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Resumo

A inflamacdo é uma resposta fisiologica complexa, que envolve a participacdo de
diferentes células imunologicas e mediadores inflamatdrios. O sistema imunologico é
constituido por células estruturadas com receptores de membrana capazes de
reconhecer padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS) e a danos
(DAMPSs), como é o caso dos receptores do tipo toll, incluindo o TLR4, e o receptor
de produtos finais de glicacdo avancada, o RAGE. Quando o estimulo inflamatorio é
acentuado, o RAGE e TLR4 sao ativados e perpetuam o sinal pro-inflamatério, o que
€ capaz de danificar células e tecidos, tanto da periferia quanto do cérebro. A
inflamacéo periférica e central vem sendo associada com a Doenca de Parkinson
(DP); producédo elevada de citocinas inflamatorias e a reatividade microglial tém
papel central na patogénese. O mecanismo desencadeador da DP ainda nao foi
identificado e os tratamentos disponiveis focam na sintomatologia. O objetivo desta
tese é esclarecer o papel do TLR4 e RAGE na resposta imunoldgica inata e
inflamacdo e elucidar como eles estdo envolvidos na neuroinflamacdo e
neurodegeneracdo dopaminérgica da Doenca de Parkinson. No Capitulo I,
investigamos o status inflamatério e perfil clinico de pacientes diagnosticados com
DP; os DAMPs séricos encontraram-se diminuidos em DP quando comparados aos
controles, e continuaram decaindo ao longo do tempo; a0 mesmo tempo, pacientes
com DP apresentaram um perfil anti-inflamatério de citocinas que se alterou para
pré-inflamatério apés um ano, mesmo sem evolucdo do estadiamento da doenca.
Além disso, desenvolvemos uma ferramenta capaz de predizer a DP no estagio HY
2. No Capitulo Il avaliamos um modelo in vivo de denervacdo dopaminérgica e o
receptor TLR4 apresentou estar envolvido na neuroinflamacdo e morte neuronal
dopaminérgica, principalmente em fémeas. Por fim, no Capitulo Ill apresentamos um
estudo in vitro com linhagem de mondcitos em que os receptores TLR4 e RAGE
intermediaram respostas imunoldgicas celulares através da modulacao da fagocitose
e ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB); jA os agonistas dos
receptores, tais como as proteinas do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1) e a
proteina proteina de choque térmico de 70kD (HSP70), atuaram como mediadores
pré-inflamatérios, atenuando o perfil anti-inflamatério. As modificacdes induzidas por
processos inflamatorios através de TLR4 e RAGE séo capazes de afetar a funcéo
imunoldgica, inflamacdo e também a sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos,
podendo estar na base da cadeia multifatorial de eventos que ocasionam a DP
esporadica.

Palavras-chave: inflamacdo, neuroinflamacéo, sistema imunolégico, Doenca de
Parkinson, neurodegeneracgéo, TLR4, RAGE, DAMPs
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Abstract

Inflammation is a complex physiological response that involves the participation of
different immune cells and inflammatory mediators. The immune system consists of
structured cells with membrane receptors capable of recognizing pathogen-
associated (PAMPs) and damage-associated (DAMPs) molecular patterns, such as
toll-like receptors, including TLR4, and the receptor for advanced glycation end
products, RAGE. When the inflammatory stimulus is increased, RAGE and TLR4 are
activated and perpetuate the pro-inflammatory signal, which is capable of damaging
cells and tissues, both in the periphery and in the brain. Peripheral and central
inflammation have been associated with Parkinson's Disease (PD); high production
of inflammatory cytokines and glial reactivity play a central role in pathogenesis. The
triggering mechanism of PD has not yet been identified and available treatments
focus only on symptoms. The aim of this thesis is to establish the role of TLR4 and
RAGE in the innate immune response and inflammation, to elucidate how they are
involved in the neuroinflammation and dopaminergic neurodegeneration of
Parkinson's Disease. In Chapter I, we investigated the inflammatory status and
clinical profile of patients diagnosed with PD; serum DAMPs were found to be lower
in PD when compared to controls, and continued to decline over time; at the same
time, patients with PD presented an anti-inflammatory profile of cytokines that
changed to pro-inflammatory after one year, even without progression of the disease
staging. In addition, we developed a tool capable to predict PD at stage HY 2. In
Chapter Il we evaluated an in vivo model of dopaminergic denervation and the TLR4
receptor was shown to be involved in neuroinflammation and dopaminergic neuronal
death, mainly in females. Finally, in Chapter Ill we present an in vitro study with a
monocyte lineage where the TLR4 and RAGE receptors mediated cellular immune
responses through modulation of phagocytosis and NF-kB activation; the agonists
HMGB1 and HSP70, acted as pro-inflammatory mediators, attenuating the anti-
inflammatory profile. The changes induced by inflammatory processes through TLR4
and RAGE are capable of affecting immune function, inflammation and also the
survival of dopaminergic neurons, and may be at the base of multifactorial chain of
events that cause sporadic PD.

Keywords: inflammation, neuroinflammation, immune system, Parkinson's disease,
neurodegeneration, TLR4, RAGE, DAMPs
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Lista de Abreviaturas
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MoCA: teste cognitivo do inglés: Montreal Cognitive Assessment

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina, do inglés: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine

MYD88: molécula adaptadora fator de diferenciagdo miel6ide 88, do inglés: myeloid
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activated protein kinases
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PD: Doenca de Parkinson, do inglés: Parkinson’s disease
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STAT-1: transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1, do inglés: Signal transducer
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TLRA4: receptor tipo toll 4, do inglés: toll-like receptor 4
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UPDRS: escala unificada de avaliagdo na doenca de Parkinson, do inglés: Unified

Parkinson Disease Rating Scale
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1 Introducéo

1.1 Inflamacéo e sistema imunologico

A inflamacédo é uma resposta fisiolégica que envolve a participacdo de uma
variedade de mediadores quimicos, vias de sinalizacdo e células do sistema
imunologico. A inflamacédo aguda pode ser induzida por patdégeno ou algum dano
intrinseco, e tem como finalidade sinalizar a fonte do dano e reparar/restaurar a
homeostase no tecido afetado. Caso o insulto seja intenso, complexo ou constante,
ou ainda, se o sistema de defesa ndo for eficaz em neutraliza-lo e/ou elimina-lo, a
inflamacé&o pode evoluir para um estado cronico.

O sistema imunolégico inato € o primeiro a ser ativado frente as alteracfes
fisioloégicas, sejam elas provenientes de insultos patogénicos extrinsecos ou
fisiopatoldgicos intrinsecos. Algumas das células que compdem esse sistema sao
classificadas como fagécitos: os mondcitos do sangue, macréfagos teciduais e
microglias no sistema nervoso central (SNC)(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os mondcitos sdo células mononucleares do sangue que participam das
primeiras respostas imunologicas e sdo capazes de migrar para tecidos e alterar a
expressdo de proteinas, receptores e morfologia, a fim de se diferenciarem em
macréfagos. Macréfagos, por sua vez, sdo células fagocitarias dos tecidos e
desempenham papéis essenciais na imunidade inata e também na adaptativa. Além
de destruir patdgenos, estas células funcionam como apresentadoras de antigenos:
apresentam os antigenos processados a células mais especializadas do sistema
imunologico adaptativo, os linfécitos. Estes, por sua vez, sdo capazes de gerar uma
resposta mais robusta e memaoria imunoldgica.

J4 no ceérebro, as respostas imunes sao atribuidas as células da glia,
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principalmente a microglia, células residentes especializadas em processar e
apresentar antigenos. Aproximadamente 12% de todas as células do sistema
nervoso central sdo microglias e estdo preferencialmente localizadas proximas as
regides de vascularizacdo, como meninges e 6rgdos circunventriculares, refletindo
assim seu papel na defesa imunolégica cerebral. Elas apresentam baixa reatividade
em estados basais e tem funcédo de suporte trofico essencial para a sobrevivéncia
neuronal, auxiliando na manutencao celular (STREIT, 2002). Uma vez estimulada, a
micréglia € capaz de liberar citocinas proé-inflamatérias no tecido cerebral, como
TNF-a, IL-18 e IL-6, e disparar a atividade fagocitaria associada a ativacdo da
NADPH oxidase (HALLIWELL, 2006).

Macrofagos e microglias fagocitam microorganismos e moléculas e a partir da
fusdo do fagossomo com o lisossomo, formam o fagolisossomo. Os fagolisossomos
sdo muito acidos devido ao acumulo de muitas moléculas de V-ATPase em sua
membrana. A ativacdo da NADPH oxidase, enzima de membrana responsavel pela
producdo de espécies reativas direcionadas ao interior do fagolisossomo, resulta na
producao de radicais superoxido (O2°), substratos para a producdo de peréxido de
hidrogénio (H.O,) e &cido hipocloroso (HOCI). Também ocorre a producao de
espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO-), através da enzima éxido
nitrico sintetase induzida (NAGATSU; MOGI; ICHINOSE; TOGARI, 2000), além da
atividade de enzimas lisossbmicas, que processam e até mesmo degradam as
moléculas fagocitadas (URIBE-QUEROL; ROSALES, 2020). Algumas espécies
reativas sdo importantes sinalizadoras celulares, como é o caso do 6xido nitrico, que
induz a producéo de citocinas por macrofagos e atua sobre biomoléculas de células
adjacentes (WINK; B HINES; CHENG; SWITZER et al., 2011).

Dependendo dos estimulos inflamatorios, os macrofagos podem assumir
18



diferentes fendtipos, que abrangem uma grande diversidade e plasticidade
(BECKER, M.; DE BASTIANI, M. A.; PARISI, M. M.; GUMA, F. et al., 2015). Muitos
autores 0s agrupam tipicamente em perfis classicos ou alternativos. A reatividade
classica é estimulada por substancias toxicas de agentes microbianos como LPS
(lipopolissacarideo), bem como citocinas derivadas de células T auxiliares tipo 1
(células Th1) e interferon y (IFN-y). Este subtipo esta associado a um aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IL-1 que estdo
envolvidos em respostas citotoxicas. Por outro lado, macréfagos alternativos sao
tipicamente induzidos por citocinas Th2 (IL-4 e/ou IL-13), e sdo caracterizadas por
respostas anti-inflamatorias, imunossupressoras e de reparo tecidual, estimulando a
producdo de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 e TGF-§ (MORRONE;

SOMENSI; FRANZ; RAMOS et al., 2019).

1.2 Receptores associados a efeitos intracelulares pro-inflamatoérios

Os macrofagos e microglias iniciam suas atividades fagociticas e inflamatorias
através da identificacdo de particulas alvo presentes no meio extracelular. Para
isso, estas células sdo equipadas com receptores responsaveis por fazer o
reconhecimento de moléculas especificas ou padrées moleculares, sendo estes
classificados como receptores de padrdao (PRRs do inglés “Pattern Recognition
Receptors”). Os padrées moleculares podem estar associados a patogenos (PAMPs,
do inglés “Patogen Associated Molecular Paterns”), como é o caso de endotoxinas
de bactérias, ou padrdes associados a danos (DAMPs, do inglés “Damage
Associated Molecular Paterns”) (SANTONI; CARDINALI; MORELLI; SANTONI et al.,
2015). Os DAMPs sao caracterizados por serem moléculas intrinsecas, com

expressdo e papel fisiologicamente intracelular, e quando presentes no meio
19



extracelular estédo associados a danos nas células.

Nas células do sistema imunoldgico inato, ao reconhecerem seus ligantes, 0s
PRRs passam a gerar sinais intracelulares e, subsequentemente, a ativar diversos
processos celulares. Estes variam de acordo com a molécula ligante, célula alvo e
contexto em questdo, podendo ser: fagocitose, proliferacdo celular, morte e, além
disso, producdo de mediadores inflamatérios capazes de ativar células adjacentes
(CHAVAKIS; BIERHAUS; AL-FAKHRI; SCHNEIDER et al.,, 2003; EHRCHEN;
SUNDERKOTTER; FOELL; VOGL et al., 2009)

Dessa forma, mais células do sistema imunoldgico sdo recrutadas e ativadas, a
fim de lidar com o insulto de forma regulada e controlada. Contudo, em ocasifes nas
quais ocorre excessiva sinalizacdo proé-inflamatéria e acumulo de mediadores
inflamatorios, a expressdo e atividade de alguns receptores aumentam,
desencadeando a intensificacdo do quadro inflamatério (CHUAH; BASIR; TALIB; TIE
et al., 2013; LUCAS; MAES, 2013; YK; R; H; TH et al., 2013; ZHONG,; LI; ZHOU,;
JIANG et al., 2020). Este € o caso dos receptores TLR4 e RAGE, que medeiam a
resposta imune inflamatéria e também preparam o0s mondcitos, macrofagos e

micréglia para a fagocitose.

1.3 TLR4

Os receptores do tipo Toll (TLR) sdo uma familia de proteinas evolutivamente
conservadas que permitem que as células do sistema imune inato respondam
rapidamente a presenca de estruturas microbianas (PAMPS) e também a dano celular
(DAMPs).  As ceélulas expressam diferentes TLRs, presentes em diferentes
localizagcfes na célula, sendo o TLR4 um dos principais receptores transmembranares

que desempenham importante funcdo durante a inflamacdo desencadeada por
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fagdcitos. O TLR4 é o principal receptor de endotoxina (como o LPS de bactérias
gram-negativas) e, além disso, das proteinas HMGB-1 e HSPs (LUCAS; MAES,
2013). HMGB-1 e HSPs podem estar no meio extracelular ndo apenas durante leséo
celular, mas também em varias condi¢cdes assépticas de estresse celular e tecidual.
Desta forma, respostas inflamatorias imunolégicas podem ser ativadas sem a
presenca de microrganismos invasores.

Os TLRs pertencem a uma classe de receptores ampla, chamada de IL-
1/superfamilia de TLR, que incluem receptores para as citocinas pré-inflamatoérias IL-
1 e IL-18. Eles sao receptores transmembrana tipo 1, contendo repeticdes
extracelulares ricas em leucina e um dominio receptor Toll / interleucina-1 (TIR)
intracelular. A ativacdo de TLR4 inicia uma cascata de transducdo de sinal que
recruta um conjunto de adaptadores contendo o dominio TIR intracelular, como
MyD88 ou TRIF, que ativam vias de sinalizacdo citoplasméatica (LUCAS; MAES,
2013).

Os principais fatores de transcricao ativados sdo NF-kB e AP1, que induzem a
expressao de genes envolvidos na imunidade e inflamacgao, dentre eles uma ampla
variedade de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e seus receptores, incluindo o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa); as interleucinas IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 e IL-23; proteinas inflamatérias de macréfagos MIP-1a e MIP-1[3, 6xido nitrico
sintase induzida (LEE; KIM, 2007; NAGATSU; MOGI; ICHINOSE; TOGARI). A
ativacdo do NF-kB dependente de TRIF é apropriadamente chamada de ativacéo de
NF-kB de “fase tardia”, enquanto a rota mais rapida de TLR4 através de MyD88 ¢é a
“fase inicial” de NF-kB. A coordenacdo da sinalizacdo "precoce” e "tardia” € uma
capacidade de TLR4, podendo explicar a progressdao dos processos inflamatorios,

tais como da neuroinflamacéo para neurodegeneracédo, em que ha dano inflamatério
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no CNS e morte neuronal (BUCHANAN; HUTCHINSON; WATKINS; YIN, 2010).

1.4 RAGE

O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) é uma proteina
transmembrana multiligante da superfamilia das imunoglobulinas. E classificado
como um receptor do tipo "scavenger’, de limpeza, que se liga tipicamente a
multiplos ligantes e promove a remocdo de alvos nao proprios (principalmente
produtos bacterianos) ou alterados (oxidados, acetilados) (LEY; PRAMOD; CROFT,;
RAVICHANDRAN et al., 2016). Inicialmente descrito como um receptor especifico
para produtos finais de glicacdo avancada (HUTTUNEN; FAGES; RAUVALA, 1999),
incluindo peptideos contendo os residuos glicados carboxi-metil-lisina (CML),
carboxi-etil-lisina (CEL) e argipirimidina, o RAGE €, na verdade, capaz de
reconhecer padrbes moleculares associados ao dano celular (DAMPS), presentes
em proteinas, como a S100B, HMGB1, peptideo beta-amiloide (AB) e HSP70
(PRANTNER; NALLAR; VOGEL, 2020).

O RAGE esta presente apenas em mamiferos e possui baixa expressao
fisiologica, com excecdo do periodo do desenvolvimento e em tecidos com alta
barreira imunolégica priméaria (pele, alvéolos pulmonares e fagdécitos). Sua
expressdo também se encontra aumentada em diversas patologias relacionadas a
um estado proé-inflamatério cronico, como diabetes, artrite reumatoide, aterosclerose,
doenca renal cronica, doenca de Alzheimer e Parkinson e diversos tipos de cancer
(MACZUREK; SHANMUGAM; MUNCH, 2008; SRIKANTH; MACZUREK; PHAN;
STEELE et al., 2011).

A interacdo do RAGE com seus ligantes ativa rapidamente a proteina NADPH

oxidase presente na parte interna da membrana plasmatica, capaz de ativar via de
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sinalizacao citoplasmatica na qual o H,O, atua como segundo mensageiro em pelo
menos uma das etapas (JIANG; WANG; TUO; MA et al., 2018). Além disso, também
ativa mecanismos transitorios de acdo, como a ativacao de cascatas de fosforilacdo
e oxidacdo de grupamentos ti6is de proteinas redox-sensiveis (SRIKANTH;
MACZUREK; PHAN; STEELE et al., 2011). Tais eventos acabam induzindo a
fosforilagdo de proteinas cinases da subunidade inibitéria IkBa (IKKs). Esta
subunidade é responsavel pela integridade do complexo 1kB-p50-p65, que € inativo.
No entanto, a fosforilacdo de IkBa por IKKs resulta na dissociacdo das subunidades
p50-p65, as quais podem formar homo e/ou heterodimeros. Uma vez que migra para
0 ndcleo, a unidade p65 (NF-kB) é capaz de atuar como fator de transcricdo génica
(SARNICO; BRANCA; LANZILLOTTA,; PORRINI et al., 2012). Essa ativacao redox-
dependente de NF-kB, que por sua vez controla a expressdo de mediadores pro-
inflamatorios (por exemplo, citocinas), € uma das vias mais classicas derivadas da
ativacdo de RAGE

(JANSSEN-HEININGER; POYNTER; BAEUERLE, 2000).

Como o gene do RAGE (Ager) também possui um elemento responsivo ao
NF-kB, a ativagdo do receptor é capaz de aumentar a propria expressdao (BOPP;
BIERHAUS; HOFER; BOUCHON et al., 2008; LI; SCHMIDT, 1997). Tal mecanismo
de retroalimentacdo positiva, bem como a inducédo da transcricdo de RAGE por
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, vém sendo apontados como o eixo principal
da intensificacao/perpetuacdo de estados proé-inflamatérios cronicos (LUKIC;
HUMPERT; NAWROTH; BIERHAUS, 2008).

Um exemplo desse processo ocorre na Doenca de Alzheimer. Observou-se
que a ativacdo do RAGE pelo peptideo B-amiloide estabelece um eixo de

retroalimentacao positiva da cascata amiloidogénica, uma vez que induz a liberacéo
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de IL-1B, IL-6 e TNF-a no tecido cerebral e ocasiona a ativacdo da micréglia, com
consequente producdo de espécies reativas via NADPH oxidase, NO sintase e
mieloperoxidases. Esses fatores aumentam a producdo e acumulo do préprio
peptideo B-amiloide e do préprio RAGE, intensificando a inflamacgéo e progresséo da

patologia (MACZUREK; SHANMUGAM; MUNCH, 2008).

1.5 Neuroinflamacédo e Neurodegeneracédo: Doenca de Parkinson (DP)

A Doenca de Parkinson é caracterizada por alteracdes no sistema
dopaminérgico e consequentes alteracbes motoras; apesar de ndo ser comumente
considerada uma doenca relacionada ao sistema imunoldgico, h4 componentes
evidentes da resposta inflamatéria que precedem e acompanham a
neurodegeneracdo na DP. As células residentes do sistema nervoso central, tais
como neurénios, microglias e astrécitos, podem ser afetadas e danificadas durante
processos inflamatérios decorrentes tanto da periferia quanto do préprio cérebro.
Sabe-se que a inflamacao sistémica é capaz de induzir a reatividade microglial, o
que contribui para o desenvolvimento de processos neuroinflamatérios e progressao
das doencas neurodegenerativas (GLASS; SAIJO; WINNER; MARCHETTO et al.,
2010; QIN; WU; BLOCK; LIU et al., 2007). Por outro lado, a inflamac&o no sistema
nervoso, além de ativar a micrdglia, também desencadeia o aumento de citocinas
pro-inflamatérias na corrente sanguinea (GASPAROTTO; RIBEIRO; BORTOLIN;
SOMENSI; RABELO et al.,, 2017; WILLIAMS-GRAY; WIJEYEKOON; YARNALL;
LAWSON et al., 2016).

Os efeitos da inflamacédo s&o consistentes com a hipétese multifatorial da
origem da DP (SULZER, 2007). Os fatores desencadeadores da inflamacdo podem

ser a desregulacdo das vias inflamatorias (por exemplo, alteracdo imunoldgica
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associada ao envelhecimento ou vulnerabilidade genética), patdgenos (infeccéo
bacteriana ou viral), toxinas ambientais (agrotoxicos) e agregados de proteinas
insolUveis (a-sinucleina) (SU; FEDEROFF, 2014).

Foi observado que a substancia negra dos pacientes apresentava altos niveis
de expressdo de HLA-DR, uma molécula da familia do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC) associada ao desenvolvimento de doencas autoimunes
(MCGEER; ITAGAKI; BOYES; MCGEER, 1988). Em seguida, outros componentes
tipicos de resposta pro-inflamatéria cronica foram descritos na DP, tais como
ativacdo continua da micréglia, e niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias no
soro e no liquido cefalorraquidiano (AKIYAMA; BARGER; BARNUM; BRADT et al.,
2000). Ha também a evidéncia epidemiolégica demonstrando que o uso de anti-
inflamatorios ndo esteroidais (em particular, o ibuprofeno) pode ser preventivo em
relagdo a DP (GAO; CHEN; SCHWARZSCHILD; ASCHERIO, 2011).

O soro de pacientes com DP pode ser constituido de niveis mais elevados de
TNF-a, IL1-B, IL-2 e IL-10 circulantes em comparagcdo a grupos controles;
componentes anti-inflamatérios podem estar associados a reducdo do déficit motor,
enguanto que niveis elevados de componentes pré-inflamatérios estdo associados
com déficit cognitivo (WILLIAMS-GRAY; WIJEYEKOON; YARNALL; LAWSON et al.,
2016).

