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RESUMO 

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

aumenta proporcionalmente em relação ao aumento da expectativa de vida populacional. 

Disfunção mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade e neuroinflamação crônica são 

alguns dos mecanismos que levam à degeneração progressiva dos neurônios dopaminérgicos 

da substância nigra pars compacta, uma das características fisiopatológicas da DP. O RAGE é 

um receptor transmembrana, com capacidade de reconhecimento multiligante e a indução da 

sua expressão nas células, ativa importantes vias de sinalização associadas ao estresse oxidativo 

e neuroinflamação. O TLR4, um receptor de membrana, possui um desempenho crucial durante 

processos inflamatórios. Sua estimulação excessiva está associada a produção mediadores pró-

inflamatórios estando implicado em diversos estudos sobre progressão da neurodegeneração. A 

cooperação RAGE e TLR4 resulta na perpetuação de suas expressões, aumentando a sua 

atividade e promovendo uma sustentação da inflamação, devido a ativação sinérgica de suas 

vias de sinalização. Até o momento, a cooperação entre RAGE e TLR4 no neurônio é menos 

explorada, criando uma importante lacuna sobre o potencial terapêutico do bloqueio dos 

receptores para abordagens na DP. Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar o papel do 

RAGE e de TLR4 em um modelo in vitro da DP, bloqueando os receptores através da 

administração dos inibidores FPS-ZM1 e TAK-242, respectivamente, na linhagem celular SH-

SY5Y diferenciada por ácido retinóico exposta a 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Os resultados 

mostram que houve uma interdependência entre RAGE e TLR4 em um contexto neuronal. 

Ainda, a 6-OHDA induziu o aumento da expressão do RAGE e de TLR4, bem como das 

citocinas TNFα e IL6. Além disso, a inibição do RAGE e TLR4 atenuou a neuroinflamação no 

modelo e foi capaz de suprimir a disfunção da atividade mitocondrial induzida pela 6-OHDA. 

Tais resultados sugerem que o crosstalk da sinalização de RAGE e de TLR4 controla eventos 

críticos para a manutenção da viabilidade neuronal em um contexto de toxicidade 

dopaminérgica, através do controle da expressão de citocinas pró-inflamatórias que acontece 

provavelmente em respostas as disfunções mitocondriais. 

 

 

Palavras-chave: RAGE; TLR4; Doença de Parkinson; Neuroinflamação; Neurodegeneração; 

6-OHDA; 
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ABSTRACT 
 
Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease, and its incidence increases 

proportionally with the increase in population life expectancy. Mitochondrial dysfunction, 

oxidative stress, excitotoxicity and chronic neuroinflammation are some of the mechanisms that 

lead to the progressive degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars 

compacta, one of the pathophysiological characteristics of PD. RAGE is a transmembrane receptor, 

capable of multiligand recognition and the induction of its expression in cells, activates important 

signaling pathways associated with oxidative stress and neuroinflammation. TLR4, a membrane 

receptor, plays a crucial role during inflammatory processes. Its excessive stimulation is associated 

with the production of pro-inflammatory mediators, being implicated in several studies on the 

progression of neurodegeneration. The cooperation of RAGE and TLR4 results in the perpetuation 

of their expressions, increasing their activity and promoting inflammation sustenance due to the 

synergistic activation of their signaling pathways. To date, the cooperation between RAGE and 

TLR4 in the neuron is less explored, creating an important gap on the therapeutic potential of 

receptor blockade for approaches in PD. Therefore, the aim of this study was to verify the role of 

RAGE and TLR4 in an in vitro model of PD, blocking the receptors through the administration of 

FPS-ZM1 and TAK-242 inhibitors, respectively, in the retinoic acid differentiated SH-SY5Y cell 

line exposed to 6-hydroxydopamine (6-OHDA). The results show that there was an 

interdependence between RAGE and TLR4 in a neuronal context. Furthermore, 6-OHDA induced 

an increase in the expression of RAGE and TLR4, as well as the cytokines TNFα and IL6. 

Moreover, inhibition of RAGE and TLR4 attenuated neuroinflammation in the model and was able 

to suppress the dysfunction of mitochondrial activity induced by 6-OHDA. These results suggest 

that the crosstalk of RAGE and TLR4 signaling controls critical events for the maintenance of 

neuronal viability in a context of dopaminergic toxicity, through the control of the expression of 

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

 

 

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

OHDA.
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

6-OHDA 6-Hidroxidopamina 

Ab peptídeo b-amilóide 

AR Ácido Retinóico 

AGER gene humano do RAGE 

AGEs Produtos Finais de Glicação Avançada 

BHE Barreira Hematoencefálica 

DA Doença de Alzheimer 

DAMPs Padrão Molecular Associado a Dano 

DAT Transportador de Dopamina (Dopamine Transporter) 

DBS Estimulação Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation) 

DMSO Dimetilsulfóxido  

DP Doença de Parkinson 

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinases 1/2 

FPS-ZM1 N-benzil-4-cloro-N-cyclohexylbenzamide 

HMGB1 High mobility group box 1 protein 

HSP70 Proteína de choque térmico 70kDa 

IL1b	Interleucina 1 beta 

IL6 Interleucina 6 

IL8 Interleucina 8 

IL10 Interleucina 10 

JNK c-Jun N-terminal kinases 

LCR Líquido Cefalorraquidiano 

LDH Lactato Desidrogenase 

LPS Lipopolissacarídeo de parede celular bacteriana 

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

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

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

NADPH Fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina  

NF-kB Fator Nuclear kappa B 

PAMPs Padrão Molecular Associado a Patógenos 
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PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

RAGE Receptor para Produtos Finais de Glicação Avançada  

EROs Espécies Reativas de Oxigênio 

RRP Receptor de Reconhecimento de Padrões 

S100B S100/calgranulina tipo B 

SFB Soro Fetal Bovino 

SNC Sistema Nervoso Central 

SNpc Susbstância Nigra pars compacta 

SRB Sulforhodamine B 

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

TH Tirosina Hidroxilase  

TLR Receptor do Tipo Toll (Toll Like Receptor)  

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

TNFa Fator de Necrose Tumoral alpha
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇA DE PARKINSON 
  

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa de caráter progressivo, 

caracterizada por quatro principais sintomas motores: tremores de repouso, rigidez muscular, 

bradicinesia e instabilidade postural. O surgimento dos distúrbios motores na DP resulta da morte 

seletiva de neurônios dopaminérgicos na substância nigra pars compacta (SNpc), bem como da 

redução acentuada dos níveis de dopamina no estriado. Em muitos casos, a morte neuronal é 

precedida pela presença dos corpos de Lewy - inclusões citoplasmáticas compostas por α-

sinucleína fibrilar, ubiquitina, proteína tau associada à mielina e outras proteínas (Hirsch et al., 

2021). É possível que essas inclusões possam se formar nos estágios iniciais do processo 

patológico, em diversas áreas do sistema nervoso, expandindo gradualmente para outras regiões 

cerebrais, contribuindo para a evolução contínua da doença. Em seus estágios iniciais, esse 

processo não afeta o sistema dopaminérgico da SNpc e do estriado, nem compromete o 

comportamento motor (Del Tredici et al., 2016). 

Quanto à frequência em relação a outras doenças neurodegenerativas, a DP ocupa a 

segunda posição, ficando atrás apenas da Doença de Alzheimer (DA). A incidência da DP, bem 

como de outras doenças neurodegenerativas, aumenta proporcionalmente em relação ao aumento 

da expectativa de vida populacional; e sua faixa etária de prevalência situa-se acima dos 60 anos 

(Tysnes e Storstein, 2017). Em indivíduos com mais de 80 anos, os sintomas são observados em 

cerca de 4% da população global (Bandres-Ciga et al., 2019). As terapias atuais permanecem 

predominantemente sintomáticas, focando em atenuar a disfunção nigroestriatal, por meio de 

intervenções farmacológicas - que aumentam a disponibilidade de dopamina; ou intervenções 

cirúrgicas - como a estimulação cerebral profunda (DBS) (Mahlknecht et al., 2020; Poewe e 

Espay, 2020). É importante ressaltar que estas medidas não abordam as causas subjacentes da 

neurodegeneração. 

Através dos anos, têm sido amplamente explorados vários mecanismos celulares e 

moleculares que possam contribuir para o desencadeamento da morte neuronal. Estes incluem não 

apenas a disfunção mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade, perda de proteostase, mas 

também, perturbações no processo autofágico e neuroinflamação (Michel et al., 2016; Portz et al., 

2021; Hirsch et al., 2021). Contudo, apesar dos esforços em investigação, questões relacionadas 

à raiz da morte neuronal continuam sem solução definitiva. 
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1.1.1 Neuroinflamação e Neurodegeneração 
 

A neuroinflamação, refere-se a um processo complexo de resposta imunológica e 

inflamatória que ocorre no sistema nervoso central (SNC), em virtude de lesões, infecções, 

disfunções neurodegenerativas e outros estímulos patológicos. Essa resposta é gerada via ativação 

de várias células do sistema imunológico inato, como micróglia, astrócitos, monócitos e 

neurônios, e induz a produção de mediadores inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas e 

fatores de crescimento (Kempuraj et al, 2016). 

Em condições de homeostase celular, essas respostas inflamatórias são neuroprotetoras e 

buscam atenuar os efeitos prejudiciais das condições patológicas no SNC, como a remoção de 

células mortas ou danificadas e reparação de tecidos. No entanto, em cenários crônicos, essa 

resposta pode se tornar exacerbada e contribuir para a progressão de doenças neurodegenerativas, 

incluindo a DP (Hunter et al., 2007; Pajares et al., 2020). O efeito da inflamação na sobrevivência 

de neurônios da via nigroestriatal tem sido investigado através da utilização de lipopolissacarídeo 

de parede celular bacteriana (LPS), bem como de toxinas indutoras de degeneração 

dopaminérgica, como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetraidropiridina), utilizadas tanto em modelos animais da DP, quanto em modelos in vitro (Chia 

et al., 2020). 

