1. Esse dado indica que a modulação da expressão de TLR4 está relacionada com 

a ativação do RAGE, dado consistente aos achados da literatura. Porém, em relação a 

propagação da inflamação no grupo 6-OHDA + FPS-ZM1, possivelmente, o aumento da 

expressão de TNF e IL1 em nosso modelo, não está relacionado a nenhum dos receptores 

aqui estudados. Reforçando o possível reflexo da manutenção da viabilidade celular, conferida 

pelo FPS-ZM1, encontrado em nossos experimentos. Ainda, a sinalização intracelular de ambos 

os receptores não foi investigada, e merece atenção em nosso modelo de estudo. 
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

De um modo geral, os resultados obtidos neste trabalho mostram que a 6-OHDA induz o 

aumento da expressão do RAGE, e que a inibição 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 modulação da expressão de AGER parece não depender da ativação do 

RAGE. Ainda, o aumento da expressão de TLR4 induzido pela 6-OHDA foi prevenido através 

da inibição do RAGE. Por fim, os dados sugerem que a regulação positiva da expressão de IL1 

e TNF parece não depender de nenhum receptor aqui estudado, e sim, possivelmente são 

reflexos da manutenção da viabilidade celular conferida pelo FPS-ZM1. 

Modelos in vitro nos permitem uma investigação preliminar rápida, em comparação aos 

modelos tradicionais in vivo. São de fácil manipulação e controle experimental, porém, são 

modelos que não recriam a real complexidade das interações celulares, principalmente 

interações entre as células do SNC. Entretanto, continuam sendo ótimas alternativas para 

estudos de mecanismos moleculares, visando o papel do agente alvo de estudo para aplicações 

terapêuticas futuras. Como perspectivas, ainda precisamos elucidar por quais mecanismos 

moleculares o bloqueio do RAGE atuou diante da proteção conferida as células. Para esse fim, 

todos os resultados serão complementados com o aumento do N amostral a fim de verificar a 

consistência dos mesmos. Novas análises envolvendo a ativação do fator de transcrição NF-kB 

no modelo de estudo serão realizadas, a fim de verificar se sua ativação está diretamente 

relacionada com o RAGE. A análise da integridade das mitocôndrias e produção de espécies 

reativas de oxigênio também será explorada, a fim de investigar possíveis acúmulos de ROS 

causados por RAGE, podendo resultar em disfunção mitocondrial. A elucidação das vias de 

sinalização celular do RAGE em nosso modelo, através da imunodetecção de ERK1/2, JNK, 

MAPK e p38 serão realizadas. Ainda, todas essas análises serão repetidas em cultura primária 

de neurônios (murina), para posterior publicação dos resultados. 
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