Acredita-se que as citocinas e espécies reativas produzidas pela micréglia
reativa modulem diretamente a progressédo da morte neuronal na DP. Os neurbnios
dopaminérgicos sao tipicamente sensiveis a reatividade microglial devido a algumas
caracteristicas metabdlicas intrinsecas. Tais caracteristicas tornam esse subtipo
neuronal especificamente mais sensivel ao estresse oxidativo originado pela acéo de

citocinas pré-inflamatérias e espécies reativas produzidas pela microglia reativa. Em
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condi¢cBes saudaveis, a oxidacao celular da dopamina (que pode ser ndo enzimatica
ou catalisada pela monoamina-oxidase) produz H,O,, radicais superoxido e formas
semi-quinonas (radicais) da propria dopamina. O estresse oxidativo potencializa a
decomposicdo da dopamina em derivados téxicos, bem como reforca a ativacdo de
vias de sinalizacdo pro-apoptéticas disparadas pela acdo de citocinas pro-
inflamatorias (LULL; BLOCK, 2010).

A reatividade microglial capaz de induzir a degeneracdo neuronal
dopaminérgica ndo € necessariamente disparada por uma infeccdo. O acumulo de
formas aberrantes da a-sinucleina produzida nos neurbnios dopaminérgicos pode
disparar a reatividade microglial, devido principalmente a presenca continua de
agregados insollveis dessa proteina que acabam por ser reconhecidos como corpos
estranhos pela microglia (GAO; KOTZBAUER; URYU; LEIGHT et al., 2008). Esta
interacdo entre os neurbnios dopaminérgicos e a microglia pode ser reforcada,
tornando-se um ciclo de retroalimentacdo positiva que acaba por induzir as células
microgliais a um estado patolégico crénico de ativacdo, resultando em quadro
neuroinflamatério e uma progressao continua do processo de neurodegeneracao.

A inflamac@o no SNC é um caracteristica comum a todas as formas de DP,
tanto genética (familiar), quanto idiopatica (esporadica). Diferente do que se
pensava, a neuroinflamacdo ndo é um evento isolado do SNC (SU; FEDEROFF,
2014); ha uma fluidez com a periferia, que pode ocorrer de diversas maneiras,
conforme mostrno na Figura 1. A rota neural € através do nucleo motor dorsal do
nervo vago (TRACEY, 2002); a via humoral envolve citocinas circulantes que se
comunicam com 0 cérebro por varias vias: (i) por transporte saturavel através da
barreira hematoencefalica (BHE) (HIRSCH; VYAS; HUNOT, 2012); (ii) ativando

células endoteliais e diapedese de macrofagos perivasculares (LAFLAMME;
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LACROIX; RIVEST, 1999) e (ii) através de orgdos circunventriculares que nao
possuem barreira hematoencefalica funcional (BLATTEIS, 1992). Ainda, o influxo de
glébulos brancos periféricos no parénquima cerebral indica que ainda pode estar
ocorrendo uma disfuncéo da barreira hematoencefalica em pacientes com DP. Esse
processo também permite que mudancas no cérebro possam afetar as células

imunes e esses efeitos podem ser transferidos para o sistema imune periférico.

¥#A Inflamagio
Central
(SNC)

Micréglia “primed/

Microglia em repouso
preparada”

“quiescente”

Macréfagos Nervo vago
aferente

Orgaos perifericos
(p-ex. intestino)
Citocinas Neurénio

enterico

_ Infeccé@o
viral/bacteriana

Toxinas Dieta rica
ambientais em gorduras,

Figura 1. Interacdo entre o sistema imunologico central e periférico na doenca de
Parkinson - Adaptado de Su, X e Federoff, HJ., 2014. O processo de
envelhecimento, mutacdo genética e/ou desregulacéo de certas expressdes génicas
servem como um estimulo iniciador (“priming”) para a microglia. Apos estimulagao
secundéaria (por exemplo, toxina ambiental, infec¢do viral, dieta rica em gordura), a
inflamacéo periférica é induzida e se comunica com o cérebro através de vias
neurais (aferente vagal) ou humoral (por exemplo, circulagdo de citocinas). A
micréglia iniciada € ainda mais reativa e libera quantidades excessivas de citocinas

pro-inflamatoérias conduzindo a neurodegeneracao.
As modificagdes bioquimicas induzidas por processos inflamatérios capazes
de afetar a funcdo e sobrevivéncia dos neurbnios dopaminérgicos podem estar na

base da cadeia multifatorial de eventos que ocasionam a DP esporéadica (D, 2007,

SULZER, 2007). Esta ideia é relativamente nova na literatura, porém as evidéncias
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em seu favor vém trazendo importantes insights no entendimento das bases
moleculares da DP. Dentre estes insights, a ideia de que a identificagdo de
componentes comuns responsaveis pela integracdo da sinalizacdo pro-inflamatoria
com a sinalizacdo pré-apoptotica nos mondcitos, macrofagos, microglia e nos
neurénios dopaminérgicos revelard novos alvos terapéuticos, cujo mecanismo de
acao residird no combate a neuroinflamacéo e neurodegeneracao propriamente dita,
e ndo apenas nas consequéncias da morte neuronal dopaminérgica.

O efeito da inflamacé&o na sobrevivéncia de neurdnios da via nigroestriatal tem
sido investigado em modelos animais através da utilizacao de lipopolissacarideo de
parede celular bacteriana (LPS), bem como de toxinas indutoras de degeneracao
dopaminérgica comumente aplicadas em modelos animais da doenca DP, como a 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) e MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina).

1.6 Doencade Parkinson (DP): dados demograficos e caracteristicas
fisiopatologicas

A DP estd dentre as patologias neurodegenerativas mais frequentes
atualmente; estima-se que a sua prevaléncia € de 1% na populacdo mundial acima
de 60 anos de idade (WIRDEFELDT; ADAMI; COLE; TRICHOPQOULOS et al., 2011).
No Brasil, a divulgagdo da DP ndo € obrigatoria; portanto, ndo ha dados oficiais
sobre o numero real de pacientes com a doenca, mas um estudo estima que 3,3%
dentre os idosos com idade maior ou igual a 65 anos possuam DP (BARBOSA,
CARAMELLI; MAIA; CUNNINGHAM et al., 2006).

A DP é aproximadamente duas vezes mais prevalente em homens do que em
mulheres (VAN DEN EEDEN; TANNER; BERNSTEIN; FROSS et al., 2003). Estudos

sugerem que o sexo masculino esta relacionado com idade precoce de manifestacéo
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da DP e maior gravidade de sintomas clinicos (JURADO-CORONEL; CABEZAS;
AVILA RODRIGUEZ; ECHEVERRIA et al., 2018). Além disso, existem diferencas
relacionadas ao sexo na resposta farmacologica aos tratamentos, incluindo L-DOPA
(COLOMBO; ABBRUZZESE; ANTONINI; BARONE et al., 2015).

Os sintomas classicos observados nos pacientes com DP sdo motores, tais
como tremores, rigidez muscular, discinesia, instabilidade postural. Contudo, quando
esses sintomas se tornam evidentes, mais de 50% dos neurdnios dopaminérgicos ja
morreram; anteriormente a isso, 0S pacientes ja apresentam alguns sintomas nao-
motores, que evoluem com o passar da doenca (Figura 2): depressédo, ansiedade,
distarbio do sono de ondas lentas (sono REM), constipacéo, alteracdo ou perda de
sensibilidade olfativa (anosmia), que até mesmo precedem 0s sintomas motores
(CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006; PFEIFFER, 2016). Como 0s sintomas
nao motores fazem parte da fase prodromal da doenca, ou seja, antes mesmo do
estabelecimento do diagndstico, sdo associados a DP somente apds o aparecimento

dos sintomas motores.
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Figura 2. Sintomas clinicos associados a doenca progressdo da de Parkinson —
Adaptado de Poewe e colaboradores, 2017. O diagnostico da doenga de Parkinson
ocorre com o inicio dos sintomas motores (estagio inicial) tipicamente no final dos 50
anos, mas pode ser precedido por uma fase prodrémica de anos ou mesmo
décadas, caracterizada por sintomas nao motores especificos (Doenca de Parkinson
prodrbmica). Os sintomas ndo motores tornam-se cada vez mais prevalentes e
Obvios ao longo da doenca, mas podem estar presentes em grau variavel em todos
0s estagios da doenca de Parkinson. A incapacidade progressiva da doenca de
Parkinson é impulsionada pela combinacdo desses problemas ndo motores com o
aumento da gravidade das caracteristicas motoras cardinais, o desenvolvimento de
complicacBes motoras induzidas pela levo DOPA (doenca de Parkinson em estagio
intermediario) e a evolucdo da deficiéncia de |-DOPA- deficiéncias motoras
responsivas, como instabilidade postural, problemas de marcha (incluindo
congelamento) e disfagia (doenca de Parkinson em estagio avancado).

A sintomolagia da DP € decorrente da perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos do eixo nigroestriatal, constituido pela inervacdo dos neurénios da
substancia negra do nucleo caudado e do putamen, que € considerada um marco
patolégico da DP. A origem dessa degeneracdo neuronal ainda ndo é estabelecida,
mas estudos mostram que a DP esta significativamente associada a fatores
genéticos, eventos moleculares e celulares, incluindo estresse oxidativo, acimulo de
proteinas alteradas, excitotoxicidade, disfungcdo mitocondrial, mecanismos pro-
apoptoticos e inflamatoérios (REALE; IARLORI; THOMAS; GAMBI et al., 2009).

Uma caracteristica importante da DP é o acumulo de agregados insollveis da
proteina a-sinucleina nos tecidos cerebrais. Tais agregados formam os corpos de
Lewy, que sdo considerados uma caracteristica histopatolégica definidora da doenca
(GOEDERT, 2001). A preciséo do diagnostico com essa marcacao sé acontece pos-
mortem, quando é possivel fazer essa investigacado no cérebro dos pacientes, que ja
apresentavam sintomas caracteristicos e responsividade ao tratamento de reposi¢ao
dopaminérgica.

A formacédo de corpos de Lewy interfere na integridade das conexdes entre os
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neurdnios do eixo nigroestriatal, gera inflamacao pela reatividade glial e ocasiona a
morte progressiva dos neurénios dessa regido (TANSEY; ROMERO-RAMOS, 2019).
As micréglias identificam os agregados proteicos de a-sinucleina como corpos
estranhos e na tentativa de fagocitar o agente estressor ocorre aumento de
reatividade resultando em um processo neuroinflamatorio exacerbado e

neurodegeneracdo (GAO; KOTZBAUER; URYU; LEIGHT et al., 2008).

1.7 TLR4 naneuroinflamacéo e neurodegeneracao

A expressdo de TLR4 foi evidenciada em neurbnios e glia em condicdes
saudaveis (TANG; ARUMUGAM; XU; CHENG et al., 2007; TANG; LATHIA;
SELVARAJ; JO et al.,, 2008), embora o TLR4 tenha expressdo mais elevada na
micréglia do que outros tipos de células do SNC (LEHNARDT; MASSILLON;
FOLLETT; JENSEN et al., 2003). Os neurbnios expressam diferentes TLRs,
incluindo os TLRs 1-9, que possuem papel na homeostase neuronal (VAN NOORT;
BSIBSI, 2009)(VAN NOORT; BSIBSI, 2009). J& as microglias expressam TLRs
preferencialmente localizados em regides proximas a vascularizacdo, como
meninges e 0Orgdos circunventriculares, refletindo assim seu papel na defesa
imunoldgica cerebral. Como a reatividade microglial € amplamente controlada por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), o TLR4 estd implicado na
neurotoxicidade mediada pela micrdglia que ocorre em muitas patologias cerebrais.
Os astrocitos também expressam TLRs e respondem aos seus agonistas liberando
moléculas pro-inflamatorias, mas em menor extensdo do que a microglia
(GASIOROWSKI; BROKOS; ECHEVERRIA; BARRETO et al., 2018).

Quando superestimulada, a microglia causa estresse oxidativo e dano a

outras células do SNC, mais notavelmente neurénios (BLOCK; ZECCA; HONG,
31



2007), sendo um dos fatores relacionados com a morte de neurdnios
dopaminérgicos na doenca de Parkinson. Foi sugerido que a ativagcdo do ciclo
TLR/EROsS/ERNs é uma caracteristica comum presente em muitos distarbios
associados aos habitos e condi¢cbes da vida moderna, incluindo neurodegeneracao
(LUCAS; MAES, 2013).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para entender especificamente como
€ a expressédo e ativacdo de TLR4 neuronal em patologias do SNC (BUCHANAN;
HUTCHINSON; WATKINS; YIN, 2010; TANG; LATHIA; SELVARAJ; JO et al., 2008;
VAN NOORT; BSIBSI, 2009). Sabe-se, por exemplo, que TLR4 tem expresséo
aumentada em neurdnios expostos ao peptideo B-amiloide (AB) ou ao produto de
peroxidacdo lipidica, 4-hidroxinonenal (4-HNE), e que o TLR4 & um receptor
essencial na apoptose neuronal induzida por essas moléculas (TANG; LATHIA,;
SELVARAJ; JO et al., 2008). Estudos desenvolvidos em modelos animais mostram
que LPS administrado sistemicamente é capaz de ligar-se ao receptor TLR4 na
micréglia e induzir ativagdo pré-inflamatéria da mesma, resultando em dano neural
(LEHNARDT; MASSILLON; FOLLETT; JENSEN et al., 2003).

Foi observado em animais nocaute para TLR4 que a indu¢do de modelo de
DP com MPTP produziu uma microgliose significativamente menor em relacdo aos
animais selvagens, caracterizada pela expressdo diminuida de Iba-1 e MHC-II
(NOELKER; MOREL; LESCOT; OSTERLOH et al., 2013). Estudos paralelos neste
mesmo modelo mostram reducdo de discinesia, além de menor transcricdo e
expressdo de AP-1 na substancia negra, um fator de transcricdo que regula
processos como proliferacdo e apoptose; adicionalmente, resultados de
imunofluorescéncia revelaram que a expressdo de AP-1 é menor em neurdnios

positivos para TH e em astrocitos positivos para GFAP nos camundongos TLR4-
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nocautes tratados com de MPTP em relacdo aos animais selvagens (ZHAO; WANG,;

CAO; ZHANG et al., 2016).

1.8 RAGE na neuroinflmacédo e neurodegeneracao

Em nivel de SNC, o RAGE é expresso por células endoteliais, neurdnios e
células gliais. Sua participacao direta na neuroinflamacao é reforcada: ele atua tanto
no transporte de compostos através da BHE, como na atividade e metabolismo de
neurdnios, astrocitos e células da micréglia (JURANEK; DAFFU; WOJTKIEWICZ;
LACOMIS et al., 2015). A expressédo de RAGE se encontra aumentada em deméncia
com corpos de Lewy, uma condicdo presente na DP (DALFO; PORTERO-OTIN;
AYALA; MARTINEZ et al., 2005). Em pacientes com DP, ha um acumulo de AGEs
nos corpos de Lewy em tecidos cerebrais, possivelmente devido a glicacdo das
proteinas desempacotadas que constituem esses aglomerados (MUNCHAU,;
BHATIA, 2000). O aumento na glicacdo de proteinas € frequente em condi¢cbes de
estresse, alta disponibilidade de glicose e de aglomerados de proteinas
desempacotadas (I; C, 2021; OTT,; JACOBS; HAUCKE; NAVARRETE SANTOS et
al., 2014).

Além disso, foi demonstrado que a proteina S100B, agonista de RAGE,
apresenta-se em niveis elevados tanto no liquido cefalorraquidiano como na
substancia negra de pacientes com DP (SATHE; MAETZLER; LANG; MOUNSEY et
al., 2012). Resultados semelhantes foram observados com animais nocautes para
S100B, nos quais a inducdo de DP com MPTP produziu uma microgliose
significativamente menor, com diminuida expressdo de RAGE e de TNF-qa, e
consequente diminuicdo da perda celular dopaminérgica. Uma investigacéo

epidemioldgica avaliando trés diferentes polimorfismos do gene do RAGE
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(—374T/A,-429T/C e G82S) em uma populacdo chinesa do grupo étnico Han
(sudeste da Asia), indicou que a presenca do alelo -429C esta associada a uma
menor susceptibilidade a DP (GAO; TENG; LIU; HAN et al., 2014).

A isoforma de RAGE soluvel (SRAGE) também € um dos mecanismos de
blogueio fisiolégico de RAGE, atuando como antagonista ao evitar que outros
ligantes interajam com o receptor. Desta forma, o SRAGE é capaz de inibir a
ativacdo da sinalizacdo do RAGE (ZHANG; BUKULIN; KOJRO; ROTH et al., 2008),
atribuindo-o potencial terapéutico em dencas neurodegenerativas (CHEN; WALKER,;
SCHMIDT; ARANCIO et al., 2007) Recentemente, n0SsSoO grupo observou que O
bloqueio sistémico do RAGE é capaz de proteger o estriado de danos causados pela
injecdo sistémica de LPS, reduzindo a reatividade microglial e astrocitaria bem como
parametros de dano neuronal (GASPAROTTO; RIBEIRO; BORTOLIN; SOMENSI;
FERNANDES et al., 2017). Este efeito foi observado ocorrer de forma aguda (até 24
horas apds a inducdo de inflamacédo) e o blogueio de RAGE inibiu a ativacao
sistémica de NF-kB e liberagéo de citocinas pré-inflamatérias na circulacéo.

Os trabalhos desenvolvimentos em nosso grupo demonstraram que a inibicao
do RAGE reverte a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra,
induzida tanto pelo LPS sistémico em tempos mais prolongados (GASPAROTTO,;
RIBEIRO; BORTOLIN; SOMENSI; FERNANDES et al., 2017), bem como pela toxina
6-OHDA (6-hidroxidopamina), um modelo mais especifico da denervacao
dopaminérgica associada a DP (GASPAROTTO; RIBEIRO; BORTOLIN; SOMENSI;

RABELO et al., 2017).

1.9 Crosstalk de RAGE e TLR4

A sinalizacdo de TLRs pode requerer co-receptores e/ou oligomerizacao para
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uma transducdo de sinal adequada (VOGEL; FITZGERALD; FENTON, 2003).
Paralelamente, sabe-se que o RAGE exerce maior ativagdo na célula quando
interage com outras moléculas, formando uma homodimerizacdo (ZONG; MADDEN,;
WARD; MOONEY et al., 2010). Esta oligomerizacao pode ser estendida para mais
de duas moléculas, aumentando o local de interacéo, criando uma area maior capaz
de interagir com proteinas maiores, como a HSP70 (GRUNWALD; LIGABUE-
BRAUN; SOUZA; HEIMFARTH et al., 2016), essencial para a transducao de sinal
intracelular (SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS; GASPAROTTO et al., 2017).

Nesse contexto, a estimulacdo de TLR4 e RAGE regulam vias de sinalizacéo
em comum, que envolvem a ativacdo de NF-kB para induzir a expressao génica
(JUDY R. VAN BEIJNUM, 2008). Os TLRs podem sinalizar via MyD88, IRAK e TRAF
para NF-kB, bem como via Rac1 e PI3K, ERK1/2 e p38 MAPK. O RAGE, por sua
vez, pode ativar Racl e CDC42, assim como o Ras e MAPK; além disso, o0 RAGE
fosforilado também se liga as proteinas adaptadoras TIRAP e MyD88, transduzindo
sinal para moléculas a jusante (SAKAGUCHI; MURATA; YAMAMOTO; ONO et al.,
2011). Dessa forma, além do processo de feedback positivo desencadeado pela
expressdo de RAGE, a ativacdo de TLR4 também modula a sua expressao
(ZHONG; LI; ZHOU; JIANG et al.,, 2020). Esse mecanismo desencadeia uma
resposta inflamatéria intensa e prolongada, capaz de danificar células e tecidos,
levando ao desenvolvimento de doencas (LUCAS; MAES, 2013; SCHMIDT; YAN;
YAN; STERN, 2001).

Apesar da atuacdo consistente de RAGE em processos pro-inflamatorios,
sabe-se que moléculas ligantes deste receptor em associacdo com opsoninas (como
€ o0 caso de HMGB1l e Clq), sdo capazes de desencadear respostas anti-

inflamatorias em macréfagos, que se diferenciam em um perfil M2 (PRANTNER,;
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NALLAR; VOGEL, 2020). Esse é um dado interessante, uma vez que nos revela a
complexidade de respostas imunologicas reguladas por este receptor em contextos
fisiopatoldgicos. Além disso, a ligacdo dos agonistas a apenas um receptor néo
explica todos os efeitos causados na célula; nosso grupo realizou um trabalho em
gue a atenuacdo de RAGE foi capaz de reduzir significativamente a fosforilagdo de
ERK1/2, ativacdo de NF-kB e expressao de citocinas pro-inflamatoérias, porém nao
foi capaz de modular a ativacdo de p38 MAPK e genes anti-inflamatérios (SOMENS]I;
BRUM; DE MIRANDA RAMOS; GASPAROTTO et al., 2017). Postula-se uma
possivel dependéncia muatua entre RAGE e TLR4 para gerar respostas celulares
especializadas e mais eficientes (BONGARZONE; SAVICKAS; LUZI; GEE),
moduladas por seus agonistas de diferentes maneiras, essenciais para o desfecho
da resposta imunoldgica periférica e central.

A contribuicdo relativa dos diferentes receptores e ligantes é provavel que difira
entre os tipos de células e condi¢cdes patoldgicas (DILLON; AGRAWAL; BANERJEE;
LETTERIO et al., 2006; FRODERMANN; CHAU; SAYEDYAHOSSEIN; TOTH et al.,
2011), capaz de modular a intensidade da resposta imunoldgica. Esta interacédo, frente a
estimulos inflamatorios, pode desencadear diferentes desfechos de eventos celulares,

de forma sistémica, tanto periférica quanto em nivel de SNC.
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2 Justificativa

Os receptores RAGE e TLR4 estdo envolvidos na regulacdo de respostas
imunologicas e inflamatorias em diversas patologias. Eles regulam muitas vias
celulares em comum e a sinalizacdo de ambos receptores leva a uma ativacao
inflamatoria sustentada, caracteristica de doencas crbnicas, como é o caso de
neurodegeneracdes, incluindo a DP.

Apesar de a DP ndo ser comumente considerada uma doenca relacionada ao
sistema imune, ha claros componentes de resposta pré-inflamatéria durante a
neurodegeneracdo na DP que precisam ser estabelecidos, a fim de compreender o
processo de neurodegeneracdo e, dessa forma, conseguir evita-lo. O mecanismo
bioquimico que leva a morte dos neurénios dopaminérgicos na DP ainda nao foi
elucidado, portanto os tratamentos disponiveis focam na sintomatologia. A
administracdo de L-DOPA é empregada para repor os niveis de dopamina e de
agonistas de receptores de dopamina para ativar neurbnios estriatais; no entanto,
com a continua degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos, tais tratamentos
perdem a efetividade com o tempo. Portanto, uma acéo estratégica para o combate
a DP é o entendimento dos mecanismos béasicos da inflamacéo e neuroinflamacéao, o
que permitirA a aplicacdo de abordagens terapéuticas focadas no combate a

neurodegeneracao, que é a causa dos sintomas caracteristicos da DP.
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3 Objetivos
O objetivo geral da Tese foi de esclarecer o papel do RAGE e TLR4 na

ativacdo da resposta imunologica e entender como eles estédo envolvidos na DP.