Juntamente a outros transtornos neurodegenerativos, a neuroinflamação tem sido 

fortemente vinculada à patogênese da DP. No entanto, seriam os eventos neuroinflamatórios, 

causa ou consequência, da degeneração neuronal progressiva na DP? Esta e várias outras 

questões-chave relacionadas a complexa ligação entre os processos neuroinflamatórios e a 

degeneração neuronal, ainda precisam ser abordadas (Gelders et al., 2018). Entretanto, alguns 

processos chave tem sido amplamente estudados: 

 

Agregação de α-sinucleína: A agregação anormal da proteína α-sinucleína constitui uma das 

premissas centrais para elucidar os mecanismos subjacentes à degeneração dos neurônios 

nigroestriatais na DP (Kazantsev et al., 2008). Pode tornar-se neurotóxica, quando seus 

monômeros solúveis são levados à oligomerização e fibrilação (insolúveis). Além disso, a queda 

da proteostase, possivelmente devido a idade, exerce uma função proeminente no acúmulo da α-

sinucleína. Esse quadro pode ativar respostas inflamatórias e contribuir para a morte neuronal 

(Paleologou et al., 2009). 
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Liberação de citocinas pró-inflamatórias: Células em senescência ou danificadas podem liberar 

DAMPs (Padrões Moleculares Associados a Danos), interleucinas e/ou EROs (espécies reativas 

de oxigênio) mitocondriais que desencadeiam uma resposta imune inata após a interação com 

receptores de reconhecimento de padrões (RRPs) (Hirsch et al., 2009). A ativação sustentada de 

NLRP3, e fatores de transcrição - NF-kB e AP-1 por exemplo; eleva a síntese de citocinas, como 

IL1β, IL6, IL10 e TNFα (King e Thomas, 2017), perpetuando as respostas inflamatórias, 

corroborando para a degeneração neuronal. 

 

Estresse oxidativo: Sob condições fisiológicas, EROs são importantes para a defesa do 

hospedeiro e diversos processos celulares (Shukla et al., 2011). Entretanto, quando há um 

acúmulo, a atividade antioxidante celular é sobrecarregada e a neuroinflamação pode ser um fator 

chave para o desencadeamento do estresse oxidativo. Compostos citotóxicos se acumulam e 

causam colapso proteico, degradação lipídica e morte celular. Essas disfunções podem contribuir 

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

 

Disfunção mitocondrial: Na DP, a disfunção mitocondrial abrange anormalidades nos processos 

metabólicos e energéticos mitocondriais. Acredita-se que as mitocôndrias contribuam para o 

envelhecimento e neurodegeneração, através do acúmulo de mutações no DNA mitocondrial 

(mtDNA) e da produção de EROs (Büeler H., 2009; Lin e Beal, 2006). Além disso, a disfunção 

mitocondrial pode perturbar a homeostase do cálcio intracelular, influenciando na sobrevivência 

dos neurônios. Também, a interação entre agregados de α-sinucleína e mitocôndrias mostrou ter 

o um impacto adverso na função mitocondrial (Picca et al., 2021). 

 

1.2 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICAÇÃO AVANÇADA (RAGE) 
 

O RAGE foi descrito, inicialmente, como um receptor da sinalização para produtos finais 

de glicação avançada (AGEs) (Neeper et al., 1992). Atualmente, o RAGE está associado ao 

reconhecimento de DAMPs e padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e, portanto, 

pode ser considerado um RRP. Além disso, é membro da superfamília das imunoglobulinas, 

possui característica multiligante, bem como expressão de múltiplas isoformas oriundas de 

splicing alternativo ou clivagem proteolítica (Kierdorf e Fritz, 2013). A expressão do receptor 

depende do tipo de célula e do estágio de desenvolvimento. Em geral, o RAGE é 

constitutivamente expresso durante o desenvolvimento embrionário e diminuído na vida adulta, 

exceto na pele e nos pulmões, onde o RAGE é altamente expresso ao longo da vida. Por outro 
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lado, RAGE apresenta uma expressão baixa em células endoteliais, cardiomiócitos, neutrófilos, 

macrófagos, linfócitos e células dendríticas, fisiologicamente (Gasparotto et al., 2023). No SNC, 

a presença do RAGE também é registrada, na glia e nos neurônios (Huttunnen et al., 2000; 

Schmidt et al., 2007; Ott et al., 2014). 

Em condições patológicas crônicas, como doenças cardiovasculares, diabetes, câncer, 

doenças neurodegenerativas (Litwinoff et al., 2015; Malik et al., 2015; Derk et al., 2018) ou até 

mesmo devido ao avanço da idade, a expressão do RAGE é aumentada e, em certos casos, de 

maneira exacerbada (Simm A et al, 2004). Portanto, seu papel pode convergir com doenças 

neurodegenerativas ou relacionadas à idade, assim como a DP. Além disso, o RAGE desempenha 

papéis como transportador através da barreira hematoencefálica (BHE) (Deane et al., 2003; 

Yamamoto e Higashida, 2020) e possui função de adesão celular (Sessa et al., 2014). A interação 

com ligantes, perpetua sua expressão na célula, através do desencadeamento de diferentes vias de 

sinalização intracelular - dependendo da célula ou tecido, ligantes e concentração destes ligantes 

envolvidos (Xie et al., 2013; Kierdorf e Fritz, 2013). 

Sobre sua estrutura, a isoforma flRAGE (comprimento total) possui três domínios: um 

domínio extracelular (peptídeo de sinal N-terminal, domínio do tipo V e domínio do tipo C1, 

interconectados no domínio do tipo C2), um domínio transmembrana e uma cauda citoplasmática 

curta. A atividade multiligante de RAGE, se dá através da sua capacidade de reconhecer múltiplos 

padrões em seus domínios extracelulares. Produtos finais de glicação avançada (AGEs), proteína 

box-1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1), peptídeo β-amilóide (Aβ), proteína de choque 

térmico 70kDa (HSP70), S100/calgranulina tipo B (S100B) e Lipopolissacarídeo bacteriano 

(LPS), são alguns de seus ligantes mais conhecidos (Gasparotto et al., 2023). Na sua forma N-

truncada (sem o peptídeo N-terminal e o domínio do tipo V), NRAGE perde a capacidade de 

reconhecer alguns ligantes (Yonekura et al., 2003).  

Tanto a isoforma solúvel extracelular (esRAGE) quanto a isoforma clivada (cRAGE), 

possuem o domínio C-terminal truncado, podendo ser secretados extracelularmente, mas 

resultando na perda da sinalização mediada por RAGE (Zong et al., 2010). Entretanto, as 

isoformas ainda podem reconhecer seus ligantes na porção extracelular (Ding e Keller, 2005) e 

atuarem como bloqueadores, impedindo a ligação de flRAGE a ligantes. Nesse contexto, as 

isoformas atuam como chamarizes para esses ligantes (Bierhaus et al., 2005). Além disso, o 

RAGE solúvel (sRAGE) também pode interferir na função da isoforma completa e, 

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

 

1.2.1 RAGE – Neuroinflamação e DP 
 

A presença de neuroinflamação é uma característica intrínseca às patologias 

neurodegenerativas, e um conjunto significativo de estudos tem estabelecido a associação do 

RAGE na conexão entre a neuroinflamação e a neurodegeneração. Dentre os elementos que 

podem contribuir para a instauração da inflamação crônica, observa-se que o RAGE desempenha 

um papel relevante na indução da resposta inflamatória em células do SNC, sob condições 

diversas (Ray et al., 2016; Gasparotto et al., 2017; Gasparotto et al., 2018; Shen et al., 2021). A 

relevância do RAGE na regulação de cascatas inflamatórias parece estar conectada com dois 

importantes fatores: a hiperativação de vias específicas e a indução da sua expressão nas células. 

É sabido que, em contextos fisiológicos e em baixas concentrações, a presença do RAGE 

nos neurônios pode estar associada à proteção, reparação e regeneração de neuritos. Um dos 

principais mecanismos de sobrevivência induzida pelo RAGE é, possivelmente, mediado por 

baixos níveis de EROs, que são gerados pela ativação da enzima NADPH oxidase (Piras et al., 

2016). Evidências experimentais delineiam a influência das vias HMGB1/S100-RAGE-NF-κB, 

as quais demonstram plasticidade funcional condicionada pelo tipo celular e pela intensidade da 

ativação (Hori et al., 1995; Huttunen et al., 2000; Leclerc et al., 2007; Sorci et al., 2013). Todavia, 

em cenários caracterizados por concentrações elevadas de ligantes (como na lesão tecidual ou no 
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início do processo inflamatório), observa-se um expressivo aumento da expressão de RAGE no 

tecido cerebral e elevando níveis de EROs intracelulares, promovendo o desequilíbrio do estado 

redox (Piras et al., 2016). Essas descobertas corroboram a perspectiva de que a hiperativação das 

vias de sinalização governadas pelo RAGE e sua expressão acentuada podem estar ligadas a 

eventos deletérios, tais como a amplificação da sinalização inflamatória e a consequente 

degeneração neuronal (Taguchi et al., 2000; Takuma et al., 2009; Chuah et al., 2013; Piras et al., 

2016). 

Portanto, além do tipo celular ter importância no desfecho da sinalização, a concentração 

de ligantes também é um fator chave na predição do efeito do RAGE na homeostase celular. Esses 

efeitos contraditórios parecem não estar relacionados aos tipos de ligantes do RAGE, visto que 

diferentes ligantes são capazes de induzir ambos os tipos de resposta celular. Provavelmente, o 

que diferencia de um caso para outro, é a intensidade e a duração do estímulo, e 

fundamentalmente, as características específicas das células (Huttunen et al., 2000; Piras et al., 

2016). Como dito anteriormente, altos níveis do RAGE, estão correlacionados com o 

envelhecimento, onde há o aumento da sua expressão em diversos tecidos (Simm et al., 2004). 

Este aumento durante o envelhecimento, pode ser devido ao acúmulo de ligantes em células 

senescentes, que por sua vez elevam a expressão do receptor através da retroalimentação positiva 

de sua expressão (Li e Schmidt, 1997).  

Reconhecendo alguns ligantes e sendo capaz de transduzir sinalização, o RAGE 

desencadeia importantes vias de sinalização. Ao ativar a proteína NADPH oxidase, que gera 

rapidamente EROs, a expressão de citocinas pró-inflamatórias é aumentada, bem como o aumento 

da formação de ligantes de RAGE (visto que o acúmulo de EROs propicia esse quadro), 

potencializando ainda mais sua ativação (Rouhiainen et al., 2013). Essas respostas são seguidas 

pela ativação de fatores de transcrição conhecidos, como NF-κB por exemplo. Um fato 

importante, é que o gene do RAGE (AGER) possui um elemento responsivo ao NF-κB, e a 

ativação do receptor é capaz de aumentar sua própria expressão, induzindo a transcrição de 

diversos genes pró-inflamatórios - citocinas e quimiocinas por exemplo (Li e Schmidt, 1997; 

Bopp et al., 2008). Esse looping de feedback positivo (Figura 2), tem sido associado a manutenção 

de estados crônicos pró-inflamatórios (Lukic et al., 2008). 

Em muitos casos, é difícil prever o caminho - autofagia, inflamação, crescimento de 

neurite, proliferação ou apoptose (Huttunen et al., 2000; Schmidt et al., 2001; Hou et al. 2014) a 

ser impulsionado pela ativação de RAGE. Essas cascatas de sinalização podem ser ativadas tanto 

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

mecanismos ainda estão em constante estudo. 

 

 
Figura 2. A ativação do RAGE favorece respostas inflamatórias, além de estimular sua própria expressão 

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

 

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

da patogênese da DP. Um estudo in vitro, utilizou o modelo de dano celular por Paraquat, e pode 

observar que o knockdown de um conhecido ligante de RAGE, HMGB1, inibiu a ativação da via 

de sinalização RAGE-P38-NF-κB e a expressão de TNFα e IL6. Esse resultado sugere que o 

HMGB1 está envolvido na morte neuronal induzida pela neurotoxina, através da ativação das vias 

de sinalização de RAGE - que promoveram respostas neuroinflamatórias nas células (Min Huang 

et al., 2020). De mesmo modo, em um modelo in vivo utilizando MPTP, o aumento da expressão 

de RAGE em neurônios dopaminérgicos e células gliais ativou a sinalização NF-κB (Teismann et 

al., 2012). Adicionalmente neste estudo, em camundongos RAGE knockout, observou-se uma 

mitigação na neurodegeneração induzida por MPTP. Esses animais exibiram uma diminuição na 

ativação da micróglia, juntamente com um aumento na contagem de neurônios dopaminérgicos. 

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

inibição farmacológica do receptor - através do seu antagonista, FPS-ZM1, foi utilizada em dois 
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modelos animais: um modelo de dano via 6-OHDA (Gasparotto et al., 2017) e um modelo de 

dano via LPS (Peixoto et al., 2023). Gasparotto e colegas, conseguiram observar que a inibição 

do RAGE, reduziu a ativação de astrócitos e micróglia, diminuiu a perda de neurônios 

dopaminérgicos e a atenuou os déficits locomotores em ratos. De mesmo modo, Peixoto e colegas, 

puderam observar que a ablação do RAGE protegeu contra a gliose, reduziu a carga de α-

sinucleína na SNpc, diminuiu o aumento dos níveis de S100B no LCR e aliviou os déficits 

cognitivo-comportamentais. Portanto, independente da estratégia utilizada, a ablação do RAGE 

anula uma variedade de mecanismos prejudiciais, observados em modelos semelhantes a DP. 

Embora vários desses achados tenham sido de natureza parcial, é provável que investigações 

futuras, apoiadas na compreensão da função do RAGE na DP, especificamente em um contexto 

neuronal, possam abrir vias significativas para a utilização do receptor como abordagem 

terapêutica. 

 

1.2.2 Inibição do RAGE – FPS-ZM1 
 

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

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

Diferente dos anticorpos anti-RAGE, bem como de sRAGE (Yan et al, 2010), que apenas 

bloqueiam flRAGE, porém não cruzam a BHE, o FPS- ZM1 é capaz de atravessar a barreira. É 

importante ressaltar também, que mesmo em altas doses, o inibidor não exibiu toxicidade em 

camundongos (Deane et al., 2012). Uma pesquisa recente, demonstrou que o tratamento com FPS-

ZM1 atenuou os déficits neurológicos induzidos pela oclusão da artéria cerebral média distal 

(MCAO), inibiu a ativação astrocítica e a microgliose induzida por isquemia, bem como diminuiu 

os níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, níveis diminuídos de RAGE, 

inibiram a sinalização de NF-κB, indicando que o FPS-ZM1 foi capaz de produzir um efeito 

neuroprotetor em um modelo in vivo, bem como a reversão da morte neuronal (Shen et al, 2021). 

Como citado anteriormente, em nosso laboratório os papeis da inibição do RAGE, através 

da utilização do FPS-ZM1, vem sendo estudado durante os anos. A reversão da morte neuronal 

dopaminérgica e a supressão da ativação de vias de sinalização inflamatórias após a utilização do 

FPS-ZM1, puderam ser observadas, sugerindo que a inibição do RAGE atenuou a 

neuroinflamação no modelo animal utilizando 6-OHDA como dano (Gasparotto et al., 2017). De 

mesmo modo, agora com a utilização do FPS-ZM1 via intranasal em ratos, a inibição atenuou a 

neuroinflamação crônica induzida por LPS em diferentes regiões cerebrais (Peixoto et al., 2023). 

Em resumo, possíveis abordagens terapêuticas baseadas na inibição do RAGE e seus mecanismos, 
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podem ser a chave para tratar condições nas quais a neuroinflamação e consequente morte 

neuronal desempenham um papel importante. 

 

1.3 TOLL-LIKE RECEPTOR (TLR4) 
 

Os Receptores do Tipo Toll (TLR) são uma família de proteínas localizadas na membrana 

celular com estruturas divididas em três partes: o domínio extracelular com repetições ricas em 

leucina - que é responsável por reconhecer PAMPs e DAMPs; o domínio transmembrana e o 

domínio intracelular - chamado de domínio Toll-interleucina 1 (TIR), que desempenha um papel 

crucial na transmissão de sinais para o interior da célula (Takeda e Akira, 2004). Esses sinais são 

importantes para iniciar respostas imunológicas e de defesa, contra infecções ou danos. Nas 

células, uma variedade de TLRs está presente, ocupando localizações distintas intracelulares. 

O TLR4, um receptor de membrana celular, vem sendo amplamente estudado pelo 

desempenho crucial durante processos inflamatórios. Além de possuir a capacidade de reconhecer 

endotoxinas, como o LPS, TLR4 também reconhece proteínas como HMGB1 e família HSPs 

(Lucas e Maes, 2013). Importante notar, que essas proteínas podem estar presentes no ambiente 

extracelular, não apenas em situações de lesão, mas também em circunstâncias de estresse celular 

e tecidual, sem associação direta com microrganismos invasores. Portanto, sugerindo a 

possibilidade de ativar respostas inflamatórias e imunológicas mesmo na ausência de infecções 

microbianas. 

O papel funcional do TLR4 está vinculado à sua capacidade de formar dímeros, 

permitindo um reconhecimento específico de ligantes. Ao ocorrer a ligação, a ativação do TLR4 

desencadeia uma série de eventos de sinalização, recrutando adaptadores intracelulares contendo 

o domínio TIR, como MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM, por exemplo (Arroyo et al., 2011). Esses 

adaptadores, por sua vez, iniciam vias de sinalização no citoplasma, ativando NF-κB e AP1, que 

orquestram a expressão de genes ligados à imunidade e inflamação. Dentre esses genes, há uma 

variedade de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNFα e várias interleucinas, como IL1β, IL6, 

IL10 por exemplo (Takeda e Akira, 2004; Arroyo et al., 2011). O processo de ativação do NF-

κB, dependente do adaptador TRIF, é conhecido como a "fase tardia" de ativação, contrastando 

com a ativação mais rápida do TLR4 através do adaptador MyD88, denominada "fase inicial". 

Esta coordenação entre a sinalização "precoce" e "tardia" é uma característica essencial do TLR4, 

e pode explicar o desdobramento dos processos inflamatórios crônicos na neurodegeneração 

(Buchanan et al., 2010). 
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1.3.1 TLR4 - Neuroinflamação e DP  
 

Em doenças neurodegenerativas, o TLR4 parece desempenhar um papel tanto 

neuroinflamatório, quanto neuroprotetor. Em condições saudáveis, a presença de TLR4 foi 

identificada em neurônios e células da glia (Tang et al., 2007; Tang et al., 2008) embora sua 

expressão seja mais proeminente na micróglia, em comparação com outros tipos de células no 

SNC (Lehnardt et al., 2003). Neurônios expressam diversas variantes de TLR, incluindo os TLRs 

de 1 a 9, os quais desempenham papéis na regulação da homeostase neuronal (van Noort et al., 

2009). Entretanto, diversas pesquisas estão sendo conduzidas, visando elucidar especificamente, 

a expressão e a ativação do TLR4 em neurônios em condições patológicas do SNC. Amostras 

cerebrais humanas post mortem de pacientes com DP, demonstraram um aumento na expressão 

de TLR4 e MyD88 em várias regiões, com destaque para a SNpc e o putâmen (Shin et al., 2015; 

Kouli et al., 2019; Hughes et al., 2019).	De mesmo modo, em outra análise de amostras de 

cérebros post mortem de pacientes com DP, os pesquisadores observaram um aumento simultâneo 

na expressão da IL1β e do TLR4 em regiões como o córtex frontal e a SNpc (Kouli et al., 2020). 