3.1 Objetivos especificos de cada capitulo

Capitulo I:

Objetivo 1: Avaliar os niveis soroldgicos dos padrdes moleculares associados
a dano (DAMPs) que sao ligantes de RAGE e TLR4, em pacientes diagnosticados
com DP;

Objetivo 2: Avaliar o perfil inflamatorio dos pacientes com PD ao longo do
tempo, através dos niveis de citocinas e quimiocinas séricas;

Objetivo 3: Correlacionar DAMPs/Ligantes de RAGE/TLR4 e citocinas séricos
com caracteristicas clinicas especificas da DP em diferentes subtipos e estagios

clinicos;

Capitulo Il:

Objetivo 1: Caracterizar, utilizando um protocolo de inducdo de denervacao
nigroestriatal (injecdo intracraniana de 6-OHDA), o papel inflamatério de TLR4 na
doenca de Parkinson e sua relacdo com a morte neuronal, em modelo animal
nocaute para o gene do TLR4. Ainda, avaliar como se encontra a expressao de
RAGE nesse modelo e como o TLR4 é capaz de influenciar sua expressao;

Objetivo 2: Comparar os efeitos do modelo de denervacdo dopaminérgica em
machos e fémeas e elucidar o efeito dos receptores TLR4 e RAGE neste contexto;

Objetivo 3: Avaliar o papel do TLR4 e RAGE na evolugdo dos déficits
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motores, cognitivos e comportamentais induzidos pelo modelo de denervacgao

dopaminérgica;

Capitulo Il

Objetivo 1: Caracterizar as vias de sinalizacdo ativadas pelos agonistas de
RAGE e TLR4 em modelo celular de macréfagos humanos, e avaliar a funcéo de
cada receptor na modulacao das respostas celulares inflamatorias;

Objetivo 2: Caracterizar o envolvimento de RAGE e TLR4 na polarizacao de

macrofagos para os perfis pré e anti-inflamatoério.
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4 Resultados

Os resultados desta tese estdo dispostos em trés capitulos: o Capitulo |
contém resultados de um estudo clinico apresentados em forma de artigo cientifico,
em fase final de preparagdo. O Capitulo Il contém resultados de um estudo in vitro
em forma de artigo cientifico, publicado no periddico Neurochemistry International,
acrescidos de resultados complementares ndo publicados. No Capitulo Il estdo
apresentados os resultados preliminares de um estudo in vitro com cultura celular de

macrofagos.
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4.1  Capitulo |

Approaching promising markers for Parkinson’s disease using serum cytokines

and DAMPs along with clinical parameters

Artigo em fase final de preparacédo para submissao no periédico

Parkinsonism & Related Disorders

42



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Approaching promising markers for Parkinson's disease using serum cytokines
and DAMPs along with clinical parameters

Nauana Somensi*, Nayron Medeiros Soares 23, Marcelo Fachetti*, Juciano

Gasparotto®, Carolina Saibro Girardi*, Camila Tiefense Ribeiro®, Gabriela Magalhdes

Pereira®®, Ana Carolina Leonardi Dutra >*; Nathalie Ribeiro Artigas®®, Jalia Schneider

Krimberg*®, Bruno Elkfury Monticelli*®, José Claudio Fonseca Moreira, Artur

Francisco Schumacher-Schuh®3, Rosa Maria Martins de Almeida®, Arlete Hilbig”®,

Carlos Roberto de Mello Rieder "8 Daniel Pens Gelain*

! Departmento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS),
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brazil.

2 Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

® Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brazil.

* Departamento de Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil.

® |nstituto de Biociéncias, Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Alfenas,
Minas Gerais, Brazil.

® Instituto de Psicologia, Laboratério de Psicologia Experimental, Neurociéncias
e Comportamento (LPNeC), Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

" Departamento de Clinica Médica, Universidade Federal de Ciéncias da Saude

de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
43



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

® Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio

Grande do Sul, Brazil.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease. Typical symptoms include movement alleviation, tremor or stiffness, and non-
motor symptoms such as depression, REM sleep disorder and constipation. Peripheral
inflammation plays an essential role in disease initiation and progression, exacerbating
the neuroinflammation in the central nervous system (CNS) and synergistically driving
neurodegeneration. Immune system respond to danger-associated molecular patterns
(DAMPs) trough pattern recognition receptors (PRRs), such as TLR4 and RAGE,
producing cytokine and chemokine during the stressor and inflammatory process;
these processes stimulates peripheral and inflammation in PD. However, the
inflammatory status and course of PD are highly variable, and there are no established
prognostic biomarkers. We evaluate serum cytokines, chemokines, and some DAMPs
that are RAGE and TLR4 agonists in parallel with clinical parameters of PD, including
motor and NMS. Blood samples were collected from PD patients and healthy controls
at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil. Serum parameters were
measured by multiplex and ELISA immunoassay. Bioinformatics analysis was
performed to identify predictors of disease and cluster patients by serum profile.
Serum DAMPs and RAGE ligands were lower in PD when compared to healthy
controls (HC) and kept decaying over time. At the same time, PD patients present an
anti-inflammatory profile of cytokines that turn to pro-inflammatory after a year, even

without progression of disease staging. We also observed two distinct clusters of PD
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patients according to serum profiles, wherein DAMPsS/RAGE ligands vary inversely to
cytokines. Together, the 12 serum markers analyzed by the machine learning model
(HMGB1, HSP70, S100B, 4-HNE, CML, TNF-a, IL-183, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, IL-10)
were able to predict the PD in HY scale 2.

Keywords: Parkinson’s Disease, serum marker, inflammation, cytokines,

DAMPs

Introduction

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease, and according to the Global Burden of Disease study, 6.2 million patients
lived with PD in 2016 and this frequency will double by 2040 [1]. The main
neuropathological finding is the progressive loss of dopaminergic neurons in the
midbrain and a-synuclein-containing Lewy bodies in the substantia nigra [2]. Currently,
the major factors in diagnosing this disease are the appearance of typical symptoms,
such as movement alleviation, tremor or stiffness, and an important improvement
when initiating treatment with L-dopa, which restores lost dopamine.

Besides the characteristic motor changes in PD, the patients present non-motor
symptoms (NMS) that include depression, REM sleep disorder, hyposmia and
constipation [3, 4]. However, the NMS are present in prodromal PD and are associated
with the disease only after the appearance of motor symptoms, when the diagnosis is
established. At this moment, 50-70% of dopaminergic neurons have already died [5].
With the progression of neurodegeneration, other NMS become more evident, such as
cognitive impairment, urinary symptoms and dementia [6].

The cause of neurodegeneration in PD is not entirely understood. Accumulating

evidence implicates genetic and environmental factors and mitochondrial dysfunction,
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inflammation, oxidative stress, and impaired autophagy [7]. Peripheral inflammation
plays an essential role in disease initiation and progression, exacerbating the
neuroinflammation in CNS and synergistically driving neurodegeneration [8]. Some
changes were found in peripheral immune functions in patients with PD, such as
decreased lymphocytes population and dysregulation in the serum cytokine network
[9, 10].

Cytokine and chemokine respond to danger-associated molecular patterns
(DAMPs) during stressor and inflammatory processes [11], which are recognized by
pattern recognition peceptors (PPR), that include the receptor for advanced glycation
end products (RAGE) and Toll-like receptor 4 (TLR4). They are multiligand proteins
that interact with a broad spectrum of ligands: RAGE binds several advanced glycation
end-products (AGEs), S100 family proteins including S100B, heat shock proteins
(HSP70), high mobility box group 1 (HMGB-1), peptide amyloid-B (AB), bacterial
lipopolysaccharide (LPS) [12]; TLR4 also recognizes HMGB1, HSP70, S100 family
proteins and LPS. In addition, RAGE and TLR4 play crucial roles in developing many
human disorders such as neurodegenerative conditions, including Parkinson's disease
[13, 14]. In addition, RAGE is responsible for the propagation of systemic inflammation
in the brain and the development of dopaminergic denervation [15, 16].

The inflammatory status and course of PD are highly variable, and there are no
established prognostic biomarkers. We evaluate serum cytokines, chemokines, and
some DAMPs that are RAGE agonists in parallel with clinical parameters of PD,
including motor and NMS. Blood samples were collected from PD patients and healthy
controls at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil. Serum parameters
were measured by multiplex and ELISA immunoassay. Bioinformatic analysis was

performed to identify predictors of disease and cluster patients by serum profile.
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Materials and Methods

Case selection and control group

A total of 96 patients were diagnosed with PD according to the London Brain
Bank [17] at the Movement Disorders Outpatient Clinic of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). The patients were accompanied longitudinally between March
2017 and March 2020. All patients were under treatment (dopaminergic or other) at
sample collection. In addition, 57 healthy control (HC) volunteers, mostly the patients'
escorts, were also evaluated during the same period as the normal controls.

The exclusion criteria for both groups were as follows: (1) had associated
neurological comorbidities; (2) had physical limitations of trauma-orthopedic or
rheumatological origin; (3) severe and uncorrected visual changes that make the
research difficult; (4) chemical or alcohol dependence. Particularly in the PD group, an
exclusion criterion was to use Deep Brain Stimulation — DBS. All research subjects or
their family members signed a consent form before participating in the study (involving
data and blood sample collection).

The research protocol of this study was approved by the hospital Ethics
Committee 170212 with certificate number 67574217.8.0000.5327. In addition, all
subjects (or their caregivers) signed a written informed consent to participate in the

study.

Clinical assessments

All participants were evaluated by baseline assessments that included
comorbidities (SAH, depression, diabetes, cancer), blood pressure and BMI (body
mass index). In addition, they participated in questionnaires to access some clinical

assessments: symptom severity, including motor and NMS, by Movement Disorder
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Society-Sponsored Revision of the Unified Parkinson's Disease Rating Scale (MDS-
UPDRS) [18]; Hoehn and Yahr scale (YH), that indicates disease staging; cognitive
assessment by MoCA [19]; depression by Beck Il depression inventory (BDI) [20] and
sleep assessment by Parkinson's disease sleep scale (PDSS) [21]. MoCA, BDI and
PDSS also evaluated in HC participants.

We chose to evaluate some specific tests of MDS-UPDRS and the PDSS
individually. The MDS-UPDRS 1 is relative to non-motor experiences of daily living,
including evaluation of mental activity, behavior and mood, wherein MDS-UPDRS I.II
represents psychosis and MDS-UPDRS I.XI constipation; MDS-UPDRS I include
self-evaluation of activities of daily living, involving motor activities; MDS-UPDRS 1l
evaluates the motor function and MDS-UPDRS IV the motor complications, wherein
MDS-UPDRS IV.I is respective to dyskinesia. The PDSS 5 relates to fidgeting in bed;
PDSS 6, disturbing dreams at night; PDSS 7, disturbing hallucinations at night (seeing

or hearing something you have been told does not exist).

Sample collection and detection

Each participant had 2 mL of peripheral venous blood collected. Tubes were
centrifuged at 25009 for 10 minutes, and serum was aliquoted and frozen at -20°c up
to a month, followed by -80°C storage until analysis.

The clinical and blood parameters analyzed of PD patients were called “PD
evaluation” (PDg). In addition, the patients were longitudinally evaluated,
approximately one year after evaluation, for clinical assessments and also submitted
to a new blood sample collection, which was called "revaluation” (PDg).

The cytokines in the serum of PDg and PDr were measured with multiplex

assays (Thermo Fischer, Cat. No. LHC6004 and EPXS090-12199-901, respectively).
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The sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detected some serum
proteins in PDg: a-synuclein, amyloid-g42 and CCL5/RANTES. The protein content
was calculated according to the standard curve, expressed in concentration (pg/mL or
ng/mL). In addition, indirect ELISA was performed on HSP70, HMGB1, S100B, 4-
Hydroxynonenal (4-HNE), Carboxymethyl Lysine (CML) and Nitrotyrosine. The
proteins are expressed in % relative to the mean fluorescence of HC. The fabricant
information, antibodies and sample dilutions used in ELISA assays are included in

Supplemental Table 1.

Sample selection for the machine prediction model

The PDg data containing 96 Parkinson's patients and 20 analyzed serum
variables were filtered. First, we eliminated six serum variables that contained less
than 50% of the 50% analysis values and then 34 patients in the same situation. Thus,
the dataset for such studies contains 62 Parkinson's patients and 14 serum variables.

The imputation of missing (unmeasured) data was performed using the k-
Nearest Neighbors algorithm with the weighted mean of the five closest patients as the
aggregation function of each variable. For this, we use the kNN function of the VIM

package.

Importance of variables

To generate and evaluate the models and analyze the importance of variables,
we divided/separated the dataset into a training and validation group (we used cross-
validation) containing 80% of the samples (50 patients) and a test group containing
20% of the samples (11 patients). Then, we used the Recursive Feature Elimination

(RFE) algorithm in training set with the functions of the "Random Forest" algorithm to
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fit the models, predictions and importance of variables, with an external resampling
method of repeated cross-validation, with ten folds (folds) and five repetitions. In the
RFE function, we used the size parameter from 1 to 14 and; the "rfeControl" and "rfe"
functions from the Caret package looked for the optimal variables in all possible
combinations of sets of variables (i.e., just one variable, two variables, ..., 14

variables).

Clustering analysis
We evaluated if PDg patients separate into different groups according to the
profile of serum markers. Clustering analysis was assessed by the bNbClust package

that evaluated 24 indices to determine the number of clusters.

Statistical Analysis

SPSS20.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL) was used to analyze the data and
GraphPad 8.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA) to create the graphs. We
first performed Levene's test to determine the homogeneity of variances and the
Shapiro-Wilk test to verify the normality of samples. The outliers were removed for
analysis. Next, we analyzed HC and PDg groups with independent T-test to compare
means of continuous variables with normal distribution and Mann-Whitney U test to
compare medians of continuous variables with non-normal distributions; Chi-square or
Fisher exact tests were used for categorical variables. Longitudinal samples were
analyzed with paired-samples T-test or related samples by Wilcoxon test in order to
compare PDg and PDr means or medians, respectively. Pearson or Spearman tests
were used for correlation analysis. Finally, ANOVA evaluated the influence of more

than one categorical or continuous variable, followed by Tukey's posthoc. A p<0.05
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was considered statistically significant.

Results

Demographic and general information of PD and HC groups

The general demographic and disease-associated information of patients with
PD (PD group, n=96) and HC participants (control group, n=56), including age group,
gender, body mass index (BMI), comorbidities, blood pressure, and familial history of
parkinsonism are shown in Table 1. The PD patients were older (p=0.016), had lower
BMI (p=0.037) and had a higher incidence of diabetes (p=0.037) compared to HC.
Interestingly, men with PD present lower diastolic pressure than HC (p=0.049).

Clinical tests were applied to PD patients in both evaluation (PDg) and re-
evaluation after a year (PDgr) to assess symptom severity (UPDRS), cognitive
assessment (MoCA), depression (BDI), sleep assessment (PDSS) and disease stage
(HY). In addition, the control group also participated in questionnaires of clinical
assessments, unless the UPDRS and HY, which are exclusively for PD patients. The
results are shown in Table 2.

Few changes were observed in PD patients (PDg) regarding the control group
(HC) or itself over time (PDgr). PDg patients reported better performance in disturbing
dreams than the control group (p= 0.024); however, it worsened over time (p= 0.010,
compared to PDg). We observed alterations over time in psychosis (UPDRS LI, p=

0.044), in which PD patients have an improvement in this behavior.

Serum analytes measurements
We analyzed the serum of controls and PD patients to detect cytokines, ligands

of RAGE and prion-like proteins (Table 3, Figure 1). IL-6, 4-HNE, CML and CCL5
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decreased in PDg compared to HC (p= 0.005, p= <0.0001, p=0.043 and p=0.0101,
respectively). When analyzed longitudinally, comparing PDr to PDg, the IL-6, IL-10
and HSP70 increased (p= <0.0001, p= <0.019 and p=0.015, respectively) and S100B,
4-HNE and CML decreased (p= <0.023, p=<0.0001 and p= <0.0001, respectively).

To further investigate the cytokine profile in PD, we also compared the ratios of
pro-inflammatory to anti-inflammatory cytokines (Figure 2). PDg patients showed
lower TNF-o/IL-4 (p=0.009), IL-6/IL-4 (p=0.002) and IL-6/IL-10 (p=0.002) in
comparison to HC, suggesting a bias toward a Th2 profile. However, this profile
changed across the time, as we observed an increase in TNF-a/IL-4 (p=0.010), IL-
6/IL-4 (p=0.001) and IL-6/IL-10 (p=0.002) ratios in PDg.

We stratified the samples according to PD disease stages by HY scale (I, II, IlI,
IV). We only found differences in serum IL-2 of PDg, a decrease between phases Il

and IV (p=0.017, one-way ANOVA followed by Tukey's, data not shown).

Correlation analysis

We evaluated the correlations of serum analytes each other and with clinical
parameters in both evaluations (PDg) (Supplemental Table 2 and 3) and re-
evaluations (PDRr) (Supplemental Table 4 and 5). RAGE ligands correlated with each
other (Figure 3 A, C and D; Supplemental Table 2 and 4) in all groups. Also, TNF-q,
IL-18, IL2, IL4 and IL-10 correlate (Figure 3 B, D and F; Supplemental Table 2 and
4). However, we did not observe significant correlations between these groups.

Because diabetes incidence and depression (BDI) prevalence was higher and
BMI was lower in PD, we evaluate its correlations with serum parameters
(Supplemental Table 2). Diabetes negative correlate with nitrotyrosine (r=-0.312

p=0.06), CML (r=-0.295, p=0.010), 4-HNE (r=0.365, p=0.001) and positive correlates
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with IL-2 (r=0.269, p=0.036). BDI is positively correlated with HMGB1 (r=0.254,
p=0.034) and negatively correlated with IL-10 (r=-0.0307, p=0.020). In turn, BMI has
positive correlation with IL-10 (r=0.273, p=0.032) and negative correlation with HSP70
(r=-0.281, p=0.016) (Supplemental Table 3). Since PD is significantly associated with
aging process and PD were older than HC, we evaluated correlation of age with serum
markers. In PDg, age is negative correlated with HSP70 (r=-0.331, p=0.004), CML (r=-
0.243, p=0.034) and nitrotyrosine (r=-0.344, p=0.002) (Supplemental Table 3). In
PDg, AGE is positive correlated to IL-6 (r=0.353, p=0.035) (Supplemental Table 2).

Peripheral inflammation plays a role in the development of preclinical non-motor
symptoms, so we also evaluated its correlations with serum markers. We found
negative correlation of anti-inflammatory cytokine IL-4 with psychosis (UPDRS L.1I, r=-
0.257, p=0,047), constipation (UDPRS I.1X, r=-0.256, p=0,048), UPDRS Ill non-motor
(r=-0.379, p=0.003) and positive correlation with disturbing dreams (PDSS6, r=0.266
p=0.028), present in Supplemental Table 3.

When analyzing the variables of staging and classification of the disease in PDg
(Supplemental Table 3), we found a correlation of HY just with IL-10 (r=-0.367,
p=0.003); total UPDRS correlates negatively with IL-4 (r=-0.399, p=0.002) and IL-10
(r=-0.276, p=0,031) and positively with nitrotyrosine (r=0.238, p=0,040). We did not
find a correlation of those variables in a re-evaluation of patients (PDg, Supplemental

Table 5).

Algorithm prediction of PD
In the prediction of the “HY” classification, a set of 12 variables (HMGB1,
HSP70, S100B, 4HNE, CML, TNF-q, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y) showed the

highest accuracy values in the training set (Accuracy = 0.53 and k = 0.03). Six
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variables have positive importance (Accuracy = 0.45 and k = 0.08) in descending
order: IL-4, Nitrotyrosine, S100B, IFN-y, HSP70, IL-2 and TNF-a (Figure 4A).

In the regression prediction of “total UPDRS”, the set of all 14 variables
(HMGB1, HSP70, S100B, 4HNE, CML, Nitrotyrosine, TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IFN-y and amyloid-3) was the one that presented the lowest values of Root Mean
Squared Error (RMSE) and Mean Absolute Error (MAE) in the training set (RMSE
(SD)= 33.96 (7.55), MAE (SD) = 28.99 (6.7)). Seven variables have positive
importance set (RMSE =25.13, MAE = 19.44), in descending order: 4-HNE, IL-6,

HMGB1, IL-4, S100B and IL-10 (Figure 4B).

Clustering analysis

We evaluated our dataset (61 Parkinson's patients and 14 serum variables) to
verify if the serum variables defined any groups/clusters and if these clusters
presented any difference regarding the variables "Hoehn and Yahr" and "UPDRS
total". According to the distinct serum profile among patients, we found two and three
clusters that showed the highest concordance indices, 8 and 7, respectively (Figure
5). In the analysis of 2 and 3 clusters, there was no difference in "HY stage" and "Total
UPDRS" between the clusters (t-test of 2 clusters: p= 0.587 and p=0.528,
respectively; 3 clusters: adjusted Tukey's test p=0.552 and p=0.887, respectively).

Analyzing two clusters, cluster 1 has 43 patients with increasing RAGE agonists
(p<0.001), decreased IL-6 (p=0.019), and IL-10 (p=0.009) compared to cluster 2,
containing 18 patients (Figure 5 A and B). Analyzing three clusters, cluster 1 contains
26 patients with lower RAGE agonists in serum compared to clusters 2 and 3 and
lower IL-2 (p=0.039) compared to cluster 2. Cluster 2 has 28 patients, and Cluster 3

has eight patients with lower amyloid-f and higher IL-10 serum levels than clusters 1
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and 2 (Figures 5 C and D).

Discussion

The microenvironment of the central and peripheral immunologic system is
modified in PD during the pathological process; however, it is not clear if these
changes are secondary to neurodegeneration or if they may be playing an active role
in this process (KOMOHARA; DEPARTMENT OF CELL PATHOLOGY; OHNISHI,
DEPARTMENT OF CELL PATHOLOGY et al.). The interplay between CNS and
periphery is consistent with Braak's theory [22]; both neural and humoral pathways
mediate communication from the peripheral site to the brain [8]. Also, change in the
brain and BBB could affect immune cells, and these effects could be transferred to the
peripheral immune system [23].

RAGE drives the propagation of systemic inflammation to the brain [15, 16],
mediating natural proteins transport through BBB [24] and also between neurons [25].
The interaction of RAGE with its ligands triggers rapid generation of reactive oxygen
species (ROS) and inflammatory cytokines production. The perpetuation of this
process contributes to neuroinflammation and dopaminergic neuron death in PD [13].
Unfortunately, we did not have access to CSF to verify this shift to the brain; in serum
samples of PD, RAGE agonists decreased and did not show any consistent correlation
with cytokines.