Além das investigações em amostras humanas, estudos utilizando modelos animais, 

também tem contribuído para a compreensão do papel do TLR4 na DP. No entanto, o papel do 

TLR4 na DP é conflitante quando estes modelos foram usados. Por exemplo, um estudo 

demonstrou que camundongos TLR4 knockout após exposição a MPTP, mostraram um acúmulo 

maciço da proteína α-sinucleína no mesencéfalo, em comparação com camundongos controle, 

também expostos a neurotoxina; um possível papel que o TLR4 pode ter na depuração da α-

sinucleína (Mariucci et al., 2018). Os resultados de um estudo onde o dano em camundongos 

TLR4 knockout e camundongos controle, foi através da neurotoxina Rotenona, indicaram que a 

ablação de TLR4 melhorou a perda neuronal na SNpc e os déficits motores gerados pela 

neurotoxina (Perez-Pardo et al., 2019). Em consonância, outro modelo animal utilizando MPTP, 

também demonstrou que a ausência de TLR4 está associada a uma menor depleção de dopamina, 

menos neurônios contendo α-sinucleína, e redução das alterações de neuroinflamação típicas da 

DP (Campolo et al., 2019). Entretanto, camundongos TLR4 knockout quando comparados aos 

camundongos controle também expostos ao MPTP, exibiram maior propensão à 

neurodegeneração dopaminérgica induzida pela neurotoxina, indicando que o TLR4 pode exercer 

um papel protetor quando ativo (Conte et al., 2017). 

Em uma análise de dados transcriptômicos do cérebro humano, de todas as regiões do 

cérebro analisadas, a SNpc mostrou os mais altos níveis de expressão de TLR4. Neste mesmo 

estudo, concentrações fisiológicas de oligômeros de α-sinucleína sensibilizaram a produção de 
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citocinas pró-inflamatórias, EROs, morte celular em culturas neuronais primárias, que foram 

significativamente reduzidos por antagonistas do TLR4 (Hughes et al., 2019). Além disso, em 

nosso grupo de pesquisa, os pesquisadores conseguiram demonstrar que a ablação de TLR4 (via 

knockout) impediu a denervação dopaminérgica induzida por 6-OHDA e a microgliose na SNpc, 

seletivamente em camundongos fêmeas (Somensi et al., 2021). Em conjunto, esses resultados 

mostram o TLR4 como um alvo terapêutico promissor para os sintomas motores e não motores 

da doença, neutralizando os processos neuroinflamatórios e neurodegenerativos. 

Em resumo, propõe-se que o TLR4 tenha efeitos tanto neuroprotetores, quanto prejudiciais 

na patogênese da DP, dependendo do momento investigado da doença. Nas fases agudas da DP, 

pode contribuir para o reconhecimento da α-sinucleína, levando à depuração da proteína e atraso 

da progressão da doença. Por outro lado, nas fases crônicas da DP, a estimulação excessiva da 

produção de citocinas pró-inflamatórias mediadas por TLR4, pode resultar em neuroinflamação, 

resultando na progressão da neurodegeneração. Portanto, os estudos com amostras humanas, 

modelos animais e in vitro, têm lançado luz sobre a complexa relação entre o TLR4 e a DP, porém 

estes resultados contrastantes destacam a importância de novos estudos, visando estabelecer o 

papel desempenhado pelo TLR4 na DP. 

 

1.3.2 Inibição do TLR4 – TAK-242 
 

TAK-242, foi originalmente descoberto como um inibidor da produção de mediadores 

inflamatórios na sepse, como óxido nítrico, IL6, IL1β e TNFα (Yamada et al., 2005). Em 2008, 

um grupo de pesquisadores descobriu que o agente era um inibidor seletivo da sinalização do 

TLR4, ligando-se ao domínio intracelular do receptor e inibindo a produção de vários mediadores 

inflamatórios, bem como a ativação de NF-κB mediada por TLR4 (Kawamoto et al., 2008). TAK-

242 se liga seletivamente ao TLR4 e, posteriormente, interrompe a interação do TLR4 com as 

moléculas adaptadoras, inibindo assim a transdução do sinal do TLR4 e seus eventos de 

sinalização a jusante (Matsunaga et al., 2011). Devido à sua alta lipossolubilidade e baixo peso 

molecular, o TAK-242 tem a capacidade de passar pela BHE (Hua et al., 2015) e verificou-se que 

o inibidor é seguro em humanos no tratamento da sepse (Yang et al., 2018). 

Pesquisas recentes vêm demonstrando os benefícios do bloqueio da sinalização de TLR4 

a partir da utilização de TAK-242. Em um modelo com camundongos expostos ao LPS, TAK-

242 foi capaz de suprimir a expressão de citocinas inflamatórias, como TNFα, IL1β, IL6 e IL8, 

que estavam aumentadas após o dano por P.gingivalis-LPS no córtex dos animais. Além disso, a 

via de sinalização TLR4/CD14/IRAK1/p-p65-NF-κB foi ativada e efetivamente suprimida pelo 
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TAK-242, aliviando o quadro de neuroinflamação instaurado no modelo (Zhang et al., 2018). Em 

um modelo para DA, os camundongos transgênicos APP/PS1 possuíam alta expressão de TLR4, 

bem como maior expressão de micróglia M1 em comparação com camundongos controle. Além 

disso, a inibição do TLR4 melhorou a função neurológica, diminuiu o nível de Bax e citocinas 

inflamatórias, e causou uma redução nos níveis de marcadores M1 - iNOS e TNFα (Cui et al., 

2020). Em conjunto, esses achados demonstram que a inibição do TLR4 pode fornecer 

neuroproteção para os modelos estudados. No entanto, mais pesquisas se tornam necessárias a 

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

 

1.4 CROSS-TALK DE RECEPTORES: RAGE E TLR4 
 

RAGE e TLRs são conhecidos como RRPs, desempenhando papeis cruciais no 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs. Pesquisas sugerem um compartilhamento de ligantes entre 

os receptores, incluindo: HMGB1, a família de proteínas S100, LPS, Ab (Ibrahim et al., 2013) e 

recentemente, a α-sinucleína (Hughes et al., 2019; Long et al., 2022). RAGE e TLR4 são 

conhecidos por desencadear diversas vias de sinalização intracelular quando se ligam aos seus 

ligantes. Notavelmente, muitas dessas vias compartilham componentes downstream, o que sugere 

que uma cooperação entre esses receptores poderia resultar na amplificação das respostas 

inflamatórias mediadas por essas vias em comum (Ibrahim et al., 2013). Evidências recentes têm 

sugerido a existência de sinergismo e interdependência entre RAGE e TLR4 (Gąsiorowski et al., 

2018). Até o momento, a literatura concentra-se, principalmente, nas vias de sinalização 

downstream, resultante da cooperação entre RAGE e TLRs. 

A sinalização de TLRs envolve dois pontos chaves para uma transdução de sinal mais 

eficiente: a necessidade de adaptadores intracelulares e de homodimerização ou 

heterodimerização, formando agregados proteicos do receptor (Vogel et al., 2003). De maneira 

similar, o RAGE demonstrou ter uma atividade aumentada quando ocorre a interação com outras 

moléculas, resultando na formação de homodímeros (Zong et al., 2010). Essa oligomerização 

pode expandir para mais de duas moléculas, criando uma ampla área de interação, favorável ao 

engajamento com proteínas de maior tamanho, como a HSP70 (Grunwald et al., 2016), que 

desempenha um papel vital na transdução de sinal intracelular (Somensi et al., 2017). Descobriu-

se que os principais adaptadores de sinalização de TLR4, as proteínas MyD88 e TIRAP, interagem 

com um conhecido adaptador de RAGE, a proteína mDia1 (Lee e Kim, 2007; Sakaguchi et al., 

2011). Essa estimulação conjunta dos receptores, é capaz de ativar AP-1 e NF-κB, que 

desempenham um papel fundamental na propagação da inflamação (Karin et al, 2001). Ainda, 
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considera-se que importantes estimuladores desses fatores de transcrição são: EROs 

mitocondriais, bem como os produzidos pela atividade da NADPH oxidase, sendo capazes de 

ativar inúmeras proteínas nestas vias convergentes (West et al., 2011; Piras et al., 2016). 

Nesse cenário, torna-se evidente que tanto a estimulação do TLR4, quanto do RAGE, 

regula vias de sinalização compartilhadas. No caso dos TLRs, a sinalização pode ocorrer via 

MyD88, IRAK, TRAF e TIRAP para ativar o NF-κB, via Rac1 e PI3K, e via ERK1/2 e p38 

MAPK. O RAGE, por sua vez, tem a capacidade de ativar Rac1 e CDC42, além do Ras, ERK1/2 

e p38 MAPK; além disso, quando fosforilado, o RAGE também se liga às proteínas adaptadoras 

TIRAP e MyD88, iniciando cascatas de sinalização (Lee e Kim, 2007; Sakaguchi et al., 2011). 

Consequentemente, além do ciclo de feedback positivo que surge através da expressão do RAGE, 

a ativação do TLR4 também influencia sua própria expressão (Zhong et al., 2020). Esse 

mecanismo desencadeia uma resposta inflamatória intensa e duradoura, capaz de causar danos em 

células e tecidos, contribuindo para o desenvolvimento de doenças (Schmidt et al., 2001).  

Crosstalk é uma direção importante para estudar a correlação entre diferentes vias de 

sinalização. Estudos recentes relataram que, quando RAGE e TLR4 foram ativados, ocorreu um 

fenômeno de interdependência entre os receptores, amplificando respostas inflamatórias. Quando 

os macrófagos derivados de medula óssea murina (BMDMs) foram estimulados com HMGB1, a 

ativação da sinalização MAPK levou ao aumento da expressão do RAGE na superfície celular. 

Ademais, a interrupção da ativação da MAPK induzida por HMGB1/RAGE inibiu a expressão 

do TLR4 na superfície celular.  Além disso, o knockout do TLR4 nos BMDMs resultou na redução 

da expressão do RAGE, bem como, o knockout do RAGE resultou em uma diminuição na 

presença do TLR4 na membrana (Zhong et al., 2020). Porém, ainda não está claro o que medeia 

essa interdependência de expressão entre TLR4 e RAGE, e os mecanismos precisos dessa 

interação requerem uma exploração mais aprofundada. 

Outro relevante estudo, mostrou que RAGE e TLR4 afetaram a expressão um do outro, 

durante o uso de LPS, e ativaram sinergicamente a via de sinalização MyD88/NF-κB, 

promovendo a liberação de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos alveolares bovinos 

(BAMs), quando ativados simultaneamente. Outro ponto importante, é que a inibição do RAGE 

regulou os níveis de expressão de TLR4, e a inibição da TLR4 também regulou os níveis de 

expressão de RAGE. Além disso, TAK-242 e FPS-ZM1 reverteram a liberação de IL1β, IL6 e 

TNFα em BAMs. Indicando que o crosstalk RAGE e TLR4 desempenha um papel importante na 

ativação da via de sinalização inflamatória dos receptores (Longfei et al., 2023). De mesmo modo, 

estudos anteriores, também demonstraram que diferentes ligantes, como S100A8/A9 e LPS, 

ativaram RAGE e TLR4 juntos, regulando ainda mais a expressão de NF-κB, bem como a 
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liberação de citocinas pró-inflamatórias, podendo gerar um quadro de cronicidade (Paudel et al., 

2020; Prantner et al., 2020). 

Coletivamente, as pesquisas demonstram a capacidade da cooperação RAGE e TLR4 em 

perpetuar sua expressão, aumentando a possibilidade de ligação a seus ligantes na superfície 

celular (após tráfico extracelular) e consequente propagação da inflamação, devido a ativação 

sinérgica das vias de sinalização inflamatória a jusante. Contudo, várias lacunas persistem acerca 

deste tema, demandando investigações mais aprofundadas, especialmente em um contexto 

neuronal. Até o momento, a maioria das pesquisas se concentrou em macrófagos, deixando a 

cooperação entre RAGE e TLR4 no neurônio, relativamente menos explorado. No entanto, essa 

interação assume relevância significativa, considerando seu potencial como alvo terapêutico para 

abordagens na DP. 

 

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS IN VITRO – DOENÇA DE PARKINSON  
 

O avanço no desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais eficazes para a DP requer 

uma compreensão mais aprofundada dos mecanismos moleculares subjacentes à patologia. No 

contexto de estudos clínicos envolvendo pacientes, inúmeras limitações complicam a elucidação 

dessas questões. A heterogeneidade das amostras clínicas e a natureza gradual da progressão da 

doença in vivo representam desafios significativos. Além disso, questões éticas também surgem 

nesse contexto de pesquisa clínica. 

Por outro lado, os modelos in vitro apresentam uma série de vantagens, principalmente 

devido ao ambiente altamente controlado em que podem ser manipulados. Esses modelos 

oferecem um meio mais rápido e eficaz de investigação em comparação com os modelos 

tradicionais in vivo. Portanto, tornando os resultados mais consistentes e replicáveis, sendo 

amplamente empregados para a pesquisa na área. Por exemplo, o modelo in vitro de 

neurotoxicidade que envolve a linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y desafiada 

com a neurotoxina 6-OHDA tem sido frequentemente utilizado em estudos relacionados à DP 

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

 

1.5.1 Linhagem celular – SH-SY5Y 
 

A linhagem celular SH-SY5Y deriva do neuroblastoma humano e representa um subclone 

da linhagem SK-N-SH (Kovalevich e Langford, 2013). Essa linhagem tem sido amplamente 

utilizada em pesquisas de neurociência devido a várias vantagens intrínsecas. Isso inclui sua 
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notável capacidade de expansão celular, que ocorre de maneira simples e rápida, bem como o 

baixo custo associado à sua manutenção. Além disso, a linhagem SH-SY5Y tem a capacidade de 

se diferenciar em células semelhantes a neuronais quando exposta a agentes adequados (Forster 

et al., 2016). 

Em sua fase proliferativa em cultura, as células SH-SY5Y exibem uma morfologia 

semelhante à de células epiteliais. No entanto, quando induzidas à diferenciação, essas células 

assumem uma forma estrelada, caracterizada por longas projeções neuríticas. A diferenciação das 

células SH-SY5Y é frequentemente induzida pelo AR, que atua suprimindo a divisão celular e 

promovendo a diferenciação catecolaminérgica. Esse processo de diferenciação resulta em um 

aumento do conteúdo de marcadores dopaminérgicos, como a tirosina hidroxilase (TH) e o 

transportador de dopamina (DAT) (Edsjö et al., 2007). 

A diferenciação celular da linhagem SH-SY5Y é um passo crucial, pois permite a 

transição das células de um fenótipo semelhante ao de células epiteliais para um fenótipo com 

características neuronais. Essa capacidade de diferenciação, combinada com sua origem em 

células humanas, confere a essa linhagem uma relevância notável como modelo de estudo, 

aproximando-se das características de células neuronais humanas. 

 

1.5.2 Neurotoxina – 6-OHDA 
 

A neurotoxina 6-OHDA é extensamente empregada em modelos tanto in vivo quanto in 

vitro para o estudo da DP (Simola et al., 2007). É uma análoga da dopamina, que causa 

degeneração específica dos neurônios da SNpc. A toxicidade da 6-OHDA está intrinsecamente 

ligada à modulação do estado redox celular (Ferger et al., 2001). Ao sofrer rápida oxidação no 

citoplasma, seus metabólitos auto-oxidativos se acumulam nas mitocôndrias, determinando a 

perda de permeabilidade da membrana mitocondrial, levando assim à geração de estresse 

oxidativo (Guo et al., 2018). 

Adicionalmente, as EROs geradas pela ação da 6-OHDA podem interagir com proteínas 

de membrana, incluindo o RAGE e o TLR4, exacerbando suas funções biológicas prejudiciais às 

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

de EROs têm a capacidade de induzir neuroinflamação e apoptose celular. Visto que o 

comprometimento mitocondrial provoca a liberação do citocromo c e outras proteínas pró-

apoptóticas que ativam efetores a jusante, como a caspase-3, que causa morte celular neuronal 

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

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

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

dopaminérgicos; (ii) a crescente associação do RAGE e de TLR4 com processos 

neuroinflamatórios e neurodegeneração; (iii) o potencial terapêutico do bloqueio dos receptores 

através de seus inibidores farmacológicos frente à modelos neuroinflamatórios in vivo; e (iv) a 

falta de estudos que abordem os mecanismos pelos quais estes receptores atuam em um contexto 

neuronal, na DP; este trabalho tem como objetivo investigar a associação de RAGE e TLR4 com 

o dano neuronal dopaminérgico, em um modelo celular da DP, auxiliando na compreensão do 

papel dos receptores em processos neurodegenerativos.  

Como objetivos específicos, este trabalho visa:  

i. Caracterizar a diferenciação neuronal dopaminérgica das células, a partir da análise 

de marcadores neuronais e estabelecer o modelo de toxicidade induzida por 6-

OHDA em uma curva de concentração da neurotoxina. 

ii. Investigar o perfil de resposta celular ao dano dopaminérgico causado pela 6-

OHDA, através da análise da expressão dos receptores RAGE e TLR4, de 

parâmetros neuroinflamatórios, dos danos mitocondriais e da produção de 

superóxidos mitocondriais. 

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

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

 

3.1 CULTURA DE CÉLULAS 
 

A linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y obtida da European Collection 

of Authenticated Cell Cultures (ECACC) foi utilizada em todos os experimentos. As células foram 

cultivadas em meio DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) inativado, juntamente com a adição de Penicilina 100 Unidades/ml e Estreptomicina 100 

μg/ml e, mantidas em incubadora com temperatura a 37°C e CO2 à 5%. As passagens celulares 

foram realizadas quando atingida cerca de 90% de confluência, e as trocas de meio foram 

realizadas a cada dois dias. Células entre 17 e 25 passagens foram utilizadas para todos os 

experimentos. 

 

3.2 DIFERENCIAÇÃO NEURONAL E TRATAMENTOS 
 

Preparo e administração do AR: a solução de estoque de AR foi preparada à uma 

concentração de 20nM. Para isso, o composto foi dissolvido no solvente orgânico 

dimetilsulfóxido (DMSO) e posteriormente diluído no meio de cultura celular, a fim de se obter 

a concentração final desejada de 20μM. Para o protocolo de diferenciação neuronal, as etapas 

foram seguidas conforme previamente detalhado na literatura (Lopes et al, 2010; Kunzler et al, 

2017), com modificações pontuais a fim de caracterizar a diferenciação rápida das células. As 

células foram semeadas em DMEM/F12 10% SFB, em placas de 12, 24 ou 48 poços, com uma 

densidade celular de 20 a 30 mil células/cm². Após um período de 24 horas, ocorreu a substituição 

do meio de cultura pelo DMEM/F12 1% de SFB, juntamente com a adição de AR 20μM, com a 

finalidade de induzir a diferenciação rápida ao longo de 3 dias consecutivos. 

 

Preparo e administração do FPS-ZM1 e de TAK-242: foram preparadas soluções estoque 

de FPS-ZM1 (Sigma-Aldrich) e TAK-242 (Sigma-Aldrich) nas concentrações de 1ng/mL 

dissolvendo os compostos em DMSO. No dia 4, os compostos foram diluídos no meio de cultura, 

a fim de se atingir a concentração final desejada de 1μg/mL. Os tratamentos seguiram os tempos 

de incubação prévia (para ambos os inibidores) por 1 hora, seguido da adição da 6-OHDA por 2, 

6 e 24 horas. 
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Preparo e administração da 6-OHDA: 6-OHDA (Sigma-Aldrich) foi pesada e preparada 

no momento de sua utilização, devido a grande instabilidade e auto-oxidação rápida do composto. 

O preparo da solução de trabalho consiste na dissolução de 10mg de 6-OHDA em uma solução 

salina (NaCl 0,9%) contendo 0,01% de ácido ascórbico. Após, a neurotoxina foi diluída no meio 

de cultura celular, nas concentrações finais de 50 e 100µM, nos tempos específicos para cada 

experimento. A solução salina contendo ácido ascórbico 0,01%, foi utilizada como veículo em 

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

 

Todos os reagentes utilizados foram filtrados antes da administração na cultura celular, a 

fim de evitar possíveis contaminações. Além disso, foram administrados em meio DMEM/F12 

1% SFB. 
 