For instance, studies have reported abnormalities in immune functions in
patients with PD, including a reduction in the percentage of activated T lymphocytes,
poor response of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to mitogens, and
impaired cytokine production; this includes lower plasma levels of IL-4, IL-6, IL-10, IL-

17A, TNF-a, and IFN-y and a predominance of Th1 profile [10]. We also found a
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reduction in serum cytokine, chemokine and DAMPs of patients (IL6, CCL5, 4-HNE,
CML) and a decreased TNA-a/IL-4, IL-6/IL-4 and IL-6/IL-10 ratios, suggesting a Th2
activated profile. Interestingly, there was a shift in Thl profile over time, as PDg
patients increased these cytokine ratios. Also, some serum markers increased after a
year (IL-2, IL-6, IL-10 and HSP70) while other RAGE agonists decreased (4-HNE
CML, S100B). These alterations in both pro-inflammatory and anti-inflammatory serum
markers play a complex alteration in immune profile and network.

Peripheral inflammation appears to accompany the non-motor symptom of PD
[8]. In the evaluation of PD (PDg), some non-motor symptoms were negatively
correlated with anti-inflammatory cytokine IL-4 and a few DAMPsS/RAGE agonists.
Furthermore, disease scales of rating (MDS-UPDRS) and staging (HY) were also
negatively correlated with anti-inflammatory cytokines and/or DAMPSs. In contrast to
our findings, a recent study describes higher levels of IL-4 and lower levels of IFNy
predicting more severe tremors in people with PD [26]. Moreover, we observed few
changes in NMS over time. However, alterations in psychosis (MDS-UPDRS L.1I) and
sleep quality (PDSS 5) occur. Only the progression of psychosis correlated with serum
marker, accompanying the increase of S100B (r=0.399, p=0.11, data not shown).
Remarkably, we found a shift of anti-inflammatory to pro-inflammatory status in the
periphery over time, but it did not change correlations to clinical symptoms.

Previous research has shown that PD is strongly associated with inflammation
factors, such as genetics, environmental (e.g., pesticides), aging, and the depletion of
mitochondrial function [3], which may be dysregulating inflammatory pathways. The
patients in our study are older than healthy controls and have a high incidence of
comorbidities, which may influence the peripheral immune system. Aging is a major

factor for both genetic and idiopathic PD; recent evidence suggests that the aged brain
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resides in a chronic state of neuroinflammation, characterized by increased reactivity
and pro-inflammatory activation of the peripheral immune system [8].

The presence of diabetes mellitus (DM) may predispose toward a PD-like
pathology and, when present in patients with PD, can induce a more aggressive
phenotype [27]. AGEs contribute inflammation and to diabetic complications [10, 28]; it
can induce tau aggregation by the polymerization and protein cross-linking and
memory deficit through RAGE signaling [29]. Here, PD patients have an increased
incidence of diabetes compared to HC; however, it has a negative correlation with
AGEs -as they decreased in PD serum- and a positive correlation with the pro-
inflammatory cytokine IL-2. Because of that, we performed a new analysis of serum
markers, excluding the diabetes patients (data not shown), and only CML loses
significance, showing no decrease from PDg to HC. Looking longitudinally (PDr X
PDg), IL-2 loses significance (p=0.061), while IFN-y had an increase in concentration
(p=0.016) and Nitrotiyosine decreased (p=0.003) in serum of non-diabetic patients.

All the PD patients in this study were under drug treatments, in which 81.2%
used L-Dopa. It is reported that long-term treatment with anti-parkinsonian drugs may
influence the immune system through direct effects on lymphocytes or in antigen-
presenting cells [10], as dopamine receptors are present in the peripheral immune
system, triggering a variety of modulatory effects on the immune responses (Basu and
Dasgupta, 2000). However, studies described controversial effects regarding L-Dopa,
and it is not clear whether it acts as an immunostimulatory or as an immuno-
suppressor factor [9]. Recently, Rocha et al. described that L-DOPA and pramipexole
were able to decrease the production of cytokines by PBMC [10].

Our predictive machine model showed that it is a good and robust model,

although the outcome of the disease is low due to the distribution of samples. Because
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the patients had a prevalence in the HY Il stage, the model had high accuracy in
hitting the group. Although considering the other subgroups, the model is not hitting,
as indicated by the low kappa value. The 12 serum markers together could predict de
PD more than alone.

We observed two different subgroups of inflammatory status between patients,
and they differ in the profile of cytokines and RAGE agonists/DAMPS, with an inverse
relationship. While in one cluster the concentration of agonists is higher than in the
other cluster, the concentration of inflammatory cytokines is lower. However, it has no
association with the staging or severity scales of the disease.

The main limitations of our study include the relatively small cohort, mainly
related to the number of patients evaluated longitudinally; due to the covid-19
pandemic calamity situation, we had to suspend the follow-up of patients in this study.
Furthermore, we only had access to amyloid-peptide-f and a-synuclein ELISA Kits to
analyze PDg samples, so they were not evaluated in PDg; however, they did not differ
in the serum when compared to HC.

Here, we observed early changes in serum inflammatory profile even without
alterations in disease staging (HY) and rating scale (total MDS-UPDRS) after a year,
which are based on behavior and symptom alterations. These changes include the
shift of anti-inflammatory to pro-inflammatory profile and a decrease in serum RAGE
agonists. Furthermore, we identified two distinct profiles of PD patients and described

a promising tool to predict disease.

Conclusion
In Parkinson's disease, we have the bias of aging, comorbidities, and drug

intervention that may modulate the immune system and inflammation in both the brain
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and periphery; however, we had interesting observations. First, serum DAMPs and
RAGE ligands were lower in PD when compared to HC and kept decaying over time.
At the same time, PD patients present an anti-inflammatory profile of cytokines that
turns pro-inflammatory after a year, even without progression of disease staging.
Finally, according to serum profiles, we observed two distinct clusters of PD patients,
wherein DAMPS/RAGE ligands vary inversely to cytokines. Together, the 12 serum
markers analyzed by the machine learning model (HMGB1, HSP70, S100B, 4-HNE,
CML, TNF-qa, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, IL-10) were able to predict de PD in HY

scale 2.
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Tables

Table 1. Descriptive demographic and baseline features of PDg and control

groups.

Total participants 57 9

‘Age(years) | 587:96 627£10 0016
(Sex(Fm) 3324 50/46

SAH 17 (298%) 26 (271%) 0853

‘Diabetes 1.(18%) 12(125%)  *0.032°

‘Depression  3(5.3%) 8 (8.4%) 0.538e

‘Cancer 5 (88%) 8 (8.4%) 0.580e

0 498=

Family History of Parkisonism (%) 211 323 0.143¢
- Time of diagnosis (years) 9852
LDopa treatment (%) 812

BMI, Body Mass Index; SAH, Systemic Arterial Hypertension. Continuous normal
samples are expressed by mean = SD (standard deviation). Statistical analysis were
performed by: 2, independent sample t student test; ® chi-square cross tables; “ANOVA
test including sex influence, ™ indicating the male sex.
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444  Table 2. Descriptive clinical assessments of the control group (HC), PD
445  patients in evaluation (PDg), and re-evaluation (PDg)

- hHC
~ UPDRS Il (non-motor) 18.9 +9.8 18.24 +7.87  0.910°
- UPDRS lll {motor) 44 83 +15.77 4328 + 16.60 0.125¢0
~ Psychosis (frequence) 13 (13.0%) 15 (227%)  0.071e
~ UPCRS LI 0.27 £0.79 043+ 094  *0.0449
- Constipation (frequence) 46 (48.8%) 33 (33%) 0.273e
~ UPCRSIXI 1.11+1.33 089+110 0.5714
- Diskynesia (frequence) 94 (36.8%) 38 (37.6%) 0.346=
" UPCRS VI 1.09 £+1.30 1.09 +1.08 0.7404
- Total UPDRS 85.08 + 3080 8179 +3016  0.284°
- HYstage 2 (2-3)

S 17 (17.9%)

o 46 (48.4%)

o 21 (22.1%)

D A 11 (11.6%)

v 1(1.1%)
- Total MeCA 27 (25-28) 23 (21-27.3) *0.008= 23 (21,75-28)  0.176°
. BD 7313 14 (9.2522.75)  **<0.0001= 11 (6-20.75) 0.095¢
.~ PDSSscale5  6(39) 6(3-9) 0895  5(1259) 0629

- PDSSscale6  9(8-10) 8 (4-10) *0.024= 9 (6-10) “0.010¢
44 PDSSscale? | 10 (3-10) 10 (10-10) 0.1212 10(10-10) 0.154¢

447 MDS-UPDRS=Movement Disorder Society-Unified Parkinson's Disease Rating Scale,
448 HY=Hoehn and Yahr, MoCA scale, Montreal Cognitive Assessment, BDI= Beck's
449  Depression Inventory, PDSS=Parkinson's disease sleep scale. Results are expressed
450 in mean = SD (for variables with normal distribution) or median (IR). Statistical analysis
451  were performed by: @ Mann Withney between HC and PDg; ° paired sample t-test
452  between PDg and PDg; “Wilcoxon test between PDg and PDg;
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62 Table 3. Serum proteins

0.55 (0.53-0.61)
0.21 (0.18-0.23)
0.85 (0.84-0.86)
1.70 (0.65-2.96)
0.81 (0.49-1.08)
0.65 (0.57-0.66)
0.56 ( 0.55-0.57)
101.08 + 25.68

95.36 (71.17-129.66)

100.01 £ 7.67
100.79 + 8.86
100.87 £7.34
100.97 £ 16.00
99.51 +4352

202.90 (194.51-
217.26)

17.22 (9.75-34.83)

0.54 (0.53-0.56)
0.22 (0.21-0.22)
0.85 (0.84-0.86)
0.65 (0.65-0.82)
0.41(0.4-1.21)

0.65 (0.65-0.66)
0.56 (0.55-0.56)
104.13 £ 30.55

97.79(78.61-128.06)

97.47 £+9.89

91.74 £ 11.56
97.42 + 11.24
97.42 £ 1714
7531 £3432

201.29 (180.97-

209.35)

12.45 (8.53-20.21)

0.340
0.749¢0
0.4850

**0.005=
0.901=
0.6020
0.4190
0.568=
0.537°
0.135%

***<0.0001#

*0.0432
0.2612
*0.0101

0.203=
0.062¢0

0.55 (0.45-0.90)
0.20 (0.15-0.33)
0.86 (0.80-1.06)
232+1.19
0.97 (0.68-1.20)
0.57 (0.52-0.78)
0.77 £ 0.44
102.95 + 28.43

131.46 (90.50-167.19)

95.01 £9.97

8546 £7.38

B5.87+ 12,67

9583 £17.97

0.0904
0.2854
*0.0274
***<0.00014
0.0694
0.8594
*0.019¢
0.503=
*0.029
*0.023=
***<0.0001=
**=(.0001=
0.177=

65  Statistical anaI{sis were performed by: ? independent sample t student test between
466 HC and PDg;

; ® Mann Withney test between HC and PDg; ¢ paired sample t-test
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Figures

Figure 1. Serum cytokines, RAGE agonists and DAMPs
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Serum A) TNF-a, B) IL-1B, C) IL-2, D) IL-6, E) IFN-y, F) 114, G) IL-10, H) HMGB1, I)
HSP70, J) S100B, K) 4-HNE, L) CML, M) Nitrotyrosine, N) CCL5 (RANTES), O)
amyloid-B, P) a-Synuclein. Statistical analysis were performed by: independent t-test
or Mann Withney test between HC and PDg; Wilcoxon test between related samples
PDe and PDg, as indicated in Table 3.
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Figure 2. Serum ratios of pro-inflammatory to anti-inflammatory cytokines
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y/IL-4, J) INF-y/IL-10. Statistical analysis were performed by Mann Withney test
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Figure 3. Correlations
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A and B: correlations in HC; C and D: correlations in PDg; E and F: correlations in
PDg. Statistical analysis were performed using Pearson or Spearman correlation

tests; the coefficient of correlation r is demonstrated.
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Two clusters analysis demonstrated in A) graph plot of patients grouping, B) serum
profile of RAGE agonists and cytokines in each cluster. Three clusters analysis C)
Three clusters plot, D) Serum profile of RAGE agonists and cytokines in three cluster
analysis. Significant values *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 were analyzed by T-test
between two clusters; one-way ANOVA followed by Tukey's posthoc between three

clusters.

Supplemental Materials

Supplemental Table 1. Antibodies dilution for indirect ELISA.

Antibody Assay

sandwich
a-synuclein ELISA

sandwich
Amyloid 42  ELISA

sandwich
RANTES ELISA

indirect
Nitrotyrosine

ELISA

indirect
4-HNE

ELISA

indirect
CML

ELISA

indirect
£100B

ELISA

indirect
HMGB1

ELISA

indirect
HSP70

ELISA

Manufacturer

Thermo
Fischer
Thermo
Fischer
Thermo

Fischer

Abcam

Abcam

Abcam

Santa  Cruz
Biotechnology
Santa  Cruz
Biotechnology

Millipore

Cat. No.

KHB0061

KHB3441

EHRNTS

ab7048

ab46545

ab27684

SC 28533

SC 26351

MAB3846

Sample
concentration

1:10

1:10

1:100

1:5.000

1:5.000

1:5.000

1:5.000

1:1.000

1:1.000

Antibody
concentration

1:20.000

1:20.000

1:20.000

1:10.000

1:3.000

1:3.000

Secondary
antibody

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Rabbit

Goat

Mouse

Secondary
antibody
concentration

1:3.000

1:3.000

1:3.000

1:3.000

1:3.000

1:2.000
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Supplemental Table 2. Correlations of serum markers in PDg.
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Results expressed by: coefficient of correlation r (p), with Pearson correlation for
parametric distribution (between CCL5, HMGB1, S100B, 4-HNE, CML, Nitrotyrosine)
and Spearman’s correlation for non-parametric distribution (TNF-a, IL-13, IL-4, IL-6,
IFN-y, IL-4, IL-10, HSP70). The correlations with statistical significance are marked in

italics.
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Supplemental Table 3. Correlations of serum and clinical parameters

in PDk.
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Results expressed by: coefficient of correlation r (p), with Pearson correlation for
parametric distribution (between CCL5, HMGB1, S100B, 4-HNE, CML, Nitrotyrosine,
age, time of diagnosis, BMI, systolic and diastolic blood pressure, all UPDRS scales)
and Spearman’s correlation for non-parametric distribution (TNF-a, IL-13, IL-4, IL-6,
IFN-y, IL-4, I1L-10, HSP70, MoCA, BDI, all PDSS scales and HY). The correlations
with statistical significance are marked in italics.
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Supplemental Table 4. Correlations in serum markers of PDg.

Results expressed by: coefficient of correlation r (p), Pearson correlation for
parametric distribution (between IL6, IL-10, HMGB1, S100B, 4-HNE, CML,
Nitrotyrosine, age, time of diagnosis, UPDRS II, UPDRS IIl, UPDRS IV.l and Total
UPDRS) and Spearman’s correlation for non-parametric distribution. The correlations
with statistical significance are marked in italics.
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Supplemental Table 5. Correlations between serum markers and clinical

parameters of PDg.
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633
634
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642

Results expressed by: coefficient of correlation r (p), Pearson correlation for
parametric distribution (between IL6, IL-10, HMGB1, S100B, 4-HNE, CML,
Nitrotyrosine, age, time of diagnosis, UPDRS II, UPDRS IIl, UPDRS IV.l and Total
UPDRS) and Spearman’s correlation for non-parametric distribution. The correlations
with statistical significance are marked in italics.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by
progressive loss of the nigrostriatal dopaminergic neurons that are associated with
motor alterations and non-motor manifestations (such as depression).
Neuroinflammation is a process with a critical role in the pathogenesis of PD. In this
regard, toll-like receptor 4 (TLR4) is a central mediator of immune response in PD.
Moreover, there are gender-related differences in the incidence, prevalence, and
clinical features of PD. Therefore, we aimed to elucidate the role of TLR4 in the sex-
dependent response to dopaminergic denervation induced by 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) in mice. Female and male adult wildtype (WT) and TLR4 knockout (TLR4"')
mice were administered with unilateral injection of 6-OHDA in the dorsal striatum, and
non-motor and motor impairments were evaluated for 30 days, followed by
biochemistry analysis in the substantia nigra pars compacta (SNc), dorsal striatum,
and dorsoventral cortex. Early non-motor impairments (i.e., depressive-like behavior
and spatial learning deficits) induced by 6-OHDA were observed in the male WT mice
but not in male TLR4" or female mice. Motor alterations were observed after
administration of 6-OHDA in both strains, and the lack of TLR4 was also related to
motor commitment. Moreover, ablation of TLR4 prevented 6-OHDA-induced
dopaminergic denervation and microgliosis in the SNc, selectively in female mice.
These results reinforced the existence of sex-biased alterations in PD and indicated
TLR4 as a promising therapeutic target for the motor and non-motor symptoms of PD,

which will help counteract the neuroinflammatory and neurodegenerative processes.

Keywords: Parkinson’s disease; 6-hydroxydopamine; Motor function; Toll-like

receptor 4; Microglia; Neuroinflammation.
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1. Introduction

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease mainly
characterized by the death of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNc), leading to dopamine deficiency in the basal ganglia, which leads to a
movement disorder characterized by the classical parkinsonian motor symptoms (e.g.,
resting tremor, bradykinesia, muscle rigidity, and postural imbalance). Patients with PD
also present with a series of non-motor symptoms, including olfactory dysfunction,
cognitive impairment, psychiatric symptoms, sleep disorders, and autonomic
dysfunction (Chaudhuri et al., 2005). Moreover, depression and cognitive dysfunction
are at least partially associated with the frontostriatal pathophysiological network
affected in PD (Vriend et al., 2014).

PD is approximately two times more prevalent in men than in women (Van Den
Eeden et al., 2003). Studies have suggested a sex-related effect on the age, severity,
clinical symptoms, and pharmacological response in patients with PD (Jurado-Coronel
et al.,, 2018). Women present with delayed motor symptoms of PD, but a higher
prevalence of psychiatric symptoms, including depression (Nilsson et al., 2002; Riedel
et al., 2010). Furthermore, women exhibit elevated physiological dopamine levels and
dopamine transporter (DAT) activity in the striatum due to genetic, environmental
(lifestyle), and hormonal influences. For instance, estrogen influences a 16% higher
mean striatal DAT binding in women than that in men (Haaxma et al., 2007), and that
endogenous estrogen may have a protective role against the development of PD
(Pavon et al.,, 2010). Additionally, gender-related differences in pharmacological
response to anti-PD treatments, including L-DOPA, are also reported (Colombo et al.,

2015).
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The progressive degeneration of dopaminergic neurons in PD is associated with a
consistent inflammatory response in the central nervous system (CNS). It is well
established that neuroinflammation plays a pivotal role in the development and
progression of PD (Fuzzati-Armentero et al., 2019; MT et al., 2019), and that the
immune system is over-reactive in the brain in patients with PD. Glial cells (astrocytes
and microglia) play a central role in maintaining cerebral homeostasis. However,
chronic accumulation of inflammatory stressors activates pro-inflammatory signaling
pathways that ultimately lead to progressive neuronal death (Hirsch and Standaert,
2020; Wang et al., 2015). Reactive microglial and astrocytic cells and further
inflammatory responses are found in the brains in patients and animal models of PD;
but, the exact mechanisms of neuroinflammation in the pathogenesis of PD remain
unclear (Pajares et al., 2020; Troncoso-Escudero et al., 2018; Wang et al., 2015).
Damage-associated molecular patterns (DAMPs) accumulate in PD (Roh and Sohn,
2018), and stimulate neuroinflammation via activation of different pattern recognition
receptors, such as the Toll-like receptor 4 (TLR4) (Ahmad et al., 2013; Campolo et al.,
2019). TLR4 mediates immune response during inflammatory insults in the CNS,
shares common ligands and signaling pathways with other pattern reeptors, such as
RAGE, and initiates and sustains chronic inflammation (Gasiorowski et al., 2018;
Ibrahim et al., 2013). Despite its relevant immunological role in the microglial cells,
TLR4 is also found in the astrocytes and neurons (Gasiorowski et al., 2018; Okun et
al., 2009). Ablation or blocking of TLR4 in the animal models for PD suppresses
inflammation, and thus, rescues motor and non-motor deficits and protects against
dopaminergic loss (Campolo et al., 2019).

Thus, TLR4 has an essential role in the neuroinflammatory process in PD, wherein

symptoms and incidence vary with sex. This study aimed to elucidate whether there
84
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are any sex-related differences in the susceptibility to ablation of TLR4 in PD. We used
TLR4 knockout mice (TLR4™) to investigate the role of TLR4 in dopaminergic
denervation induced by unilateral striatal injection of 6-OHDA in male and female
mice. Motor and non-motor behavioral tests were performed, followed by biochemistry
analysis in the SNc, dorsal striatum, and dorsoventral cortex. The differences between
the behavior of male and female mice, neuroinflammation, and dopaminergic

denervation were analyzed.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Adult male and female C57BL/6 wildtype (WT) total of 29 animals and TLR4 knockout
(TLR4™), a total of 33 mice (7-8 weeks old) were obtained from an inbred colony at
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Brazil). The animals were caged
collectively (approximately six animals), with ad libitum food and water, and
maintained on a 12 h light-dark cycle (7 am/7 pm) in a temperature-controlled room
(23 £ 1 °C). All experimental procedures were performed following the National
Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, and were approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee (CEUA-UFSC Protocol

#8900110718).

2.2. 6-OHDA unilateral striatal lesion and experimental design

The mice were randomly distributed into four groups and anesthetized with an
intraperitoneal (i.p.) administration of a mixture of ketamine (100 mg/kg) and xylazine
(10 mg/kg), followed by stereotactic surgery (Gasparotto et al., 2017). A single solution

of 6-OHDA (4 ug 6-OHDA in 0.02% ascorbic acid/ 2 pL of sterile 0.9% saline) or sterile
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ascorbate saline (0.02% ascorbic acid/ 2 pL of sterile 0.9% saline) was injected into
the right dorsomedial striatum. The coordinates used according to the Allen Mice Brain
Atlas in Stereotaxic Coordinates (Allen Institute for Brain Science, 2010) were as
follows: anteroposterior (AP), 0 mm from the bregma; mediolateral (ML), 2.0 mm from
the midline; and dorso-ventral (DV), -3.5 mm from the skull. The solutions were
injected at a flow rate of 0.5 uL/min for 2 min, and the syringe was held immobile for
another 2 min to ensure complete delivery of the entire volume. The animals were
removed from the stereotaxic frame and housed for 2 h on heating pads to recover,
and then re-grouped into their respective cages.