Figura 3. Protocolo experimental para os tratamentos com 6-OHDA, FPS-ZM1, TAK-242 e diferenciação neuronal 
induzida por ácido retinóico na linhagem celular SH-SY5Y. No dia 0, as células proliferativas foram plaqueadas em 
DMEM/F12 10% SFB por 24 horas. No dia 1, o protocolo de diferenciação ocorreu com a substituição do meio 10% por 
DMEM/F12 1% SFB + adição de 20uM de AR, por 72 horas consecutivas. No dia 4, o meio foi substituído por DMEM/F12 
1% SFB novo + adição de 1μg/mL dos inibidores, FPS-ZM1 e TAK-242, em um pré-tratamento de 1 hora, seguido da adição 
de 100 e/ou 50uM de 6OHDA, pelo tempo de 2, 6 ou 24 horas a depender do teste. Após respectivos tempos de tratamentos, 
as células foram preparadas para os experimentos. 
 

3.3 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR 
 

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

incorporação de sulforrodamina B (SRB), a redução do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5- 

difeniltetrazólio (MTT) e o ensaio da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio 

de incubação. As análises foram realizadas após 24 horas de tratamento. 

O ensaio da incorporação de SRB consiste na ligação de grande afinidade da SRB a 

componentes proteicos de células aderentes quando em meio ácido. Para isso, as células foram 
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fixadas com uma solução de 10% de ácido tricloroacético (TCA), secas a temperatura ambiente e 

incubadas com uma solução de SRB 0,4% em ácido acético por 30 minutos à temperatura 

ambiente. O excesso foi removido por 3 lavagens de ácido acético e o corante aderido às células 

foi ressolubilizado em uma solução de 10 mM de Tris base. O resultado foi observado por 

espectrofotometria no comprimento de onda de 515 nm e expressos em porcentagem (%) do 

controle (Vichai e Kirtikara, 2006).  

O ensaio da quantificação da enzima LDH - responsável pela conversão de piruvato a 

lactato com a oxidação de NADH, quando liberada no meio extracelular por lise da membrana 

celular (Korzeniewski e Callewaert, 1983; Decker e Lohmann-Matthes, 1988); foi realizado 

através da remoção do sobrenadante das placas de cultura, que foi misturado aos reagentes do kit 

comercial LDH Liquiform (Labtest SA) conforme indicações do fabricante. A atividade cinética 

do decaimento de NADH foi mensurada por espectrofotometria no comprimento de onda de 

340nm e o resultado expresso em porcentagem (%) do controle. 

Para o ensaio da redução do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT), um sal amarelo solúvel em água, o efeito da atividade metabólica celular pelo efeito de 

redutases mitocondriais, forma cristais de formazan de coloração azul ou roxa que são insolúveis 

em água, a partir dessa coloração a quantificação da viabilidade das células é feita (Kumar P, 

2018). Para isso, as células foram incubadas com MTT a uma concentração final de 0,5 mg/mL 

por 1 hora a 37 °C, sendo a reação encerrada pela adição de 200μL de DMSO a cada poço. A 

quantidade de produto MTT formazan foi determinada medindo a absorbância à 560 nm usando 

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

 

3.4 IMUNOFLUORESCÊNCIA 
 

Após 24 horas de tratamentos, as células foram fixadas com solução de paraformaldeído 

4% durante 20 min, lavadas com PBS e incubadas com 0,2% Triton-PBS contendo 5% de 

albumina, durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada incubação do 

anticorpo primário contra βIII-tubulina (480011, Invitrogen), preparado em 0,2% Triton-PBS 1% 

albumina durante 15 horas a 4°C de acordo com as instruções do fabricante. Após três lavagens 

com tampão, as células foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado a Alexa Fluor® 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Após três lavagens foi realizada incubação com solução 

de DAPI durante 5 minutos, para marcação nuclear. As imagens foram obtidas com microscópio 

de fluorescência EVOS® FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies) e analisadas 

utilizando o software ImageJ, para posterior medição quantitativa da intensidade de fluorescência. 
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3.5 RT-qPCR 
 

Após 6 horas de tratamentos, as células foram lavadas com PBS e o RNA total foi isolado 

seguindo o protocolo conforme instruções do reagente TRIzol® (Invitrogen). A síntese de cDNA 

foi realizada com kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher 

Scientific) e após, as reações de PCR em tempo real foram feitas no termociclador 

StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando 150ng de cDNA, 

100nM, 200nM e 500nM a depender do primer e kit comercial Power SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems). Para a amplificação do cDNA de AGER foram utilizados os primers 

direto 5’GTGAAGGAACAGACCAGGAG3’ e reverso 5’GAAGGTACAGGAGAAGGTGG3’; 

para TLR4 foram utilizados os primers direto 5’TCTACAAAATCCCCGAAACC3’ e reverso 

5’GCTCTGATATGCCCCATCTTC3’; para TNFa foram utilizados os primers direto 

5’GATCCCTGACATCTGGAATCTG3’ e reverso 

5’GAAACATCTGGAGAGAGAGGAAGG3’; para IL6 foram utilizados os primers direto 

5’AATGAGGAGACTTGCCTGGTG3’ e reverso 5’GCAGGAACTGGATCAGGACTTT3’; 

para TH foram utilizados os primers direto 5’CACCCAGTATATCCGCCAC3’ e reverso 

5’CCACCGTGAACCAGTACAC3’. O gene endógeno utilizado foi o GNB2L, amplificado com 

os primers direto 5’ GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC e reverso 5’ 

GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG. Os resultados foram expressos em relação ao gene constitutivo 

normalizador (ΔCt) e ao grupo controle (ΔΔCt). 

 

3.6 MitoSOX Red e MitoTracker Red FM 
 

De acordo com as informações do fabricante, MitoSOX é capaz de rastrear 

níveis intracelulares de superóxido mitocondrial e produzir fluorescência vermelha em células 

vivas (não fixadas). Em resumo, no dia 4 após 2 horas de tratamentos, as células foram incubadas 

com MitoSOX Red (500nM) por 15 minutos, a 37°C, administrado em tampão HBSS aquecido. 

Após, 2 lavagens foram realizadas e as imagens foram obtidas com microscópio de fluorescência 

EVOS® FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies) e analisadas utilizando o software 

ImageJ, para posterior medição quantitativa da intensidade de fluorescência. 

 A marcação do Mitotracker Red FM depende do potencial da membrana e segundo o 

fabricante, a série FM é baseada em carbocianeto, podendo atravessar pela membrana celular e, 

portanto, podendo ser usada para marcação de mitocôndrias viáveis. Idem ao MitoSOX, no dia 4 

após 2 horas de tratamentos, as células foram incubadas com MitoTracker Red (200 nM) por 15 
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minutos, a 37°C, administrado em tampão HBSS aquecido. Após, 2 lavagens foram realizadas e 

as imagens foram obtidas com microscópio de fluorescência EVOS® FLoid® Cell Imaging 

Station (Life Technologies) e analisadas utilizando o software ImageJ, para posterior medição 

quantitativa da intensidade de fluorescência. 

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8, e os 

testes estatísticos foram determinados por ANOVA de uma via seguido pelo teste post-hoc de 

Tukey para comparação de grupos múltiplos ou teste post-hoc de Bonferroni para comparar 

grupos selecionados quando aplicável. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. Os resultados foram expressos como valores médios ± desvio padrão (DP).  
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4. RESULTADOS 

 
4.1 MODELO IN VITRO PARA DOENÇA DE PARKINSON 
 

4.1.1 Diferenciação neuronal dopaminérgica 
 

Para demonstrar que as células SH-SY5Y podem ser diferenciadas para um 

fenótipo semelhante ao neuronal com a combinação da redução do soro bovino fetal (SFB) e 

tratamento com 20μM de AR, em um protocolo de diferenciação rápida de 3 dias, analisamos: 

alterações na morfologia celular, expressão do mRNA de TH – considerada um marcador da 

diferenciação celular SH-SY5Y em um fenótipo dopaminérgico, bem como a análise 

imunocitoquímica para a proteína βIII-Tubulina – considerada um marcador neuronal específico. 

Após a indução da diferenciação rápida das células, os neuritos se alongaram visivelmente, 

e houve um aumento da expansão celular, em comparação com as células proliferativas, que pode 

ser observado por meio de microscopia de contraste de fase (Figura 4A direita). As células 

proliferativas apresentaram morfologia típica da linhagem SH-SY5Y, que se assemelha à de 

células epiteliais (Figura 4A esquerda). 

Além disso, as células mostraram aumento na expressão de marcadores neuronais. A 

marcação de βIII-Tubulina, mostrou um aumento visível no citoplasma e nos neuritos após a 

diferenciação (Figura 4B), obtendo significativamente mais intensidade de fluorescência nas 

células diferenciadas em comparação com as células proliferativas (Figura 4D). Por fim, a 

expressão de TH mostrou um aumento significativo nas células diferenciadas em comparação com 

as células proliferativas (Figura 4C), confirmando um fenótipo dopaminérgico adquirido após o 

protocolo de diferenciação rápida. 
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Figura 4. Diferenciação neuronal mediada por ácido retinóico na linhagem SH-SY5Y. A Morfologia das células 
no seu estado proliferativo (esquerda) e diferenciado (direita), após o protocolo de diferenciação rápida com AR 
20µM, registrada por meio do uso de microscopia de contraste de fase. B Microscopia de imunofluorescência das 
células no dia 3 da diferenciação com AR, comparadas com as células proliferativas do dia 1, marcadas contra βIII-
tubulina (em vermelho) e com o núcleo corado com DAPI (em azul). C Expressão de mRNA (2-∆∆Ct) do gene TH, 
nas células no estado proliferativo (em cinza) e diferenciado (em preto). O gene GNB2L foi utilizado como controle 
interno e os resultados são relativos à média da expressão nas células proliferativas. D Intensidade de fluorescência 
da proteína βIII-Tubulina, nas células no estado proliferativo (em cinza) e diferenciado (em preto). As células 
proliferativas foram fotografadas e colhidas no Dia 1 do Protocolo Experimental, ou seja, 24 horas após o 
plaqueamento com DMEM/F12 10% SFB mantendo seu estado proliferativo. Barras indicam a média ±DP de três 
experimentos independentes analisados por ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey. **** indica p<0,0001.  
 