Three animals died during anesthesia, and one died a week after surgery (male TLR4-
/- mice, 6-OHDA). The total experimental n and groups considering surviving animals
were: i) Group | (Saline WT), 7 male and 7 female who received an intrastriatal
injection of saline solution; ii) Group Il (6-OHDA WT), 6 male and 7 female who
received an intrastriatal injection of 6-OHDA,; iii) Group Il (Saline TLR4-/-), 8 male and
8 female who received an intrastriatal injection of saline; and iv) Group IV (6-OHDA
TLR4-/-), 6 male and 9 female mice that received an intrastriatal injection of 6-OHDA.
The detailed timeline of the experiment is shown in Fig. 1. The performance of animals
in the behavioral tasks was evaluated seven days after surgery. On the seventh day
after surgery, mice were subjected to the open field, rotarod, tail suspension, and
elevated plus maze tests. Further, Y maze test, splash test, cylinder test, the second
round of open field and rotarod tests, the third round of rotarod test, pole test, the
fourth round of rotarod test, and an apomorphine-induced rotational test were
performed on the 12", 13™ 14" 215 22" 28" and 29" day, respectively. Finally,
euthanasia was performed on the 30" day. Animals were perfused and

immunofluorescence staining was performed.
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2.3. Behavior tasks

Behavioral experiments were conducted between 9 am and 5 pm. Tests were
performed in an observatory room where the mice had been habituated for at least 1 h
before the beginning of the experiments. All behaviors were monitored using a video
camera positioned above the apparatuses, and the images were analyzed with
AnyMaze® video tracking (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) by an experienced

experimenter who was blinded to the animal condition.

2.3.1. Tail suspension test

Tail suspension test was performed by isolating a mouse and suspending it 50 cm
above the floor using an adhesive tape fixed approximately 1.5 cm from the tail tip
(Schamne et al., 2018). The total time of immobility was recorded and evaluated for
approximately 5 min. Immobility behavior was considered only when the mice
remained hanged passively or completely motionless and was used to evaluated

depression-related behavior (Lucien et al., 1985).

2.3.2. Elevated plus-maze

On the 9" day after surgery, we conducted the elevated plus maze test that is used to
assess anxiety-related behavior in rodent models of the CNS disorders. Briefly, the
apparatus consisted of four arms (length 18 cm x weight 6 cm) connected by a central
platform (6x6 cm) and placed 60 cm above the floor. Two opposite arms were closed,
surrounded by 6 cm high walls, and the other two arms were open. For the test, a
mouse was individually placed in the center of the maze facing a closed arm, and its

behavior was monitored for 5 min (Rial et al., 2014). The number of entries in the arms
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and the time spent in the arms was evaluated. Anxiogenic-like effects were defined by
the preference for selecting closed arms over open arms. If a mouse placed all four

paws in an arm, it was considered an entry.

2.3.3. Y maze

Y maze was used to measure rodents' willingness to explore new environments, 12
days after administration of 6-OHDA. The apparatus consists of a platform with three
arms (A, B, and C) oriented at a 120° angle. Each mouse is placed in arm A and left
free to explore the arms for 8 min. If the animal selects a different arm than the one it
arrived from, the choice is called an alternation, which is considered a correct
response (hit); whereas, returning to the previous arm is considered an error. The total
number of arm entries and the sequence of entries are recorded to calculate the

percentage of alternation (Momeni et al., 2015).

2.3.4. Splash test

Thirteen days after surgery, mice were subjected to a splash test. Briefly, mice were
placed individually in a Plexiglas box (9x7x11 cm). A 10% sucrose solution was
squirt on animal’s back coat that evoked self-cleaning (grooming) behavior. The total
time of grooming during 6 min was measured as an index of motivational and self-care
behavior, while latency to grooming was used to measure depressive-like behavior,

such as apathetic behavior (Isingrini et al., 2010).

2.3.5. Open field test
Spontaneous locomotor activity and stress levels were recorded on the seventh and

14" day after administration of 6-OHDA and surgery in a 40 cm wide x 40 cm deep x
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30 cm high square arena, where the mice were allowed to freely explore it for 5 min.
The total distance traveled was measured (ANYmaze® software; Stoelting, USA). The
apparatus was cleaned with 20% ethanol between consecutive animals to avoid

olfactory cues (Mack et al., 2018).

2.3.6. Rotarod

The rotarod test was performed to evaluate possible impairment in motor function,
coordination, and balance. Basal rotarod performance was determined once in a week
in a session under continuous acceleration to allow homogeneous distribution of mice
in the different experimental groups. The test started at 5 rpm that was increased by
0.1 rps (de Oliveira et al., 2017). The first week was considered as a training session
for adaptation. The latency for the first fall from the rod was recorded. The cutoff time

was 300 s.

2.3.7. Cylinder test

The cylinder test is used to assess support asymmetry of the front legs after creating
unilateral lesions in the nuclei in the CNS responsible for motor functions (Mabandla
and Russell, 2010). The animals were placed in a transparent cylinder (diameter 24
cm % height 30 cm) to record the contacts of the front legs to the cylinder wall for 5
min. We measured the touching of the ipsilateral and contralateral feet to the injury

and both legs simultaneously to the cylinder wall.

2.3.8. Pole test
Pole test is a useful method to evaluate the rodents’ movement disorder or motor

impairments, including bradykinesia, associated with depletion of striatal dopamine
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(Matsuura et al., 1997). After 22 days of administration of 6-OHDA, the mice were
head-upward placed on the top of a vertical rough-surfaced pole (diameter 8 mm x
height 55 cm), and the time until they descended to the floor and turned was recorded,
with a maximum test duration of 180 s. The longer the latency to turn and descend, the

greater was the motor deficit measured.

2.3.9. Apomorphine-induced rotation test

The apomorphine-induced rotational behavior is used as an index of dopaminergic
responsiveness. Apomorphine (Sigma-Aldrich -MA, USA) was subcutaneously (s.c.)
injected at a dose of 0.6 mg/kg (dissolved in a 0.2 mg/mL ascorbic acid /0.9% saline
solution), and the animals were tested for 30 min (Aguiar et al., 2016). The animals
were habituated for 10 min in the cylinder rotameter (19 cm diameter x 22 cm high)
before starting rotations. The increased turns to the left (contralateral) indicated

successful hemilateral dopaminergic denervation induced by 6-OHDA.

2.4. PFA perfusion and immunofluorescence

Thirty days after surgery, mice were anesthetized with ketamine and xylazine mixture
(100 mg/kg and 10 mg/kg, respectively; i.p.) and were perfused via the vascular
system with the descending aorta clamped. Sterile saline was administered for 5 min,
followed by perfusion with 4% paraformaldehyde (PFA) solution in PBS, pH 7.4, for
additional 5 min. The brains were carefully recovered in 4% PFA for 72 h at 4 °C. The
brains were then transferred to 15% sucrose solution for 48 h at 4 °C, followed by
immersion in 30% sucrose for additional 24 h at 4 °C. The brains were then frozen by
immersion in chilled isopentane and stored in a freezer (-80° C) for later analyses.

The SN was sectioned to 50 um thick slices on the coronal plane using a cryostat at
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=20 °C (Jung Histoslide 2000R; Leica; Heidelberg, Germany) (Fig. 1). The coronal
sections were collected in PBS containing 0.2% triton and 0.02% azide (0.2% Triton-
PBS). The free-floating SN were blocked with 5% fetal bovine serum (FBS) diluted in
0.2% Triton-PBS. Further, the sections were incubated for 48 h at 4°C with primary
antibodies (diluted in 0.2% Triton-PBS): anti-TH (1:500; sc-25269, Santa Cruz
Biotechnology, USA), anti-lba-1 (1:500; 019-19741, Wako Chemicals, USA,); and anti-
GFAP (1:500; G4546, Sigma-Aldrich, USA). After washing with 0.2% Triton-PBS for
four times, the tissue sections were incubated with the following secondary antibodies
that were diluted to 1:500 in 0.2% Triton-PBS containing 2% FBS: anti-rabbit Alexa
488 or 555; anti-mouse Alexa 488 or 555; and anti-goat Alexa 555 (Cell Signaling
Technology®, USA). After incubating for 2 h at room temperature, the sections were
washed three times with 0.2% Triton-PBS and incubated with DAPI (nucleic acid
staining, 1:500; D9542; Sigma-Aldrich, USA) for 5 min. After washing three times with
0.2% Triton-PBS, the coronal sections were transferred to gelatinized slides,
assembled with assembling medium, and covered with coverslips. The fluorescent
images were acquired using EVOS® FL Auto Imaging System Microscopy
(AMAFD1000, Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Quantification of fluorescence

intensity of the SN images (10x magnification) was performed using ImageJ software.

2.5. Statistical analysis

We first performed the Levene's test to determine the homogeneity of variances. The
outcomes of behavior and immunofluorescence experiments were analyzed using
three-way ANOVA, followed by Newman-Keuls post hoc comparisons. A p < 0.05
was considered as statistically significant. Bars represent mean = SD. Statistical

analysis was performed using GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad, San Diego,
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CA, USA) and Statistica software version 13.0 (StatSoft Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Results

3.1. Male TLR4" mice do not display early non-motor deficits after
administration of 6-OHDA

One-week after unilateral injection of 6-OHDA into the striatum, TLR4” male mice that
received 6-OHDA were protected against depressive-like behavior in the tail
suspension test (p = 0.0362). WT male mice exposed to toxin had a higher mean
value in immobility time in tail suspension test compared to WT mice that received
saline injection, but the p-value was 0.0608 (Fig. 2A). No significant differences in
immobility time were observed in the female mice regardless of the treatment and
condition (Fig. 2A).

The mice were evaluated in the elevated plus maze on the same day, leaning towards
anxiogenic-like behavior due to 6-OHDA. WT male mice treated with 6-OHDA spent
more time in closed arms (p = 0.0217, Fig. 2B), while 6-OHDA WT female mice had
fewer entries in the open arms (p = 0.007, Fig. 2C) than their respective control WT
mice. Saline-treated TLR4" female mice had more entries into the open arms than the
saline-treated WT female mice (p = 0.0189). However, the differences in the time and
entries in the open arms relative to entries and permanence in total arms did not show
a p-value lower than 0.05 (Fig. 2D and E).

Two-weeks after administration of 6-OHDA, the self-cleaning behavior at the splash
test was assessed. WT female mice displayed decreased self-cleaning time than WT
male mice (p = 0.040, Fig. 2F). Animals exposed to 6-OHDA tended to exhibit a higher
self-cleaning latency (Fig. 2G), although not statistically significant.

Further, WT male mice exhibited impaired spatial learning and memory in the Y-maze
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task 12-days after administering 6-OHDA considering the number of hits (p = 0.0074,
Fig. 2H). Interestingly, TLR4" male mice were resistant to this cognitive deficit induced
by 6-OHDA (p = 0.0078, Fig. 2H), suggesting a protective role of TLR4 knocking-out;
while the percentage of hits was similar in TLR4” male mice that received 6-OHDA or
saline. In contrast, female mice in both WT and TLR4™ groups exhibited normal Y-
maze performance after administering 6-OHDA (Fig. 2H and 1). Additionally, the
percentage of hits of WT male mice that received 6-OHDA was lower than in WT
females that received 6-OHDA (p = 0.0096, Fig. 2H), while WT female groups
presented more entries in arms than respective males (p = 0.0186 in saline and p =
0.0150 in 6-OHDA injected groups); these results indicate a better cognitive
performance of females compared to males. Finally, we observed a significant
increase in the total number of entries in the TLR4" male mice than that in WT male
mice (p = 0.0044, Fig. 2lI), indicating once again an involvement of TLR4 in male

cognitive impairment.

3.2. Investigation of motor performance of WT and TLR4” male and female
mice after receiving 6-OHDA

The OFT was used to analyze motor performance of mice in the experimental groups.
After one-week of administering 6-OHDA, TLR4” male and female mice traveled
lesser distance than respective controls (p = 0.0476 and p = 0.0095, respectively; Fig.
3A). In the second week after exposure to 6-OHDA, the locomotion of mice showed no
significant differences in the OFT (Fig. 3B). In the third week, the performance of the
mice was not significantly different in the cylinder test in terms of the three factors -
sex, genotype, and treatment- although administration of 6-OHDA tended to decrease

the number of paws used to elevate the body in the cylinder by both male and female
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WT mice (Fig. 3C). Important to note, the TLR4" males mice that received 6-OHDA
did not use left paw in the cylinder test (Fig 3D); although not significant, this shows
the motor effects triggered by the injury on the contralateral side of the animals. In the
fourth week, the mice were subjected to the pole test. The administration of 6-OHDA
had no significant effect on the time to turn to orient downward and traverse the pole,
regardless of the strain and sex of the mice (Fig. 3E).

The rotarod test showed no significant alterations in the motor balance and
coordination in the first three weeks after injecting 6-OHDA (data not shown). In the
fourth week, the analyses indicated that the WT male mice injected with 6-OHDA
presented a decreased latency to fall when compared to those males injected with
saline (p = 0.036), and also to WT females injected with 6-OHDA (p = 0.004, Fig. 3F).
Regarding genotype, saline injected TLR4™ mice presented a decreased latency to fall
compared to WT mice in males (p = 0.0156, Fig. 3F) and females (p = 0.003, Fig. 3F).
The TLR4" female mice injected with 6-OHDA displayed a decreased latency to fall
than WT female mice that received the same treatment (p = 0.0504 Fig. 3F) and to the
control that received saline (p = 0.0021 Fig. 3F).

Finally, the apomorphine-induced rotational behavior test was performed on the day
before euthanasia (Fig. 3G). All the male and female mice that received a unilateral
intrastriatal injection of 6-OHDA displayed increased contralateral (left) rotations.
Moreover, despite differences in the WT mice injected with saline and 6-OHDA (p
=0.0479, male mice; p = 0.0003, female mice), the motor damage caused by 6-OHDA
in the TLR4” mice was also evident (p = 0.0031, male mice; p = 0.0001, female mice)
and more pronounced in female when considering the genotype contribution (p=

0.0498, Fig. 3G).
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3.3. Dopaminergic denervation by 6-OHDA in the substantia nigra (SN) is
prevented by ablation of TLR4 in only female mice

Immunofluorescence analysis of TH content in the SN in mice was performed using
coronal sections from the brains obtained 30-days after administration of 6-OHDA and
surgery (Fig. 4). The exposure to 6-OHDA led to dopaminergic denervation in the SN
in WT male and female mice (p = 0.0025 and p = 0.0023, respectively; Fig. 4B). We
also found depletion of TH* neurons in the dorsal striatum due to administration of 6-
OHDA (data not shown).

Furthermore, female TLR4” mice exposed to 6-OHDA failed to show a significant
decrease in the TH immunoreactivity in the SN than in those injected with saline (Fig.
4A and B). However, in male mice, a lack of TLR4 was not protective against the 6-
OHDA-induced decrease in TH immunoreactivity (p = 0.005 in TLR4” and p = 0.0004

in WT mice who received saline).

3.4. Exposure to 6-OHDA increases Iba-1 immunoreactivity in the SN in
female mice in a TLR4-dependent manner

As TLR4 is a critical molecule in the proinflammatory signaling, we evaluated the
numbers of the microglial and astrocyte cells by assessing Iba-1 and GFAP
immunoreactivity, respectively, in the SN. The 6-OHDA injection significantly increased
Iba-1 immunoreactivity in the SN in WT female mice (Fig 5C, p = 0.0005), but not in
the SN in TLR4™ female mice, than saline administered in respective control mice (Fig.
5B and 5C). The enhanced Iba-1 immunoreactivity in the WT female mice exposed to
6-OHDA was primarily observed in the SNc (Fig. 6C). Additionally, these animals
presented with altered microglial morphology, i.e., exposure to 6-OHDA led to a

change in morphology of the Iba-1—-positive cells to an amoeboid phenotype (Fig. 6C
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and 6D, M6-detailed). In contrast, no significant changes in microglial density and
morphology were observed after 6-OHDA injection in WT and TLR4" male mice (Fig.
5A, B, and Fig. 6A, B, respectively).

Further, no alterations in the GFAP immunoreactivity were observed, indicating no
changes in the density of astrocytes in the experimental groups (Fig. 5A, 5B and 5D).
However, altered astrocyte morphology was observed in groups treated with 6-OHDA,
with characteristics of a reactive profile -thicker projections and increased cell size-
(Fig. 6B, A2 and A4-detailed, 6D, A6-detailed), which are apparently milder in TLR4™
females (Fig 6D, A8-detailed).

Finally, we failed to observe differences in Ibal or GFAP fluorescence in the dorsal
striatum and cortex (data not shown). All together, these results indicate that 6-OHDA
increases Iba-1 immunoreactivity in the SN in female mice in a TLR4-dependent

manner.

4. Discussion

The PD is a complex neurodegenerative disease and its pathogenesis remains
unclear. However, the importance of neuroinflammation in the development and
progression of PD is established. Convergent evidences suggest that TLRs represent
a link between PD and inflammation; TLR4 is associated in mediating
neuroinflammation and cell death in the Parkinson's model (Campolo et al., 2019;
Noelker et al., 2013; Shao et al., 2019). For instance, alterations in the regulation of
TLR4 are associated with the pathogenesis of a-synucleinopathies (Fiebich et al.,
2018). Considering the existence of relevant gender-related differences in the
incidence, prevalence, and clinical features of PD, we evaluated the impact of animals’

sex and TLR4 deficiency on the outcomes of 6-OHDA exposure. Furthermore, we
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compared the extent of development of motor and non-motor impairments and
neuroinflammation in WT and TLR4™ male and female mice.

The 6-OHDA is an easily oxidisable analogue of dopamine, and when assimilated by
DATs, causes oxidative damage selectively to the catecholaminergic neurons
(Hernandez-Baltazar et al., 2017). We injected 6-OHDA into the right dorsomedial
striatum region that is innervated by neurons originating from the SNc, VTA, frontal
cortical area, and limbic system (Kirik et al., 1998). Thus, administration of 6-OHDA
can trigger unilateral and partial damage to the DA neurons in the SNc, causing a slow
and gradual motor deficit that makes it a more representative experimental tool for
disease progression (Tieu, 2011). In the early phases of PD, a majority of the motor
symptoms remain underrepresented, despite the neuronal damage and neurochemical
alterations (Bonito-Oliva et al., 2014; McDowell and Chesselet, 2012; Willard et al.,
2015; Zeng et al., 2018).

The findings in our study indicate that the behavior deficits in mice four-weeks after
receiving 6-OHDA were associated with decreased number of TH-positive cells in the
ST and SN, primarily in the SNc. Moreover, we found that the dopaminergic
denervation induced by 6-OHDA in the SN was prevented by ablation of TLR4 in
female, but not in male, mice.

The male and female WT mice administered with 6-OHDA failed to show significant
motor alterations in the OFT, cylinder, and pole test. It is worthy to note that our model
was designed to study the early stages of the neurodegenerative process, which can
be inferred from the only ~30% loss of TH positive neurons in Fig. 4B. Thus, it is
possible that neurodegeneration-dependent motor alterations would require longer
time points after 6-OHDA injection than those evaluated herein, and more depletion of

TH-positive cells in order to display major changes in motor phenotypes. Even so, we
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observed only few motor alterations in the rotarod in the 4™ week and marked changes
in apomorphine test, in mice injected with 6-OHDA in both WT and TLR4™ groups.

The apomorphine rotation is the most sensitive test for detecting early, partial lesions
in the nigrostriatal system, since significant rotation can be detected from 30-50% loss
of DA cell bodies in the SN (Kirik et al., 1998). Even though the neuronal loss caused
by 6-OHDA was lower in female TLR4™ (approximately 17% of neuronal death)
compared to WT (approximately 30% cell death), this damage was able to induce
rotational alterations, and also falls in the rotarod test. Physical condition, balance
coordination, and motor-planning were also impaired in the rotarod test, which does
not always correlate with dopaminergic loss , as previously described(Liu et al., 2008).
We observed that the performance on the apomorphine and rotarod test did not
correlate well with relative TH loss, especially considering the TLR4-/- mice, which had
a poor performance compared with WT even when not treated with 6-OHDA. These
can be explained by to two factors, the TH quantification and the TLR4 knockout
intrinsic effect. First, we hypothesize that it is more likely that this lack of correlation
may result from the fact that TH staining quantification is presented here as a ratio
between ipsilateral and contralateral side of the SN of each individual. This
assessment of TH staining gives a more accurate picture of the relative loss of TH-
positive cells in each individual, but differences in the dopaminergic content between
untreated TLR4” animals are not comparable. Besides, we did not assess TH staining
in motor brain areas that could be more affected than the SN itself, in which such a
correlation could be observed. These questions remain to be further elucidated.

Furthermore, the lack of TLR4 itself triggers motor deficits. It is reported that TLR4™
mice present impaired motor coordination associated to cerebellum thickness (Zhu et

al., 2016) and loss in general locomotion influenced by age and gender (specifically
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young female mice) (Potter et al., 2019). In the present work, the genotype TLR4™ is
contributing to locomotor damage in PD model.

The non-motor symptoms, including cognitive and neuropsychiatric symptoms,
emerge earlier than motor features in PD patients. In the present study, the animals
exposed to 6-OHDA presented depressive-like behavior and spatial memory
impairments before the motor modifications, consistent with results of previous studies
(Campos et al., 2013; Slaughter et al., 2001). Moreover, all such early non-motor
changes occurred mainly in male mice injected with 6-OHDA.

Animals lacking TLR4 failed to display non-motor impairments when exposed to 6-
OHDA, in both sexes. Consistent with these data, a recent work has shown that TLR4"
" mice were protected from mood depression by MPTP exposure (Campolo et al.,
2019) and TLR4 deficiency resulted in beneficial effects on spatial learning and/or
memory in both males and females (Potter et al., 209).

The neuronal injury caused by 6-OHDA is associated with neuroinflammation, i.e.,
microgliosis and astrogliosis (Gasparotto et al., 2017; Walsh et al., 2011). Here, apart
from altered astrocytes morphology, no density alterations in GFAP were observed.
The administration of 6-OHDA led to microgliosis only in the female mice; no glial
reactivation was observed in WT or TLR4” male mice who received the toxin.
Therefore, we postulated that male mice underwent a rapid oxidative damage induced
by 6-OHDA that activated an early immune response and triggered neuronal
impairment, as revealed by the behavior deficits in the first two-weeks after injecting 6-
OHDA. However, in male mice, TLR4 was partly involved in the 6-OHDA neuropathy,
as its knocking-out prevented the initial non-motor deficit, but was unable to stop the
progression of damage and the subsequent motor loss or neuronal death. After 30-

days, the glial cells in male mice had probably lost reactivity, and neuronal damage
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had already been established.

In turn, female mice had an increase microglial reactivity in the SNc due to 6-OHDA
after 30 days; moreover, the lack of TLR4 protected female mice against
neuroinflammation and neuronal death. Female mice had dopaminergic neuron death
similar to that in male mice, but females did not display early depressive-like behavior
and memory impairment within the first few weeks after toxin administration. Women
with PD are reported to show an increased susceptibility to depressive-like behaviors
(Slaughter et al., 2001), but it is possibly a treatment side-effect (Pavon et al., 2010).
Depressive women with PD have a pronounced depletion of BDNF and GDNF
(Schamne et al., 2018), which is also influenced by reduction in estrogen levels at
menopause (Walf and Frye, 2006). However, we have analyzed effects in adult female
mice without interference by drugs or estrogen cycling.

Females have more robust and potentially protective humoral and cell-mediated
immune responses after antigenic challenge than their male counterparts. Estrogen
regulates antioxidant and neuroprotective mechanisms (Moosmann and Behl, 1999)
that enhance the ability of macrophages to produce inflammatory mediators and
cytokines upon subsequent TLR activation (Calippe et al., 2010), and also increase
surface expression of TLR4 (Rettew et al., 2009). Estrogen can also alter the
expression of DAT and reuptake of dopamine (Jurado-Coronel et al., 2018), and is
related to higher circulating dopamine levels in females (Joniec et al.,, 2009),
conferring lower susceptibility to PD. However, the incidence of PD increases due to
menopause in women (van Dijkman et al., 2018), although estrogen replacement
therapy protects from the development of dementia in PD (Marder et al., 1998). In
ovariectomized mice challenged with 6-OHDA (Murray et al., 2003) and MPTP (Miller

et al., 1998), estrogen supplementation attenuates dopamine depletion. Zarate et al.
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have indicated differences in sex in inhibiting endoplasmic reticulum stress, exclusively
in female mice, as estradiol protects the DA neurons from death (Zarate et al., 2020).
Therefore, we postulate that in females, estrogen may activate antioxidant responses,
exerting a primary neuronal protection against 6-OHDA. As estrogen also activates
TLR4, triggering strong microglial reactivity and a robust immune response, in the
absence of this receptor, microgliosis and dopaminergic denervation are prevented.
These are interesting perspectives for future studies involving investigation of estrogen
levels related to inflammatory and oxidative status in PD.

5. Conclusion

We described the influence of sex on 6-OHDA-induced neuroinflammation and
neurodegeneration mediated by TLR4. The receptor plays a pivotal role in regulating
neuroinflammation and consequent dopaminergic denervation, primarily in female
mice. Moreover, male mice show an early response to 6-OHDA damage, presenting
with depression-like behavior and memory impairments in the first two weeks; this
condition is attenuated by TLR4". The TLR4 may be necessary for regular motor
activity, as knockout mice that received 6-OHDA and/or saline had more impaired
locomotion than WT mice. Thus, TLR4 appears to have a dual effect on the
pathogenesis of PD. Additionally, we found substantial differences in immune
responses and behavior alterations between male and female mice to dopaminergic
denervation, that reveal a resistance of females to the 6-OHDA neurotoxicity related to
TLRA4, reinforced the existence of sex-biased alterations in PD.

However, further studies are needed to understand the effects on glial and neuronal
cells in both sexes during development of neuroinflammation and neurodegeneration
in dopaminergic denervation, by evaluating the cell profiles at the beginning of the

damage until establishment of locomotor losses. A better understanding of hormonal
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parameters and monitoring of the disease stages could be essential to define the
different approaches related to sex and time of intervention. Finally, we believe that an
understanding of the involvement of TLR4 in pathophysiology of PD is a crucial factor
for developing therapeutic tools, primarily to intervene in the molecular basis of non-

motor alterations in this immune-mediated neurodegenerative disease.
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Fig. 1. Experimental timeline. Adult C57BL/6 mice are separated into four groups
according to genotype—13 wildtype (WT) male, 14 WT female, 13 TLR4-knockout
(TLR4™) male, and 16 TLR4” female mice—and intrastriatal saline or 6-OHDA
treatment is administered post stereotaxic surgery. During the 30 days following
surgery, different behavioral tests are performed, and brain samples are isolated on

the 30" day after 6-OHDA injection for immunofluorescence analysis.
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Fig. 2. Evaluation of non-motor alterations in the first two-weeks after injecting
6-OHDA in male and female WT and TLR4” mice. (A) The immobility time during 5
min of tail suspension test is evaluated seven days after 6-OHDA treatment. In the
elevated-plus maze test, the (B) time spent in open zones, (C) number of entries to
zones, (D) percent time spent in open arms, and (E) percent entries in open arms are

evaluated. The splash test helped evaluate the (F) total time of self-cleaning during 6
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772  min and (G) latency to grooming. The Y-maze test helped monitor the (H) percentage
773  of hits in spontaneous alternations and (I) total arm entries. Statistical analysis were
774  performed by three-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc test (p<0.05
775 values between groups are shown). Group I: 7 males and 7 females; group Il: 6 males
776 and 7 females; group Il 8 males and 8 females; group 1V: 6 males and 9 females.
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Fig. 3. Evaluation of locomotor and motor alterations by the intranigral injection
of 6-OHDA in male and female WT and TLR4” mice. The total distance travelled
(m) during 5 min in the Open Field Test (OFT) are evaluated at the (A) 7™ day- 1°
week and (B) 14™ day- 2" week after surgery. The Cylinder test helped analyze the
sum of (C) use of all paws and (D) contralateral (left) paw. (E) The Pole test helped
evaluate the latency to turn and descend the pole. (F) The latency to fall from the
Rotarod is evaluated. (G) The evaluation of animal rotational behavior induced by
apomorphine injection. Statistical analysis were performed by three-way ANOVA
followed by Newman-Keuls post-hoc test (p<0.05 values between groups are shown).

Group I: 7 males and 7 females; group Il: 6 males and 7 females; group Il 8 males and
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797  Statistical analysiswere performed by three-way ANOVA followed by Newman-Keuls
798 post-hoc test (p<0.05 values between groups are shown). Group |: 7 males and 7
799 females; group II: 6 males and 7 females; group Il 8 males and 8 females; group 1V: 6
800 males and 9 females.
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Fig. 5. Effect of administering 6-OHDA on immunofluorescence staining of Iba-1
and GFAP in the substantia nigra in WT or TLR4" male and female mice.
Representative images of the complete substantia nigra region in (A) male and (B)
female mice are shown at 10x magnification, along with details of the substantia nigra

reticulata (SNr) and substantia nigra pars compacta (SNc) at 40x magnification. (C)

112



808 The mean fluorescence quantification of the ipsilateral in relation to contralateral sides
809 of Iba-1 and GFAP. Statistical analysis were performed by three-way ANOVA followed
810 by Newman-Keuls post-hoc test (p<0.05 values between groups are shown). It was
811 evaluated two slices of each animal in group I: 5 males and 5 females, group Il: 5
812 males and 5 females, group Il 5 males and 5 females and group IV: 5 males and 5
813 females.
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Fig. 6. Effect of administering 6-OHDA on the morphology of astrocytes and
microglial cells in the SNc in WT and TLR4” male and female mice. (A) The male
ipsilateral SNc microglia (Iba-1, green) and astrocytes (GFAP*, red) are shown at 40x
magnification. (B) The microglia M1-M4 and astrocytes Al1-A4 cells. (C) The female
ipsilateral SNc microglia and astrocytes are shown in 40x magnification; (D) The

microglia M5-M8 and astrocytes A5-A8 cells.
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Resultados complementares ao artigo, ndo publicados

Avaliagéo de neurdnio dopaminérgicos, microglias e astrocitos no estriado

Apo6s 30 dias da administracao intraestriatal de 6-OHDA avaliamos o contetdo de
neurénios dopaminérgico no estriado dos animais. A imunofluorescencia de TH néo foi
alterada significativamente no estriado de camundongos machos, enquanto que nas
fémeas selvagens (WT) houve diminuicdo neuronal dopaminérgica induzida por 6-
OHDA. Fémeas nocaute para o gene TLR4 que receberam a toxina (6-OHDA TLR4™)
foram protegidas contra a denervacdo dopaminérgica, aumentando o imunoconteudo de
TH em relacdo aos animais 6-OHDA WT (Figura complementar 1 A e C. Através de
microscopia também acessamos a imunofluorescéncia de Ibal e GFAP, a fim de avaliar
as microglias e astrotitos, respectivamente, no estriado e coértex dorsal dos
camundongos. Nao encontramos nenhuma diferenca significativa na quantidade de

fluorescéncia nem na morfologia das células (Figura complementar 1 B, D- G).
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Figura Complementar 1. Neurénios dopaminérgicos, microglia e astrocitos nao
sado alterados no estriado dorsal e no cortex anterior dorsal. (A)
Imunofluorescéncia de neurdnios dopaminérgicos (TH, vermelho) num aumento de
20x. (B) Imunofluorescéncia de microglia (Ibal +, verde) e astrocito (GFAP +,
vermelho) no estriado ipsilateral (ST, esquerda e abaixo das linhas tracejadas) e
cortex (CX, direita e acima das linhas tracejadas) de machos (esquerda) e fémeas (a
direita) sdo mostrados em ampliacdo de 10x; entre as linhas estdo o corpo caloso.
Em detalhes, o cortex (CX) para cima e o estriado (ST) para baixo sdo mostrados
em uma ampliacdo de 40x. Quantificacdo da fluorescéncia média (ipsilateral em
relacdo ao lado contralateral) de (C) TH, (D) Ibal e (E) GFAP no estriado de
camundongos. Quantificacdo da fluorescéncia média de (F) Ibal e (G) GFAP
cortical. A analise estatistica ANOVA de duas vidas seguida pelo pos-teste de Tukey
nao mostrou diferenca estatistica (p<0.05), utilizando n = 5 animais / grupo e média
de 2 cortes / animal.

Expresséo de RAGE na SN néo é alterada pela 6-OHDA ou TLR4™

O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) esta envolvido
com a perda dopaminérgica e processos inflamatérios no modelo 6-OHDA. Sabendo
gue o RAGE é capaz de atuar juntamente ao TLR4, avaliamos sua presenca no SN
de camundongos.

O RAGE n&o mudou significativamente em numero devido ao dano
dopaminérgico (Fig. Complementar 2 B). Contudo, aparentemente, os camundongos
que receberam 6-OHDA tiveram alteragfes no tipo de célula RAGE-positivo. Em
machos e fémeas selvagens que receberam salina (Saline WT) o RAGE néo esta
em neurdnios, mas em células caracteristicas da microglia e endotelial. J& com o
tratamento com 6-OHDA, a expressdo de RAGE parece ser alterada, principalmente
em machos: neurénios dopaminérgicos comecam a expressar RAGE, confirmado
pela co-localizacdo de TH e RAGE (detalhes da Fig. Complementar. 2 C, R2 e R6).
O nocaute alterou essa expressdo apenas em fémeas (6-OHDA TLR4™), em que a
expressdo de RAGE é semelhante ao controle (Saline WT), enquanto que os

machos parecem expressar RAGE em neur6nios.
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Figura Complementar 2. Expressdo de RAGE em neur6nios dopaminérgicos de
animais injetados com 6-OHDA. (A) Imunofluorescéncia de neurbnios TH +
(vermelho), RAGE (verde) e nucleo DAPI (azul) na SN ipsilateral de machos
(esquerdo) e fémeas (direito), mostrado em aumento de 10x (esquerdo); detalhes
em ampliacdo de 40x (direita) e também separados por canais de cores (vermelho e
verde, para baixo). (B) Quantificacdo da fluorescéncia média de RAGE (lado
ipsilateral / contralateral). (C) Células R1-R4 detalhadas de camundongo macho
(esquerda) e camundongo fémea (direita), também separadas por canais de cores
(acima RAGE em verde e abaixo TH em vermelho). Analise estatistica ANOVA de
duas vias seguida de pos-teste de Tukey, com n = 6-8 animais / grupo e 2 fatias /
animal (uma para cada anticorpo), ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos
(p> 0,05).
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4.3  Capitulo I

O papel de TLR4 e RAGE na resposta pro e anti-inflamatéria de macréfagos in

vitro

Resultados de um estudo in vitro com linhagem de monécitos U937,
diferenciados a macrofagos, onde foi avaliado o papel de RAGE e TLR4 na

polarizacéo e atividade celular.
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Introducao

O sistema imunolégico estda em constante diadlogo com nosso ambiente,
tolerando certas exposi¢cdes ou antigenos enquanto responde a outros. Respostas
imunes desreguladas levam a doenca, como por exemplo a hiper-reatividade a um
antigeno inofensivo, que pode causar alergia. O sistema imunolégico inato
desempenha um papel fundamental no inicio da inflamacéo em resposta a antigenos
conservados ou sinais de morte celular, tais como bactérias ou liberacéao de citocinas
inflamatorias de células lesionadas, respectivamente. O sistema imune inato ativado
irA entdo induzir uma resposta imune adaptativa, que € especifica, direcionada e
altamente potente contra os antigenos presentes no meio da regido inflamada
(KANNARKAT; BOSS; TANSEY, 2013).

Macrofagos séo células do sistema imune inato capazes de se comunicar
com o sistema imune adaptativo, uma vez que processam 0S antigenos e
apresentam para os mesmos. Além disso, macréfagos ativados possuem uma
caracteristica peculiar no sistema imune inato, que é bem caracteristico de células
adaptativas: sdo capazes de se diferenciar e promover reacdes anti e pro-
inflamatdrias em resposta a antigenos especificos, sendo adequadas para modular a
inflamacé&o no contexto de certas exposicbes ambientais e disfungdo neuronal. A
doenca de Parkinson é uma doenca progressiva multissistémica, com contribuicao
inflamatéria e neuroinflamatéria para o estabelecimento da patologia, em que o
sistema imunologico pode desempenhar um papel na propagacédo da disfuncdo e
patologia neuronal no sistema nervoso central (SNC).

Os receptores de membrana RAGE e TLR4 desempenham papel fundamental
na resposta celular de macrofagos. Eles sdo capazes de reconhecer moléculas em

comum e também compartilham vias de sinalizacdo para induzir a inflamacéao
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(PRANTNER; NALLAR; VOGEL, 2020). TLR4 e RAGE, bem como seus ligantes,
tém sido implicados na patogénese de varias doencas, incluindo a DP, e propostos
como potenciais alvos de direcionamento terapéutico (ANDERSSON; YANG,;
HARRIS, 2018; CAMPOLO; PATERNITI; SIRACUSA; FILIPPONE et al., 2019;
GASPAROTTO; RIBEIRO; BORTOLIN; SOMENSI; RABELO et al., 2017; PAUDEL;
ANGELOPOULOU; PIPERI; OTHMAN et al., 2020; SATHE; MAETZLER; LANG,;
MOUNSEY et al., 2012).

Apesar de serem classicamente descritos como mediadores de eventos pro-
inflamatorios, que incluem a ativacdo de NF-kB (JUDY R. VAN BEIJNUM, 2008),
estudos prévios, incluindo os apresentados anteriormente nesta tese, nesta tese,
mostram um envolvimento mdaltiplo dos receptores e seus ligantes n reposta
inflamatéria, incluindo a anti-inflamatoria (LIU; XIANG; PENG; DORAN et al., 2019;
SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS; GASPAROTTO et al., 2017). A
contribuicdo relativa dos diferentes receptores e ligantes € provavel que difira entre
os tipos de células e condicbes patolégicas. Essa interacdo, frente a estimulos
inflamatorios, pode modular a intensidade da resposta imunoldgica e desencadear
diferentes desfechos em células.

Para melhor entender a contribuicio de cada receptor para a resposta
imunolégica, utilizamos um modelo celular de macrofagos diferenciados e
polarizados a perfis pré ou anti-inflamatérios, intervindo na expresséao/acao de TLR4
e/lou RAGE, através de silenciamento, blogueio, ou até mesmo estimulacdo da
atividade dos receptores. As respostas inflamatérias avaliadas foram: producéo de
citocinas e oxido nitrico, ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e atividade de

fagocitose.
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Metodologia

Modelo celular

Mondcitos da linhagem U937 foram cultivados em meio RPMI 1640 contendo
10% de soro fetal bovino, e mantidos em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Os
monaocitos dessas linhagens foram cultivados entre 17 e 21 passagens em garrafas
de cultura celular e semeados ao atingirem confluéncia méaxima, contados e

preparados para diferenciacéo.

Diferenciacéo e polarizacao

As células foram estimuladas com PMA e LPS ou IL-4 a fim de gerar a
ativacdo dos mesmos através da via classica (pro-inflamatoria) e alternativa (anti-
inflamatoria) de acordo com a metodologia ja descrita com algumas adequacdes
(BECKER; DE BASTIANI; PARISI; GUMA et al., 2015). Basicamente, as células
foram cultivadas até atingirem confluéncia necessaria. Em seguida, adicionou-se
PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) 10 nM em meio RPMI 10% por 48h, a fim de
diferenciar os monécitos a macrofagos; para polarizar os macréfagos, retirou-se
meio com PMA e adicionou-se LPS (100 ng/mL) ou IL-4 (20 ng/mL) em meio RPMI

1% por mais 24 horas.

Silenciamento/Inibicdo dos receptores
Para avaliar o papel de TLR4 e RAGE nos macrofagos e nos perfis
fenotipicos, as células tiveram a expressdao dos genes diminuida ou a acdo dos

receptores bloqueada através dos seguintes métodos:
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Silenciamento génico

A expressdo dos receptores foi atenuada in vitro através do ensaio de
“silenciamento” de RNA mensageiro por RNA interferente (siRNA, do inglés: small
interference RNA). As células foram incubadas em meio OPTI-men contendo agente
transfectante RNAi Max (Invitrogen) e oligonucleotideos de RNA resistentes a
degradacdo por nucleases (siRNA) especificos na concentracdo de 50uM. O
silenciamento foi validado por PCR em tempo real, utlizando os genes
normalizadores GNB2L e B2M (SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS;

GASPAROTTO et al., 2017).

Inibicdo farmacologica

Bloqueadores especificos para os receptores foram utilizados a fim de inibir
suas acles nas células. Antagonista de RAGE (FPS-ZM1) foi utilizado em uma
concentracdo de 1 pg/mL in vitro (SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS;
GASPAROTTO et al., 2017)e inibidor farmacolégico de TLR4 (CLI-O95) em uma

concentracéo de 1uM in vitro (ZHAO; ZHANG; ZHAO; MA et al., 2016).

Ensaio de gene reporter

Transfecgcbes transientes foram usadas para quantificar a atividade
transcricional NF-kB dependente. O ensaio de gene reporter acopla a expressao da
enzima luciferase uma regido promotora do gene de interesse, o NF-kB.
Basicamente, as células foram transfectadas com o vetor contendo o promotor de
NF-kB fusionado ao gene da luciferase e complexados com Lipofectamina 3000
(Invitrogen), de acordo com protocolo padrédo do fabricante. Apos 24h, as células

foram tratadas, e ao final dos tratamentos foi adicionado o substrato DualGlo
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(Promega) ao meio, e a emissao de luminescéncia quantificada.

Mediadores inflamatorios por PCR quantitativo em Tempo Real

A expressao génica nas ceélulas foi avaliada pela quantificacdo do mRNA por
RT-PCR quantitativo seguindo procedimento adotado em nosso laboratorio (de
Bittencourt Pasquali, Gelain et al. 2013). O RNA total foi extraido com TriZol
(Invitrogen) e os cDNAs foram sintetizados com kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems) utilizando 1 pg de RNA total. As reacdes de
gPCR foram realizadas em duplicata para cada amostra em termociclador 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems), com kit PowerUp SYBR Green PCR
(Applied Biosystems). Analisamos a expressao dos genes TLR4, AGER e dos
marcadores pro-infamatérios TNF-a, STAT-1, CXCL10, CXCL9, IL-10, e anti-

inflamatérios ALOX 15 e CCL13.

Ensaio de fagocitose

O processo de fagocitose pode ser quantificado em macréfagos usando
bioparticulas de E. coli marcadas com sondas fluorescentes. Quando internalizadas
pelos macréfagos, as particulas emitem fluorescéncia que pode ser quantificada.
Para tal, as células passaram pelos tratamentos e foram submetidas ao ensaio de
fagocitose com o kit Vybrant Phagocytosis Assay Kit (Thermo Fischer Scientific). Os
procedimentos foram executados de acordo com as instrucbes fornecidas pelo
protocolo do ensaio. As fluorescéncias foram quantificadas em um espectrofotdmetro

de fluorescéncia (i5 Softmax- Molecular Devices, EUA).

Producédo de 6xido nitrico (NO)
122



A producédo de 6xido nitrico no meio extracelular foi quantificada através da
reacao de Griess, em que uma aliquota do meio de cultura é diluida no reagente de
Griess na proporcdo de 1:1 e apos 15 minutos de incubacdo, a absorbancia
(proporcional a quantidade de nitrito) é quantificada em 540 nm (D J STUEHR, 1989;

ZANIN; BRAGANHOL; BERGAMIN; CAMPESATO et al., 2012).

Analise estatistica

O GraphPad 8.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) foi usado para analisar 0s
dados e criar os graficos. Teste estatistico ANOVA de duas vias foi utilizado para
avaliar a influéncia de mais de uma variavel seguido de pos-teste de Tuckey. Valores

de p< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Diferenciacdo celular de linhagem de mondcitos e silenciamento dos
receptores

Os mondcitos da linhagem U937 foram diferenciados a macrofagos, e estes
submetidos ao ensaio de silenciamento génico através do uso de pequenos RNAs
de interferéncia para os genes do RAGE e TLR4. Foi avaliada a morfologia celular
através de microscopia Optica e validada a eficacia da atenuacdo da expressao dos
genes através da técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR). Ao estimularmos os
monaocitos a se diferenciarem em macrofagos, uma vez que aqueles séo células em
suspensao, passam a se aderir na superficie do plastico, e também aumentam o
tamanho do corpo e das projecdes celulares (Figura 1 A); a expressdo dos
receptores RAGE e TLR4 aumentou quando os mondcitos sédo diferenciados a

macrofagos, como quantificado por RT-qgPCR (Figura 7 B). Ao adicionar a sequéncia
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de RNA embaralhado (scr siRNA, do inglés “scramble”) e os niveis de RAGE e TLR4
continuaram iguais aos niveis de controle (U937 PMA). Ao adicionar os siRNAs para
RAGE ou TLR4, ou até mesmo os dois conjuntamente, a expressao dos respectivos
genes foi atenuada significativamente, chegando a niveis basais similares aos
monaocitos U937, validando dessa forma a técnica de silenciamento génico em nosso

modelo.

Papel do RAGE e TLR4 na diferenciacdo dos macrofagos: Perfil pro-
inflamatorio, estimulado por LPS, ou anti-inflamatdério, estimulado por IL-4.

A fim de avaliar a relevancia dos receptores na polarizacdo e respostas
inflamatorias, os macréfagos U937 controles, ou seja, que receberam RNA
embaralhado (scr siRNA) ou macrofagos silenciados para RAGE e/ou TLR4, foram
estimulados com LPS ou IL-4 por 24h a fim de diferencia-los para um perfil do tipo
pro-inflamatério M(LPS) ou anti-inflamatério M(IL-4), respectivamente (Figura 1 A, C-
H).