4.1.2 Curva de sensibilidade à neurotoxina – 6-OHDA 
 
A curva de dano da 6-OHDA foi realizada utilizando as concentrações de 6,25 a 200μM por 

24 horas, nas células SH-SY5Y sob o protocolo de diferenciação rápida previamente caracterizado 

(Figura 5). Dessa forma, foi possível observar a sensibilidade e a relação dose-dependente do 
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modelo exposto à neurotoxina por meio do ensaio da incorporação de SRB (Figuras 5A), e da 

atividade da enzima LDH (Figuras 5B). Em 24 horas, em ambos os testes, as doses de 50, 100 e 

200μM mostraram níveis altos de toxicidade celular, enquanto as concentrações mais baixas de 

6,25, 12,5 e 25μM não obtiveram diferença estatística no modelo. Diante desses resultados, as 

doses escolhidas para todos os tratamentos seguintes foram 100μM e 50μM de 6-OHDA. 

 
 

 
Figura 5. Curva de toxicidade da 6-OHDA nas células SH-SY5Y diferenciadas. A curva de dano da 6-OHDA 
foi realizada com concentrações de 6,25 a 200 μM por 24 horas (A e B) nas células SH-SY5Y diferenciadas. A 
viabilidade celular foi verificada pelos ensaios da incorporação de SRB (A) e atividade da enzima LDH (B). Os dados 
são apresentados pela média ± DP. O grupo veículo não apresentou significância estatística com o grupo controle. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparação ao grupo controle.  
 

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

Visando compreender se a inibição do RAGE possui um papel protetor em um contexto 

neuronal, um tratamento com FPS-ZM1 foi realizado previamente a adição de 50 e 100μM de 6-

OHDA, por 24 horas. A viabilidade das células, nos diferentes grupos, foi determinada pelo ensaio 

da redução da MTT e da incorporação da SRB, e foi representada através da porcentagem de 

viabilidade do grupo controle. Os dados são baseados em 3 experimentos independentes. 

Após 24 horas, em ambos os ensaios, a viabilidade das células foi significativamente 

reduzida, tanto com a adição de 100μM, quanto com 50μM de 6-OHDA. O pré-tratamento por 1 

hora com o antagonista, demonstrou efeitos positivos na viabilidade celular, tanto no ensaio da 

SRB, quanto da MTT (Figura 9A e B), sendo capaz de atenuar significativamente o dano realizado 

pela 6-OHDA, mostrando um possível papel neuroprotetor do FPS-ZM1, no modelo in vitro aqui 

empregado. 
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Figura 9. Redução da citotoxicidade da 6-OHDA frente à inibição do RAGE: pré-tratamento com o 
antagonista, FPS-ZM1. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1* na concentração de 1μg/μL 
por 1 hora, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas concentrações de 50μM e 100 μM por 24 horas (A e 
B). (A) Ensaio da redução da MTT. (B) Ensaio da incorporação de SRB. Os dados são apresentados pela média ± 
DP. O grupo veículo não apresentou significância estatística com o grupo controle. ####p < 0,0001 em comparação 
ao grupo controle; ****p < 0,0001 em comparação ao respectivo grupo 6-OHDA. 
 

4.3 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DOS RECEPTORES: AGER E TLR4  
 

A fim de compreender se a 6-OHDA poderia modular a expressão do RAGE e do TLR4, a 

indução da expressão dos receptores foi avaliada após o tratamento com 6-OHDA, bem como 

após o tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, previamente à adição da 6-OHDA (Figura 6). 

AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressão diante do dano causado pelo tratamento 

com 50μM de 6-OHDA; AGER (Figura 6A) foi expresso cerca de aproximadamente 3,5 vezes 

mais diante do tratamento quando comparado ao grupo controle, já a expressão de TLR4 (Figura 

6B) sofreu um aumento de aproximadamente 4,2 vezes diante do dano. Ainda, de acordo com a 

Figura 6A e 6B, no grupo FPS-ZM1 + 6-OHDA, não apenas o nível de expressão de RAGE 

reduziu drasticamente, mas o nível de expressão de TLR4 também diminuiu significativamente. 

Da mesma forma, no grupo TAK-242 + 6-OHDA, os níveis de expressão de TLR4 e RAGE 

diminuíram significativamente. 

Em suma, os níveis de mRNA de RAGE diminuíram quando a expressão de TLR4 foi 

inibida com TAK-242, e os níveis de mRNA de TLR4 diminuíram quando a expressão de RAGE 

foi inibida com FPS-ZM1, sugerindo uma possível interdependência entre os receptores, em um 

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

4.4 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PARÂMETROS PRÓ-INFLAMATÓRIOS  
 

Sobre o perfil de resposta causado pelo dano dopaminérgico às células, a modulação da 

expressão dos genes que codificam para as citocinas pró-inflamatórias IL6 e TNFa, foi avaliada 

após a administração da 6-OHDA. Além disso, os mesmos genes foram avaliados após o 

tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, previamente à adição da 6-OHDA, visando elucidar o 

perfil de resposta dos receptores frente ao dano dopaminérgico. 

Os dados mostram que a exposição das células à 50μM de 6-OHDA, aumentou 

significativamente a expressão de TNFa (Figura 7A) quanto de IL6 (Figura 7B) em comparação 

ao grupo controle. O pré-tratamento com os inibidores, foi capaz de diminuir significativamente 

os níveis de mRNA de TNFα, nos grupos FPS-ZM1 + 6-OHDA e TAK-242 + 6-OHDA. Pórem, 

no caso dos níveis de mRNA de IL6, apenas o grupo FPS-ZM1 + 6-OHDA apresentou 

diminuição em relação ao grupo 6-OHDA. 

Os resultados indicam que a modulação da expressão de TNFα, nas células expostas à 6-

OHDA, foi afetada tanto pela inibição do RAGE, quanto pela inibição do TLR4. Entretanto, a 

modulação da expressão de IL6, nas células expostas à 6-OHDA, foi afetada apenas pela inibição 

do RAGE. 
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Figura 7. Indução da expressão de parâmetros inflamatórios frente ao dano com 6-OHDA, e reversão através 
da administração de FPS- ZM1 e TAK-242. RT-PCR quantitativo dos parâmetros inflamatórios TNFa (A) e IL6 
(B), expresso em termos de 2-ΔΔCt. Valores de expressão normalizados por GNB2L, relativos ao grupo controle do 
respectivo tempo de tratamento. O grupo veículo não apresentou significância estatística com o grupo controle.; ##p 
< 0,01; ####p < 0,0001 em comparação ao grupo controle. *p<0,05; ****p < 0,0001 em comparação ao respectivo 
grupo 6-OHDA.  
 

4.5 PAPEL DOS RECEPTORES FRENTE A ALTERAÇÕES MITOCONDRIAIS 
 

Em seguida, investigamos o papel dos receptores RAGE e TLR4, nos principais 

mecanismos de toxicidade da 6-OHDA: dano mitocondrial e a produção excessiva de 

superóxidos nas mitocôndrias. Na figura 8 (A – H), a exposição das células à 50µM de 6-OHDA, 

por 2 horas, induziu um acúmulo intracelular de superóxidos mitocondriais 15 vezes maior 

quando comparado ao controle, que pode ser evidenciado pela análise da intensidade de 

fluorescência do corante MitoSOX Red, um corante indicador de superóxidos que pode 

reconhecer, especificamente, superóxidos mitocondriais e produzir fluorescência vermelha em 

células vivas. Além disso, o pré-tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, neutralizou 

significativamente a geração de superóxidos mitocondriais que foi induzida por 6-OHDA. 

Na figura 8 (I – P), visando avaliar o efeito da 6-OHDA sobre o conteúdo mitocondrial 

funcional das células, foi utilizada a sonda MitoTracker Red FM, que se acumula nas 

mitocôndrias com potencial de membrana viável. As células que foram expostas à 50µM de 6-

OHDA, por 2 horas, apresentaram uma pequena redução significativa da intensidade do sinal do 

MitoTracker em comparação com o controle. Ainda, os grupos que receberam o pré-tratamento 

com FPS-ZM1 e TAK-242, em conjunto à 50µM de 6-OHDA, também mostraram uma pequena 

redução na viabilidade mitocondrial em comparação ao controle. 

Além disso, a razão entre MitoSOX e MitoTracker (Figura 8Q), que reflete a produção de 
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superóxidos por mitocôndrias viáveis nas células, confirmou o aumento expressivo de 

superóxidos mitocondriais no grupo 50uM de 6-OHDA, que pode ser prevenido pelo pré-

tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242. Esses resultados indicam que a 6-OHDA prejudica a 

função mitocondrial das células neuronais, produzindo altas taxas de superóxidos nas 

mitocôndrias. Entretanto, esse mecanismo de toxicidade clássico, pode ser prevenido pela 

inibição dos receptores no modelo estudado, sugerindo que RAGE e TLR4 ativam vias de 

sinalização que colaboram para o comprometimento do funcionamento mitocondrial. 
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Figura 8. O bloqueio do RAGE e do TLR4, atuam sobre mecanismos clássicos de toxicidade da 6-OHDA. 
Imagens de microscopia de células SH-SY5Y marcadas com MitoSOX Red após exposição a 6-OHDA e aos 
inibidores FPS-ZM1 e TAK-242 (A-G). Imagens de microscopia de células SH-SY5Y marcadas com MitoTracker 
Red após exposição a 6-OHDA e aos inibidores FPS-ZM1 e TAK-242 (I-O). Quantificação da intensidade de 
fluorescência do MitoSOX, utilizando o software ImageJ (H). Quantificação da intensidade de fluorescência do 
MitoTracker, utilizando o software ImageJ (P). Razão entre as fluorescências do MitoSOX e MitoTracker (Q). O 
grupo veículo não apresentou significância estatística com o grupo controle. #p < 0,05; ####p < 0,0001 em relação 
ao grupo controle. ****p < 0,0001 em relação ao respectivo grupo 6-OHDA. 
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5. DISCUSSÃO 

 
A DP é uma doença neurodegenerativa, tipicamente caracterizada pela perda progressiva 

de neurônios nigroestriatais dopaminérgicos (Hirsch et al., 2021). Evidências crescentes na 

pesquisa do RAGE e do TLR4, fornecem insights sobre o envolvimento desses receptores, em 

inúmeros processos moleculares que afetam a sobrevivência neuronal. Entretanto, até o momento, 

os mecanismos detalhados da contribuição do RAGE e TLR4 nesses processos, permanecem 

indefinidos. Relevantes investigações (Piras et al., 2016; Gasparotto et al., 2017; Gasparotto et 

al., 2018; Peixoto et al., 2023) têm indicado que a ativação do RAGE após a interação com seus 

ligantes contribui para o aumento da neuroinflamação, estresse oxidativo, degeneração neuronal 

e apoptose. Além disso, propõe-se que o TLR4 tenha efeitos tanto neuroprotetores, quanto 

prejudiciais na patogênese da DP (Conte et al., 2017; Hughes et al., 2019; Somensi et al., 2021). 