Ao avaliarmos a morfologia celular por microscopia Optica podemos verificar
que o LPS aumenta o numero de vesiculas (flecha 1) e precipitados celulares,
projecbes de membrana (flecha 2), bem como o tamanho do corpo (flecha 3) e
agregacdo celular (circulo), caracteristicas de um perfil de macréfago ativado. As
células estimuladas com a IL-4 apresentaram caracteristicas de ativacdo mais
brandas do que o induzido por LPS, mas diferentes do controle. Quando estas
células silenciadas para RAGE séo estimuladas com LPS, & estimulado um maior
contato entre células e formacédo de agregados. O silenciamento de TLR4 aumenta
as projecdes celulares, com perfil similar quando adicionado LPS; a IL-4 estimula o

aumento do corpo celular e a agregacéo celular. O silenciamento conjunto de RAGE
124



e TLR4 nos macrofagos, na presenca de LPS e IL4 conduziram a uma maior
formacéo de precipitados celulares, e projecées no caso do LPS.

Avaliamos os perfis pré e anti-inflamatoérios através da expressao génica por
RT-gPCR, de acordo com o descrito por Becker e colaboradores (BECKER, M.; DE
BASTIANI, M. A.; PARISI, M. M.; GUMA, F. T. et al.,, 2015). Os genes pro-
inflamatorios sdo TNF-a (Fig. 1C), STAT1 (Fig. 1 D), CXCL10 (Fig. 1 E), CXCL9 (Fig.
1 F), e anti-inflamatérios ALOX15 (Fig. 1 G) e CCL13 (Fig. 1 H). Encontramos
alteracbes apenas na expressdo gene STAT-1 quando comparamos O grupo
controle (sem tratamento) em relacdo aos silenciados para RAGE e TLR4 na
presenca de LPS. Apesar disso, os estimulos de LPS e IL-4 ndo foram capazes de
alterar significativamente a expressao de genes pro e anti-inflamatorios, ndo sendo
possivel estabelecer os perfis de polarizacdo. Ainda, os receptores RAGE e TLR4

nao se mostraram relevantes neste ensaio.
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Figura 1. Morfologia celular e expressdo génica de células submetidas a
tratamento pré e anti-inflamatério. Os macréfagos derivados de mondcitos da
linhagem U937 foram silenciados e posteriormente estimulados com LPS ou IL4 por
mais 24h. As células foram capturadas por microscopia Optica em aumento de 20x
(A); a flecha 1 indica as vesiculas, a flecha 2 indica as projec6es de membra, flecha
3 indica aumento do corpo celular e o circulo indica agregagéo celular. RT-gPCR foi
realizado para os genes proé-inflamatérios TNF-a (B), STAT-1 (C), CXCL10 (D),
CXCL9 (E), e anti-inflamatérios ALOX 15 (F), CCL13 (G). Andlise estatistica ANOVA
de duas vias seguido de pds teste de Tukey: *<0,05 em relagdo ao grupo indicado; **
p<0,01 em relagcéo ao grupo U937 (mondcito); # p<0,05 e ## p<0,01 em relacdo ao
grupo U937 PMA (macré6fago).

Posteriormente, realizou-se um novo ensaio com pré-tratamento das células
com os inibidores farmacoldgicos de RAGE (FPS-ZM1) e TLR4 (TAK-242). Apés 15
minutos do bloqueio dos receptores, adicionamos LPS ou IL-4 (Figura 2). Passadas
6h, avaliamos a producéo de 6xido nitrico (Fig. 2 A) e a atividade de fagocitose (Fig.

2 B); apds 24h, avaliamos a atividade transcricional de NF-kB (Fig.2 A). Aqui, os

macrofagos apresentaram responsividade ao LPS no que diz respeito as respostas
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pré-inflamatérias sendo atenuado pelo bloqueio de RAGE, mas ndo por TLR4
sozinho ou associado. Ja quando avaliamos o envolvimento dos receptores na
atividade de NF-kB, o bloqueio conjunto de RAGE e TLR4 ativou o fator de
transcricdo. A producdo de Oxido nitrico aumentou significativamente frente ao
tratamento com LPS e os receptores demonstraram estar envolvidos com esse efeito
no periodo analisado; ja o bloqueio de TLR4 ou o conjunto de RAGE e TLR4, ndo
apresentaram efeito sinérgico na producao de 6xido nitrico. No ensaio de fagocitose,
apesar de ndo apresentar diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, o
LPS aumentou a atividade fagocitica quando comparado as células controles
bloqueadas para os receptores, mas ndo ao grupo controle em si; a inibicdo de
RAGE foi capaz de diminuir significativamente o efeito fagocitico estimulado pelo

LPS. Em relacdo ao estimulo por IL-4, ndo encontramos efeitos na fagocitose.
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Figura 2: Atividade inflamatdria regulada por RAGE e TLR4. Os macrofagos
tiveram a atividade de RAGE e TLR4 bloqueadas pelos inibidores farmacol6gicos
FPS-ZM1 e TAK-242, respectivamente. Essas células foram desafiadas com LPS e
foi analisada a atividade transcricional de NF-kB apds 24h (A), producéo de NO apos
6h (B); as células também foram desafiadas com IL-4 e avaliada a atividade de
fagocitose (C). Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido de poés teste de
Tukey: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 em relagdo ao grupo veiculo
controle (macréfago sem nenhum estimulo) ou em relacdo ao grupo indicado
(linhas); #<0,05 ## p<0,01 em relacdo ao grupo LPS controle.
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Papel inflamatério dos agonistas de RAGE e TLR4 sobre a polarizagéo e
ativagcdo de macrofagos

Ja é descrito na literatura que HSP70 e HMGBL1 extracelulares sédo capazes
de ativar respostas inflamatérias através da ligacdo a receptores de membrana,
como em RAGE e TLR4, atuando dessa forma como DAMPs (ASEA; REHLI,
KABINGU; BOCH et al., 2002; JUDY R. VAN BEIJNUM, 2008; LIANG; HOU; KONG;
WEN et al.,, 2015; QIN; DAI; TANG; ZHANG et al.,, 2009; ROJAS; DELGADO-
LOPEZ; PEREZ-CASTRO; GONZALEZ et al., 2016; SOMENSI; BRUM; DE
MIRANDA RAMOS; GASPAROTTO et al., 2017).

Em seguida, desejamos investigar os efeitos dos DAMPs na resposta
imunologica pro e anti-inflamatdria. As células U937-PMA foram desafiadas com IL-4
ou LPS e apds 15 minutos adicionamos HSP70 ou HMGB1. Avaliamos a expressao
de marcadores pro- inflamatérios (Fig 3 A e B) e anti-inflamatérios (Fig. 3 C e D),
producdo de 6xido nitrico (Fig. 3 E) e atividade de fagocitose (Fig. 3 F). Em 24h, o
LPS aumentou a expressdo dos genes pré-inflamatérios TNF-a, IL-6, bem como
guando combinado com HSP70; a HMGB1 juntamente com LPS aumentou apenas a
producao de IL-6 significativamente, mas ndo aumentou em relacdo ao LPS sozinho.
Em contraste, HSP70 e HMGB1 foram capazes de atenuar o perfil anti-inflamatorio,
diminuindo significativamente a expressédo do gene CCL13 uma vez estimulado por
IL-4. As proteinas HSP70 e HMGB1 por si s6 ndo foram capazes de aumentar a
expressao dos genes inflamatorios em macrofagos U937.

Avaliamos a producdo de NO em um tempo curto e prolongado de exposicao
ao LPS e/ou HSP70 e HMGB1; em 2h a HMGB1 aumentou a produgdo de NO, bem
como LPS, de forma significativa; apés 24h a producdo de NO ja havia diminuido

devido a HMGB1, mas o LPS sozinho ou combinado com as proteinas foi capaz de
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manter elevada essa resposta inflamatoria. Avaliamos a resposta de fagocitose apoés

2h de estimulo, uma vez que é uma resposta fisiologica rapida de macrofagos;

contudo, ndo encontramos nenhuma alteracéo significativa nesse parametro.
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Figura 3. Papel inflamatério da HSP70 e HMSGB1 sobre a polarizagdo e
ativacdo de macréfagos derivados de mondcitos da linhagem U937. As células
foram tratadas com LPS ou IL-4 seguido das proteinas HSP70 e HMGBL1. Apés 24h
foi avaliado a expressédo de TNF-a (A), IL-6 (B), ALOX 15 (C), CCL13 (D) através de
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RT-gPCR. Ap6s 2h e 24h foi investigada a producdo de NO (E) e apdés 2h a
atividade de fagocitose (F). Andlise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pés
teste de Tukey: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 em relacdo ao grupo
controle veiculo ou em relacdo ao grupo indicado (linhas); # p<0,01, ## p<0,01 em
relacdo ao grupo LPS ou IL4.

Discussao

Os mondcitos sdo células em suspensdo presentes fisiologicamente na
corrente sanguinea; quando diferenciados a macrofagos, ocorre uma ativagédo
celular e aumento das proteinas de superficie, responsaveis pela adesdo e de
reconhecimento celular. No presente estudo, quando estimulamos os mondcitos da
linhagem celular U937 com PMA, os mesmos diferenciaram-se a macrofagos, com
aumento da expresséo dos receptores TLR4 e RAGE. Dessa forma, estabelecemos
um bom modelo para estudar estes receptores.

O TLR4 e o RAGE sé&o receptores celulares que atuam como importantes
mediadores da resposta inflamatoria. Eles compartilham alguns agonistas e, quando
ativados, sao capazes de acionar vias de sinalizacdo a jusante convergentes, e até
mesmo vias em comum. Dessa forma, sdo capazes de atingir um amplo espectro de
efeitos celulares (Ibrahim et al., 2013; Gasiorowski et al., 2018).

No modelo de polarizacdo de macrofagos a um perfil tipicamente pro-
inflamatorio, conseguimos identificar que o LPS induziu alteracdo fenotipica das
células, o que foi confirmado pela ativacao de NF-kB, producéo de NO e atividade de
fagocitose; apesar disso, a expressao de citocinas pro-inflamatérias néo foi alterada
significativamente apés 24h. Paralelamente, quando avaliamos os macrofagos
polarizados a um perfil anti-inflamatério, a IL-4 também desencadeou uma resposta

nos macrofagos, alterando sua morfologia, porém sem alteracbes das

citocinas/quimiocinas anti-inflamatérias.
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Quando avaliamos o silenciamento dos receptores, foi possivel observar
alteracdes na morfologia das células, mas sem trazer alteragcbes na expressao
génica. O blogueio de RAGE se mostrou relevante, uma vez que foi capaz atenuar
os efeitos do LPS; j4 o bloqueio de TLR4 apresentou resultados controversos. O
bloqueio associado dos receptores ndo apresentou alteracdes contundentes.

Posteriormente, estimulamos os macrofagos com LPS ou IL-4 associados aos
agonistas dos receptores HSP70 e HMGBL1. Estas proteinas atuam como DAMPs e
sdo comumente associadas a um quadro pré-inflamatério; contudo, uma vez que séo
capazes de atuar sobre um amplo espectro de moléculas, had casos em que ativam
respostas anti-inflamatérias (SON; PORAT; HE; SUURMOND et al., 2016). Aqui, 0S
agonistas mostraram ser importantes na perpetuacdo do quadro proé-inflamatério
previamente induzido pelo LPS, sobretudo quando observamos a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias e producdo de NO. Paralelamente, nos macréfagos anti-
inflamatérios, as proteinas HSP70 e HMGB1 foram capazes de atenuar a expressao
do gene CCL13, e a HSP70 diminuiu a atividade de fagocitose induzida por IL-4.

Os resultados preliminares obtidos através desse estudo sugerem uma
contribuicdo relevante do RAGE e principalmente da HSP70 nas respostas proé-
infamatorias de macréfagos U937. Como no primeiro ensaio de polarizacdo nao
obtivemos resultados consistentes em nivel de expressao génica de genes pré e
anti-inflamatorios, sera necessario repetir o experimento; avaliaremos, entédo, se 0s
resultados observados sdo um viés experimental, ou se € necessario um tempo
maior de estimulacdo, ou mais indutores (como, por exemplo, INF-y para o perfil
M1), para obter um modelo polarizacdo de macrofagos secretores funcionais.

Além disso, encontramos uma variagdo muito grande nas respostas das

células frente aos estimulos. Apesar de se tratar de um estudo com linhagem celular,
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as células podem apresentar respostas heterogéneas, compondo populacdes de
células com perfis distintos dentro de um mesmo grupo experimental (FILIPPI-
CHIELA; BUENO E SILVA; THOME; LENZ, 2015). Portanto, torna-se necessario
aumentar o niumero experimental; ainda, tornar-se-ia interessante realizar avaliacdes
individuais, célula a célula, a fim de avaliar os fenétipos populacionais presentes.
Apesar das nossas limitacdes, alguns objetivos foram tracados para
poderemos explorar melhor a contribuicéo relativa e conjunta de TLR4 e RAGE nos

processos inflamatérios desencadeados na resposta inflamatoria de macréfagos.

132



PARTE Il

133



5 Discusséo

Desde o inicio da inflamacédo, desenvolvimento da neuroinflamacao, até o
estabelecimento da neurodegeneracédo, os receptores TRL4 e RAGE atuam como
importantes intermediadores da resposta imunolégica e inflamatoria. A causa da
neurodegeneracao nigral na doenca de Parkinson e seus mecanismos subjacentes
permanecem indefinidos; entretanto, postula-se que o envolvimento de eventos
inflamatorios e neuroinflamatorios contribuem para a perda neuronal (SU;
FEDEROFF, 2014)(SU; FEDEROFF, 2014). Nesta tese, evidenciamos a relevancia
da inflamacédo periférica nos estagios iniciais e progressao da DP, incluindo o
desenvolvimento de sintomas ndo motores, que constituem a fase pré-clinica da
doenca (HAWKES; DEL TREDICI; BRAAK, 2010).

No primeiro capitulo, foi demonstrado que os pacientes diagnosticados com
Parkinson apresentam uma prevaléncia de perfil sérico anti-inflamatério, quando
comparado aos controles, e 0 mesmo é alternado para pré-inflamatério apdés um
ano. Ja dentre os ligantes sollveis de TLR4 e/ou RAGE, os AGEs 4-HNE e CML
diminuem no soro de pacientes; dentre os DAMPs, a concentracdo da proteina
S100B diminui com o passar do tempo, enquanto que a HSP70 aumenta.

Encontramos na literatura trabalhos que descrevem a neurodegeneragao
associada a S100B, sendo mediada principalmente pela via RAGE/TNF-a (SATHE;
MAETZLER; LANG; MOUNSEY et al., 2012). Em altas concentra¢cfes, a S100B é
capaz de desencadear a apoptose de neurdnios, astrocitos e microglias (SORCI,;
BIANCHI; RIUZZI; TUBARO et al., 2010), sendo um potencial marcador da DP no
cérebro (SCHULZ; KRUSE; GERA; KREMER et al., 2021). Além disso, a regulacdo
positiva de S100B e RAGE é fundamental para o inicio do dano neuronal por MPTP

no estriado, porém os niveis das proteinas decaem com o passar do tempo. (JIANG;
134



WANG; TUO; MA et al., 2018). Aqui também encontramos diminuicdo de S100B,
mas no soro dos pacientes DP. Estes dados podem sugerir que a interacdo das
proteinas S100B e RAGE ndo desempenham papel central no estresse cronico.

No que diz respeito a HSP70, um estudo prévio do nosso grupo mostrou que
esta proteina extracelular € capaz de se ligar ao RAGE e ativar respostas pro-
inflamatorias em cultura celular (SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS;
GASPAROTTO et al., 2017). Fazendo um paralelo entre estes resultados e os
obtidos no estudo in vitro do Capitulo 1ll, em que HSP70 e HMGB1 intensificam
respostas proé-inflamatérias de macrofagos, o aumento crénico da HSP70 sérica em
pacientes com DP pode estar relacionado com a transicdo de status inflamatario.

As alteragcbes ndo motoras observadas nos pacientes revelam disfuncéo
cognitiva, depressao e, surpreendentemente, melhora em uma escala de avaliacdo
do sono, mas que é revertida com o tempo. J& nos comportamentos avaliados pela
escala UPDRS exclusivamente em pacientes com DP, encontramos alteracfes
longitudinais apenas no comportamento psicoético, indicado pela escala UPDRS LI
(psicose), que apresentou piora significativa ap6s um ano e € acompanhada pelo
aumento de S100B. Ja os comportamentos motores ndo apresentaram evolucdo
dentro do periodo de um ano. Nés atribuimos isso ao curto prazo avaliado; contudo,
€ um dado interessante, uma vez que a evolucdo dos sintomas na DP,
principalmente os motores, ocorre posteriormente as alterag6es moleculares.

NoOs também avaliamos como se correlacionavam as caracteristicas clinicas e
comportamentais dos pacientes com as variaveis séricas. Em sua maioria, estas nao
sdo acompanhadas de alteragcdes ndo motoras, motoras e estadiamento da doenca.
Uma excecdo é a citocina com papel anti-inflamatorio IL-10, que se correlaciona

negativamente com sintomas nao motores (UPDRS II), depressdo (BDI) e
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estadiamento da doenca (Hoen and Yar HY,) na avaliacdo dos pacientes. A citocina
IL-4, anti-inflamatdria, também se correlacionou negativamente com UPDRS, na
escala total ou nas parciais. Ou seja, a piora referente a comportamentos nao
motores totais, psicose e constipacdo, mas ndo discinesia, € acompanhada por
diminuicdo da IL-4 sérica. Paralelamente aos nossos resultados, um estudo recente
mostrou que niveis mais altos de IL-4 e baixos de IFN-y eram capazes de prever
tremores mais graves em pessoas com DP (DIAZ; KOHUT; RUSSELL,
STEGEMOLLER, 2022).

Estes resultados confirmam a prevaléncia de um status anti-inflamatério no
primeiro ano da avaliacdo. Hipotetizamos que estas citocinas, IL-10 e IL-4, estejam
diretamente correlaciondas com o desenvolvimeto da sintomologia da doenca,
principalmente no que diz respeito aos sintomas ndo motores.

Ja dentre os DAMPs, a nitrotirosina (um AGE agonista de RAGE) e S100B
(agonista de RAGE e TLR4), apresentaram correlagédo positiva com UPDRS total e
negativa com MoCA, respectivamente; ou seja, quando h4 uma piora no quadro
geral da doenga, também h& aumento de nitrotirosina sérica, e quando ha perda
cognitiva, 0s niveis séricos de S100B estdo elevados. Esses resultados sugerem
que RAGE e TLR4 podem estar envolvidos no estado pro-inflamatério periférico e
evolucéo da DP.

Através das analises de bioinformatica pudemos extrair mais informacéo
sobre os perfis dos pacientes e avaliar o poder preditivo das amostras séricas. Nos
testes de clusterizagcdo encontramos dois ou trés perfis distintos de pacientes com
relacdo inversa dos DAMPs/ligantes de RAGE/TLR4 e as citocinas (enquanto
agueles se encontravam em maior concentracdo, estes estavam diminuidos). Além

disso, através das ferramentas de aprendizado de maquina identificamos conjuntos
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de variaveis, incluindo tanto citocinas quanto os DAMPs/ligantes de RAGE/TLR4,
capazes de predizer a doenca em duas escalas. Um conjunto de 13 analitos
avaliados foi 0 que apresentou os maiores valores de acuracia para “Hoehn e Yahr”,
gue ocorreu majoritariamente na escala 2; o conjunto de 14 variaveis foi o que
apresentou maior acuracia na predicao de “UPDRS total”. Apesar do baixo resultado
preditivo, esses conjuntos conseguiram predizer a doenca com maior poder do que
0s analitos separadamente, e em estagios iniciais da doenca.

Os resultados obtidos neste ensaio clinico sdo interessantes, porém deixam
algumas questdes em aberto para explorarmos. Quando estudamos pacientes com
Parkinson, é importante levarmos em consideracdo as peculiaridades de cada
individuo que podem interferir nas andlises, principalmente por se tratar de uma
doenca multifatorial. Excluimos da andlise pacientes com caracteristicas que
poderiam apresentar viés em nossas avaliacbes imunoldgicas/inflamatorias,
contudo, alguns interferentes sdo inevitaveis. Todos o0s pacientes recrutados
estavam sob tratamentos anti-parkinsonianos, majoritariamente de reposicao
dopaminérgica, 0 que visa mitigar os sintomas e retardar a evolu¢do da doenca.
Além de interferir nas avaliagbes clinicas, principalmente as motoras, também é
descrito na literatura que medicamentos especificos usados para o tratamento da DP
podem influenciar subconjuntos de linfécitos, ativacdo e os niveis de citocinas. O
tratamento pode influenciar o sistema imunoldgico a longo prazo, por meio de efeitos
diretos nos linfocitos ou nas células apresentadoras de antigenos (ROCHA; ASSIS;
SCALZO; VIEIRA et al., 2018).

No entanto, as alteracdes imunoldgicas observadas na DP podem resultar de
outros motivos, como a inflamacéo devido a desregulacdo das vias inflamatérias

(associada a questbes hormonais sexuais, envelhecimento ou vulnerabilidade
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genética), patégenos (por exemplo, infeccédo bacteriana ou viral), toxinas ambientais
(por exemplo, pesticidas) e agregados de proteinas, como a a-sinucleina (SU;
FEDEROFF, 2014).

Agregados proteicos sdo caracteristicos de doencas neurodegenerativas e
deméncias e, particularmente em deméncias com corpos de Lewy e Doenca de
Parkinson, emaranhados de a-sinucleina mutante sdo predominantes. NOs
investigamos as concentracdes séricas tanto de a-sinucleina quanto do peptideo [3-
amiloide, outra proteina que tem o mesmo perfil de agregacédo e é encontrada em
processos neurodegenerativos, com predominancia na Doenca de Alzheimer. Ao
compararmos 0s grupos controle e DP, os individuos do nosso estudo néo
apresentaram alteracfes séricas dessas proteinas.

E descrito na literatura que presenca de a-sinucleina no soro de pacientes
com DP é menor do que no plasma, e ainda menor quando comparado a individuos
sem a doenca (CHANG; YANG; YANG; CHANG et al., 2019), o que pode explicar a
auséncia de significancia dessa proteina. Ja o peptideo B-amiloide apresentou
correlacdo com S100B na avaliacdo de pacientes, e também se mostrou importante
na predicdo de UPDRS total. N6s ndo tivemos acesso as amostras de liquor dos
pacientes, o que poderia nos trazer informacdes diferentes, ja que ha predominancia
desses agregados insolluveis no cérebro. Ademais, essas proteinas ndo foram
avaliadas apos periodo de um ano, pois infelizmente ndo tivemos novo acesso aos
kits ELISA de deteccéo.

Outro fator importante a ser levado em consideragcdo na DP é o0 sexo, uma
vez que a prevaléncia é maior em homens. Esse dado foi confirmado aqui, onde
tivemos maior niumero de pacientes homens, em contraste com maior propor¢cao de

mulheres no grupo controle. Com excecao da pressao diastélica, em que homens
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apresentaram menor valor do que as mulheres, ndo encontramos diferenca
estatistica levando em consideracdo a variavel “sexo” (utilizamos teste estatistico
ANOVA de 2 vias, seguido de pos-teste de Tukey). Portanto, decidimos néo realizar
analises pareadas por sexo, 0 que traria perda de valor e significancia nas analises.
Contudo, sabe-se que peculiaridades relativas ao género, como horménios sexuais,
regulam diretamente processos imunoldgicos e inflamatorios(Y; H; Q; Y et al., 2016).
O estudo in vivo presente nesta tese revela resultados interessantes relativos ao
sexo, neuroinflamacao e neurodegeneracédo, que serdo discutidos em seguida.

O envelhecimento também €& um importante fator para a inflamacdo na DP,
tanto nas formas genéticas quanto na esporadica da doenca (SU; FEDEROFF,
2014). Os pacientes do nosso estudo possuiam idade mais avancada em
comparacdao aos controles; contudo ndo encontramos diferenca significativa ao
considerarmos essa variavel em nossas andlises (utilizamos ANOVA de 2 vias,
seguido de poés-teste de Tukey), o que também nos levou a néo realizar anéalises
pareadas por idade. Contudo, sabe-se que o envelhecimento esta associado a
inflamacé@o sistémica crbnica e evidéncias recentes sugerem que 0 cérebro
envelhecido reside em um estado crénico de neuroinflamacao, caracterizado pelo
aumento da reatividade apds estimulo imunolégico, com  micréglia
predominantemente do tipo M1(EG; E; FR; HW et al., 2012). A ativacédo do sistema
imunolégico periférico acentua a resposta inflamatoria central em cérebros
envelhecidos ou com predisposi¢cdo genética. Ou seja, esses fatores podem atuar
como um estimulo preparador da microglia, e apdés um evento secundario (por
exemplo, toxina ambiental ou infec¢do viral), a micréglia “preparada” (do inglés
“primed microglia”) libera quantidades excessivas de citocinas pro-inflamatorias que

conduzem a neurodegeneracao (SU; FEDEROFF, 2014).
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Isso torna mais evidente a fluidez da comunicacdo entre o sistema nervoso
central e a periferia. Ambas as vias neurais e humorais mediam a comunicagédo do
local da inflamacao periférica para o cérebro. A neuroinflamacédo tem sido proposta
como um importante contribuinte para a neuropatologia da DP e desempenha um
papel no desenvolvimento de sintomas motores e nao motores (SU; FEDEROFF,
2014). Os sintomas ndao motores sdo associados a imunidade inata exacerbada,
como observado em um estudo de Viana e colaboradores, em que encontraram um
aumento de RAGE, TLR5, TLR7 e da subunidade p22-NADPH oxidase no cortex
frontal de murinos, sugerindo o recrutamento de mecanismos compensatorios para
conter a inflamacao inata (VIANA ; PITA; LEMOS; RIAL et al., 2017).

No Capitulo Il estdo presentes os resultados do trabalho in vivo realizado com
camundongos machos e fémeas nocautes para o gene TLR4, desafiados com um
indutor de dano dopaminérgico estriatal, a 6-OHDA. Durante quatro semanas
avaliamos a evolucdo de danos ndo motores e motores decorrentes da denervagao
dopaminérgica induzida por 6-OHDA. Apés 30 dias avaliamos danos cerebrais por
imunofluorescéncia de microscopia, a fim de avaliar processos neuroinflamatérios e
neurodegenerativos regulados pelo TLR4 e influenciados pelo sexo.

A 6-OHDA é um analogo da dopamina usada como modelo de denervacao
dopaminérgica e, quando administrada intracerebral, é transferida pelo transportador
de dopamina (DAT) para os neurbnios dopaminérgicos e se acumula nas
mitocondrias, inibindo a atividade do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial
(GLINKA; TIPTON; YOUDIM, 1996). Quando injetada no corpo estriado, uma 6-
OHDA induz dano retrégrado, progressivo e parcial aos neurdnios dopaminérgicos,
induzindo a leséo progressiva (até 3 semanas) menos aguda, 0 que € mais relevante

para DP (BECKER; DEMIRBAS; JOHANN; ZENDEDEL et al., 2018). Conforme
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vinculado por Zeng e colaboradores, existem mais duas vantagens de usar o modelo
intraestriatal 6-OHDA: aumentar a taxa de sucesso em camundongos devido a
grande estrutura do corpo estriado e, além de induzir danos motores, produz
sintomas ndo motores de DP (ZENG; GENG; JIA, 2018), incluindo disfuncdo
cognitiva, psiquiatrica e gastrointestinal (Zeng et al., 2018). Dessa forma, nas duas
primeiras semanas apos insulto com 6-OHDA avaliamos comportamentos nao
motores nos camundongos selvagem e nocaute para o gene TLR4.

Em nossas avaliacGes de testes de comportamento ndo motores encontramos
alteracdo dos sintomas no sexo masculino, qgue se mostrou mais afetado no inicio da
lesdo da 6-OHDA. A depressdo é a condicdo psiquiatrica mais comum na DP
(SLAUGHTER; SLAUGHTER; NICHOLS; HOLMES et al.,, 2001), presente nos
pacientes do nosso estudo clinico, e também desencadeada pela 6-OHDA em nosso
modelo animal, principalmente em camundongos machos: comportamento
semelhante a depresséo ligado a menores alternancias nos bracos do labirinto em Y,
maior imobilidade no teste de suspensédo da cauda e menor limpeza no teste de
borrifada de sacarose na cauda. O TLR4 provou ser importante nas duas primeiras
semanas, especialmente em machos, apresentando papel protetor. Na literatura ja
foi demonstrado que a ativagdo do TLR4 provoca sintomas semelhantes a
depressdo em modelos animais, tanto comportamentais quanto fisiologicamente,
subjacentes a atividade imune induzida por estresse (LIU; BUISMAN-PIJLMAN;
HUTCHINSON, 2014)

Injetamos 6-OHDA na regidao dorsomedial do estriado, que desencadeia um
efeito geral na locomogédo no decorrer do tempo (HERNANDEZ-BALTAZAR,;
ZAVALA-FLORES; VILLANUEVA-OLIVO, 2017). No final da quarta semana

encontramos déficit de desempenho no teste de poste, principalmente no sexo
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masculino, e comportamento de rotacdo induzido pela apomorfina. O teste da
apomorfina € o mais sensivel para a deteccdo de lesGes parciais no sistema
nigroestriatal; o animal demonstra alteracdées comportamentais a partir de 30% de
perda de corpos neuronais dopaminérgicos na substancia negra (SN), que foi
confirmada por fluorescéncia da proteina tirosina hidroxilase (TH+). A resposta
exacerbada induzida a apomorfina revelou lesdo no sistema dopaminérgico em
camundongos machos e fémeas, e TLR4" nao foi funcionalmente capaz de prevenir
a perda neuronal dopaminérgica para projecdes corticais. Curiosamente, 0s
comportamentos mostram que o TLR4 apresenta papel importante na locomocao: os
animais TLR4™ tratados com 6-OHDA apresentaram um déficit motor quando
comparados aos tratados com salina, ou até mesmo aos selvagens.

Alguns autores afirmam que o teste de apomorfina € um indicador pobre da
extensdo geral da morte de células nigrais ou denervacéo do estriado no modelo de
lesdo unilateral (KIRIK; ROSENBLAD; BJORKLUND, 1998). Postulamos que esse
efeito pode estar ocorrendo em nosso modelo, uma vez que o marcador de
neurénios dopaminérgicos diminuiu no corpo estriado com injecao de 6-OHDA em
mulheres, mas nos homens essa perda nao foi significativa. Ao mesmo tempo, nao
vimos qualquer neuroinflamacéo gerada por 6-OHDA ou nocaute de TLR4 no
estriado de camundongos machos e fémeas, uma vez que nado houve mudanca na
populacdo glial residente, como seréa discutido em seguida. Esses resultados podem
explicar o desempenho nas avaliagbes motoras, uma vez que n&o encontramos
comprometimento completo em todos os parametros comportamentais analisados.

Avaliando os resultados teciduais, a 6-OHDA induziu morte de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc) de machos e fémeas em

até 40%, quando comparamos o lado ipsilateral (em que foi injetada a droga) em
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relacdo ao contralateral. J& no estriado, vimos morte neuronal significativa apenas
em fémeas. Estruturalmente, a SNpc € responsavel por emitir projecbes de
neurénios dopaminérgicos para o corpo estriado, onde sera regulada a acédo dos
neurénios inibidores do globo palido externo (GPe), inibindo movimentos
involuntarios pela via indireta e facilitando os movimentos realizados pela via direta.
A morte neuronal acentuada tem como consequéncia direta danos locomotores
progressivos em modelos e pacientes. Acreditamos que um acompanhamento mais
prolongado desses animais sera capaz de detectar danos dopaminérgicos e
consequentemente motores mais evidentes

Uma hipotese sobre a causa da degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos
nigroestriatais € que a DP é causada pela morte celular programada (apoptose)
devido ao aumento dos niveis de citocinas, proteinas relacionadas a apoptose e/ou
diminuicao dos niveis de neurotrofinas. Como ja discutido nesta tese, muitos estudos
relatam tanto aumentos como diminuicées nos niveis de citocinas pré-inflamatérias e
neurotrofinas no cérebro de pacientes com DP, sugerindo assim que a
neuroinflamacéo e a apoptose podem contribuir para a patogénese da DP.

Sabe-se que 0s neurdnios dopaminérgicos na SN sdo relativamente sensiveis
ao estresse (JACKSON-LEWIS; SMEYNE, 2005) e que ha uma grande populacao
de micrdglia no SN em comparacdo com outras regides do SNC (BLOCK; ZECCA,
HONG, 2007). No modelo 6-OHDA, verificou-se que a ativacao da micrdglia ocorre a
partir do terceiro dia apds a lesdo até a terceira semana pos-lesdo, precedendo a
morte dopaminérgica, enquanto ndo sao encontradas alteracbes no numero de
astrocitos (WALSH; FINN; DOWD, 2011). Dessa forma, torna-se evidente o papel da
inflamac&o: um passo crucial na cascata patogénica que leva a neurodegeneracao.

Encontramos reatividade microglial majoritariamente na SN de camundongos
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fémeas enquanto que os machos ndo apresentaram alteracfes significativas na
densidade glial devido a injecdo de 6-OHDA, consistente com os resultados da
literatura (MITRA; CHAKRABARTI; DUTTA; RAY et al., 2015). Os astrocitos, apesar
de ndo apresentarem alteracées no niumero da populacdo, apresentaram alteracoes
morfolégicas na SNpc, potenciais indicadores de sua reatividade. O receptor TLR4,
por sua vez, mostrou ter um papel importante na neuroinflamacéo, uma vez que em
animais TLR4™ o perfil de reatividade glial foi atenuado.

O processo inflamatério central (ativacao/proliferacdo de micréglia/astrocitos,
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e radicais livres) € um importante evento
primario que leva ao processo neurodegenerativo. De acordo com um estudo clinico
gue usou tomografia por emissdo de pasitrons para estudar a microglia ativada no
cérebro de pacientes com DP idiopatica, houve auséncia de alteracdes significativas
na ativacdo da microglia ao longo do tempo, sugerindo que a inflamacéao cerebral
ocorre no inicio do processo da DP (GERHARD; PAVESE; HOTTON; TURKHEIMER
et al., 2006). Acreditamos que é isso que esteja ocorrendo aqui, principalmente
quando comparamos a processos neuroinflamatérios e neurodegenerativos mais
brandos em fémeas nocautes. Os camundongos machos, possivelmente ja tiveram
um pico de resposta imune anterior as fémeas, desencadeando danos neuronais
(como revelado em comprometimentos ndo motores nas primeiras duas semanas
apos a injecdo de 6-OHDA); apos 30 dias s6é conseguimos detectar a morte
neuronal.

Nossos resultados revelam wuma influéncia relevante do sexo no
desenvolvimento da patologia. E relatado que camundongos fémeas geram
respostas imunes humorais e celulares mais robustas e potencialmente protetoras

apos desafio antigénico do que machos (KLEIN; FLANAGAN). Além disso, os
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estrogenos aumentam a expressdo da superficie do TLR4 em macrofagos em
murinos, desempenhando um papel protetor na resisténcia a infecgdes bacterianas
(RETTEW; HUET; MARRIOTT, 2009). Os estrogenos também podem induzir a
expressao de DAT (transportadores de dopamina) (JURADO-CORONEL; CABEZAS;
AVILA RODRIGUEZ; ECHEVERRIA et al., 2018), que estdo relacionados a niveis
mais elevados de dopamina circulante em mulheres (JONIEC; CIESIELSKA,;
KURKOWSKA-JASTRZEBSKA; PRZYBYLKOWSKI et al., 2009), conferindo a elas
uma menor suscetibilidade a DP.

Por fim, quando avaliamos como se encontrava o RAGE nesse modelo,
verificamos que seu imunocontetdo néo foi alterado pela 6-OHDA e nem por TLR4 -
" no entanto, parece alterar a expressdo para outro tipo celular. Sabe-se que a
inflamacéo sistémica altera o local da expressdo RAGE das células endoteliais para
neurénios em diferentes areas do cérebro (GASPAROTTO; RIBEIRO; DA ROSA-
SILVA; BORTOLIN et al., 2019; RABELO; GUIMARAES; OLIVEIRA; GASPAROTTO
et al., 2016). Aqui, a 6-OHDA parece induzir a expressao de RAGE em neurdnios de
machos e fémeas, o que nos leva a acreditar que é um importante mediador da
morte neuronal, especialmente em machos, porque o nocaute do TLR4 néo foi
capaz de impedir essa alteracdo na expressao do tipo celular. Contudo, sé&o
resultados preliminares meramente especulativos; mais investigacdes sao
necessarias para gerar dados consolidados.

O TLR4 e o RAGE compartilham alguns agonistas e, quando ativados, ambos
também podem acionar vias de sinalizacdo a jusante convergentes (ou até as
mesmas vias), atingindo um amplo espectro de efeitos apos a ativacdo do receptor
(Ibrahim et al., 2013; Gasiorowski et al., 2018). No presente trabalho, descobrimos

que a auséncia de TLR4 no modelo de denervacdo dopaminérgica exerceu apenas
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uma protecdo parcial, que inclui comportamentos ndo motores em machos,
neuroinflamacéo e degeneragdo em fémeas. Assim, as intervenc¢des no crosstalk de
RAGE e TLR4 podem ser consideradas como um alvo potencial para tratamentos
futuros.

A fim de explorar esses mecanismos moleculares por de tras das respostas
imunologicas e inflamatérias reguladas por TLR4 e RAGE, desenvolvemos no
Capitulo 11l um modelo celular in vitro com macrofagos. Sabe-se que macréfagos sao
atores-chave na homeostase tecidual devido as acdes pleiotropicas de sinalizagao,
gue ocorrem através de receptores de reconhecimento e secrecdo de citocinas
(BECKER; DE BASTIANI; PARISI; GUMA et al., 2015). Portanto, utilizamos uma
linhagem celular de mondécitos humanos, U937, submetidos a um protocolo de
diferenciacdo celular para macrofagos; através de silenciamento génico, bloqueio
farmacoldgico, ou estimulo por agonistas, modulamos a expressédo e acao de RAGE
e TLR4. A partir de entdo, desejamos avaliar a importancia dos receptores na
modulagéo da polarizagéo celular para um perfil pr6 e anti-inflamatério, através da
producéo de citocinas especificas, bem como a ativacéo do fator de transcricdo NF-
kB, producao de NO e atividade de fagocitose.

Os mondcitos sdo células em suspensao presentes fisiologicamente na
corrente sanguinea; quando diferenciados a macrofagos, ocorre uma ativacado
celular e aumento das proteinas de superficie, responsaveis pela adesdo e de
reconhecimento celular. Os receptores TLR4 e RAGE tiveram expressdo aumentada
em macréfagos U937, estabelecendo um bom modelo para estudar estes
receptores.

Através da microscopia conseguimos identificar que o LPS induz alteracéo

fenotipica dos macrofagos, confirmado pela ativacdo de NF-kB, producédo de NO e
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atividade de fagocitose; ja a expressao de citocinas pro-inflamatoérias nao foi alterada
significativamente. Nesse contexto, 0 RAGE se mostrou relevante, uma vez que o
seu silenciamento génico foi capaz de diminuir os efeitos identificados,
principalmente quando silenciado sozinho (associado a inibicdo de TLR4 ndo teve
efeito sinérgico). A IL-4 também desencadeou uma resposta nos macréfagos,
alterando sua morfologia, porém sem alteracbes dos marcadores inflamatérios.
Assim, identificamos o envolvimento evidente dos receptores, majoritariamente do
RAGE, nas respostas pro-inflamatorias desencadeadas pelo LPS, mas sem
comprovacoes de sinergismo com o TLRA4.

Os agonistas HSP70 e HMGBL, corroborando com a literatura, foram capazes
de perpetuar o quadro proé-inflamatério, como visto pela inducdo da expresséo de
citocinas pré-inflamatérias e producdo de NO. Paralelamente, diminuiram a resposta
alternativa, avaliada pela expressédo de genes anti-inflamatorios. Ja no experimento
de fagocitose, apenas a HSP70 foi capaz de estimular essa resposta celular de
macroéfagos.

Como a ativacao de RAGE nas reac¢0fes inflamatdrias desencadeia um circulo
vicioso de retroalimentacédo positiva, a perpetuacdo da sinalizacdo de RAGE nas
vias reguladas por TLR4 pode ser prejudicial (Gasiorowski et al., 2018). Trabalhos
anteriores do nosso grupo mostram que, ao bloquear o RAGE, a maioria de dos
danos relacionados & DP sdo evitados, mas ndo todos, bem como em modelo
celular RAGE estd modulando a maioria das respostas ativadas por HPS70
extracelular (SOMENSI; BRUM; DE MIRANDA RAMOS; GASPAROTTO et al.,
2017).

Os dados celulares ainda ndo se encontram conclusivos, porém os resultados

obtidos até entdo nos levam a propor um papel essencial dos receptores na
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modulacao positiva da resposta pro-inflamatoria, mas ndo diretamente na modulacéo
da atividade anti-inflamatéria. Mais estudos sdo necesséarios para avaliar os
mecanismos pelos quais 0 RAGE por si s6 ou associado ao TLR4 é capaz de mediar
o gatilho e perpetuacdo da resposta imunologica, bem como o agravamento do

quadro inflamataorio.
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6 Conclusdes

As pesquisas desenvolvidas nesta tese visam elucidar os mecanismos nos
quais o RAGE, TLR4 e seus ligantes estdo envolvidos durante processos
inflamatorios, bem como neuroinflamatérios e neurodegenerativos da Doenca de
Parkinson. Para isso, utilizamos trés modelos de estudo: um clinico, com pacientes
diagnosticados com DP, um modelo in vivo de denervagdo dopaminérgica, € um
estudo in vitro utilizando modelo celular de macrofagos.

Nos estudos desta tese demonstramos que os agonistas de TLR4 e RAGE
presentes no soro dos pacientes com Parkinson estdo ligados a processos
inflamatorios, que possuem alteracdo de perfil ao longo do tempo. Conjuntamente
eles funcionam como bons preditores da doenca. Ja a auséncia do receptor TLR4 no
modelo de denervacdo dopaminérgica exerceu apenas protecdo parcial,
principalmente no que diz respeito a comportamentos ndo motores iniciais,
neuroinflamacéo e degeneracdo em fémeas. Em macréfagos em cultura, o RAGE se
mostrou mais relevante nas respostas pro-inflamatérias, e, a priori, 0 bloqueio de
ambos os receptores nao mostrou efeito protetor.

Concluimos que os receptores RAGE e TLR4 sdo importantes para 0s
desfechos inflamatérios e celulares, como a ativacdo de células imunoldgicas,
neuroprotecdo em um quadro de neuroinflamacéo e desenvolvimento da doenca de
Parkinson. Mais estudos ndo necessarios para entender o crosstalk molecular e
celular de RAGE e TLR in vitro para poder ser aplicado em ensaios in vivo e
pesquisa clinica. Assim, poderemos estabelecer como esses receptores sao
capazes de regular respostas em diferentes contextos, e validar um alvo para o

tratamento de processos inflamatérios e neuroinflamatorios.
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7 Perspectivas

Assim como todo trabalho, possuimos limitagbes que nos impediram de
desenvolver todos o0s objetivos estabelecidos para a tese. Contudo, devido a
situacdo de calamidade ocasionada pela da pandemia do covid-19, precisamos
realizar novos delineamentos e adaptar as pesquisas que estavam em
desenvolvimento. No estudo clinico, houve suspensdo temporaria do
acompanhamento dos pacientes para a reavaliagdo, além da finalizagcdo do
recrutamento de novos individuos. Ja no estudo in vivo, em que planejavamos
realizar duas levas de experimentacdo animal, conseguimos realizar apenas o
primeiro ensaio, ficando com algumas questbes em aberto. O estudo in vitro foi
atrasado e os experimentos estdo em andamento.

Portanto, apresentamos algumas perspectivas para cada estudo:

Estudo clinico:
. Finalizar as avaliagbes séricas em todos os individuos do estudo,
principalmente na reavaliacéo, priorizando a dosagem de a-sinucleina e B-amiloide;
o Avaliar o conteitdo RAGE e TLR4 nas células mononucleares do sangue
(PBMCs, do inglés “peripheral blood mononuclear cells”) e linfécitos, bem como o

imunocontetdo sérico de RAGE soluvel.

Modelo in vivo:
o Realizar nova experimentagdo animal utilizando o mesmo o modelo de
denervacdo dopaminérgica intraestriatal em camundongos nocautes para TLRA4.
Deseja-se acompanhar esses animais em diferentes tempos: ap0s uma, quatro e
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oito semanas, avaliando os comportamentos juntamente com 0s imunoconteddos
cerebrais avaliados, a fim de correlacionar esses aspectos na evolucao da patologia;
o Nas fémeas, realizar a dosagem hormonal de estrogénio e ciclagem;

o Avaliar a presenca de citocinas e DAMPS/agonistas de TLR e RAGE no soro
dos animais, a fim de correlacion-los com os achados dos pacientes;

o Realizar a dosagem de dopamina e receptores/transportadores de dopamina
no estriado e substancia negra;

o Detectar o imunoconteudo de proteinas sinalizadoras de vias inflamatorias e

apoptoéticas no cérebro e sangue dos animais;

Modelo in vitro:

o Padronizar os protocolos de polarizacdo e confirmar resultados obtidos,
através de dos ensaios de RT-gPCR, ativacdo de NF-kB, fagocitose e producédo de
oxido nitrico;

o Mensurar a atividade de fagocitose através de citometria de fluxo, avaliando
células individualmente;

o Analisar a atividade da enzima NAPDH oxidase e expressao das suas
subunidades, como um parametro complementar na avaliacdo da ativacdo de

macréfagos, especialmente através de RAGE;

o Avaliar vias de sinalizacdo inflamatérias e apoptoéticas ativadas em nosso
modelo;
o Por fim, deseja-se avaliar se meio condicionado com 0 soro de pacientes com

DP é capaz de modular as atividades inflamatoérias de macréfagos, e a contribuicédo

de TLR4 e RAGE nestes eventos através do uso dos seus inibidores farmacoldgicos.
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