Aprofundar a compreensão dos papéis desempenhados pelo RAGE e TLR4 na neuroinflamação 

e neurodegeneração, estabelecendo conexões entre os mecanismos moleculares e as disfunções 

neuronais, representará um avanço significativo nos estudos sobre a DP. Assim, por meio dos 

dados obtidos nessa dissertação, poderá ser inicialmente compreendida a associação entre a 

ativação dos receptores e o dano neuronal induzido pela 6-OHDA, bem como a função de RAGE 

e TLR4 nos neurônios, em nos processos associados à neurodegeneração. 

Para caracterizar o modelo celular empregado neste estudo, as células SH-SY5Y foram 

submetidas a um processo de diferenciação utilizando 20μM de AR durante um período de 3 dias. 

Durante esse processo, observou-se um notável alongamento dos neuritos e um aumento no 

tamanho das células em comparação com as células que estavam em estado de proliferação. Além 

disso, a marcação com βIII-Tubulina, em conjunto com o aumento na expressão de TH, confirmou 

que as células adquiriram um fenótipo catecolaminérgico semelhante ao de neurônios adultos. 

Portanto, o protocolo de diferenciação rápida a partir do AR pode ser considerado, 

satisfatoriamente, um modelo para investigações de neurotoxicidade, de baixo custo e maior 

facilidade, em comparação a outros modelos de diferenciação de estudos anteriores (Xie et al., 

2010; Simões et al., 2021). Uma forma amplamente utilizada para induzir a degeneração neuronal 

que ocorre na DP, é através da utilização da 6-OHDA, uma substância neurotóxica que afeta a 

sobrevivência dos neurônios dopaminérgicos (Simola et al., 2007; González et al., 2019). Neste 

estudo, após a diferenciação das células, às expusemos a diferentes concentrações de 6-OHDA 

por 24 horas. Em seguida, medimos a viabilidade celular para determinar o grau de dano neuronal 

causado pela 6-OHDA e com base nos resultados, selecionamos duas doses para os experimentos 

subsequentes: 100μM e 50μM. 
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FPS-ZM1 é um bloqueador multimodal do RAGE, sua ação se baseia no impedimento da 

interação entre o domínio extracelular do receptor com seus ligantes (Deane et al. em 2012). 

Pesquisas in vivo, têm ilustrado que a inibição do receptor pelo FPS-ZM1 (Shen et al., 2021; 

Peixoto et al., 2023), exerceu efeitos benéficos ao reverter processos de neuroinflamação e ao 

contribuir para a sobrevivência neuronal. Em 2017, os resultados do estudo de Gasparotto e 

colegas, indicaram que o FPS-ZM1 foi eficaz na prevenção da morte de neurônios 

dopaminérgicos que foi induzida pela ação da 6-OHDA, resultando na restauração dos níveis da 

proteína TH no cérebro dos animais. Em um esforço para aprofundar a compreensão das 

implicações do bloqueio do RAGE no modelo neuronal, em nosso trabalho, células neuronais 

foram expostas ao estresse induzido pela 6-OHDA, em combinação com pré-tratamento 

utilizando o antagonista FPS-ZM1, seguido por avaliações de viabilidade celular. Notavelmente, 

nossos resultados revelaram que o FPS-ZM1 foi capaz de proteger as células em duas 

concentrações distintas de 6-OHDA. Consequentemente, a inibição do RAGE se mostra um fator 

crucial na preservação da viabilidade neuronal, alinhando-se consistentemente com as evidências 

da literatura em modelos in vivo. 

A neurotoxina 6-OHDA é um análogo da dopamina, altamente oxidável, que ao gerar uma 

alta quantidade de EROs, compromete o funcionamento mitocondrial, levando a danos ao DNA 

e apoptose celular. De forma consistente, estudos sugerem que além da neuroinflamação, o 

aumento de EROs e o comprometimento mitocondrial atuam na patogênese da DP (Guo et al., 

2018). Além disso, em cenários caracterizados por concentrações elevadas de ligantes do RAGE 

(como no início do processo inflamatório), observa-se um expressivo aumento da expressão de 

RAGE no tecido cerebral, que acaba por elevar os níveis de EROs intracelulares, promovendo o 

desequilíbrio do estado redox celular (Piras et al., 2016). A partir disso, uma compreensão mais 

aprofundada sobre a modulação da expressão do RAGE e do TLR4 após a exposição a 6-OHDA 

em nosso modelo, foi analisada. Os genes AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressão 

diante do tratamento, mostrando que a neurotoxina é capaz de regular a expressão dos receptores. 

Portanto, nossos resultados corroboram com dados da literatura, onde o aumento da expressão 

dos receptores pode estar relacionado a natureza oxidativa da 6-OHDA. 

Ao sofrer rápida oxidação no citoplasma e geração de espécies reativas, o mecanismo de 

dano da 6-OHDA pode induzir um aumento na formação de ligantes de RAGE e TLR4, ativando 

cascatas de sinalização intracelular, desencadeando um clico de feedback positivo do RAGE, 

perpetuando a expressão do receptor nas células (Rouhiainen et al., 2013; Gasparotto et al., 2017). 

Além disso, a ativação dessas vias pode induzir a expressão do TLR4 (Ibrahim et al., 2013; 

Gąsiorowski et al., 2018) que assim como RAGE, também consegue influenciar sua própria 



 46 

expressão (Zhong et al., 2020). Ainda, a hiperativação das vias de sinalização do RAGE e do 

TLR4, e suas expressões elevadas, podem convergir com eventos deletérios, tais como a 

amplificação da sinalização inflamatória e influenciar na degeneração neuronal (Taguchi et al., 

2000; Takuma et al., 2009; Chuah et al., 2013; Piras et al., 2016). 

Com a finalidade de investigar o perfil de resposta das células ao dano dopaminérgico 

causado pela 6-OHDA, bem como a resposta diante do bloqueio dos receptores, a indução das 

citocinas pró-inflamatórias IL6 e TNFa foi avaliada. Em estudos onde camundongos foram 

expostos ao LPS, os animais apresentaram uma elevada expressão de citocinas inflamatórias 

diante do dano, como TNFα, IL1β, IL6 e IL8, que foi prevenida pela administração de TAK-242 

(Zhang et al., 2018). E, de mesmo modo, em ratos que foram injetados intracranialmente com 6-

OHDA, o FPS-ZM1 também foi capaz de atenuar o aumento de TNFα e IL1β no LCR e no soro 

dos animais (Gasparotto et al., 2017). Portanto, em concordância com a literatura, o dano 

dopaminérgico causado pela 6-OHDA nas células, aumentou a expressão dos parâmetros 

inflamatórios, TNFa e de IL6, em comparação ao grupo controle. Satisfatoriamente, o pré-

tratamento com os inibidores, FPS-ZM1 e TAK-242, atenuou o aumento das citocinas, indicando 

que a inibição do RAGE e do TLR4 pode exercer efeitos benéficos no neurônio, através da 

reversão do quadro neuroinflamatório instaurado pelo dano dopaminérgico. 

O papel dos receptores RAGE e TLR4, também foi investigado nos principais mecanismos 

de toxicidade da 6-OHDA: dano mitocondrial e a produção excessiva de superóxido nas 

mitocôndrias. Nas células que foram expostas a 6-OHDA, foi possível verificar uma redução na 

quantidade de mitocôndrias marcadas com MitoTracker. Ainda, os grupos que receberam o pré-

tratamento com os inibidores, também mostraram uma pequena redução na viabilidade 

mitocondrial em comparação com o controle. Esse marcador é sensível ao potencial 

transmembrana e reflete o funcionamento correto dos processos de transporte de elétrons e 

fosforilação oxidativa, essenciais para a função mitocondrial. Portanto, igualmente a literatura, 

este resultado mostra que a 6-OHDA causa danos à atividade mitocondrial que afetam o 

potencial de membrana celular (Guo et al., 2018). Em seguida, expusemos as células novamente 

a 6-OHDA, porém agora com a utilização da sonda MitoSOX Red, um corante indicador de 

superóxido mitocondrial. Foi possível verificar um aumento expressivo nos níveis de 

superóxidos mitocondriais através ação da 6-OHDA, que foi diminuído de maneira satisfatória 

pela ação do FPS-ZM1 e do TAK-242, sugerindo que RAGE e TLR4 podem ativar vias de 

sinalização que colaboram com o comprometimento do funcionamento mitocondrial neuronal. 

Nesse sentido, nossos resultados sugerem que a expressão do RAGE e do TLR4, pode exercer 
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efeitos diretos sobre a atividade mitocondrial de células neuronais, constituindo um mecanismo 

que pode contribuir para a progressão da DP. Estudos adicionais sobre o papel dos receptores e 

suas vias de sinalização na função mitocondrial devem ser realizados a fim de responder esta 

questão. 

Estudos recentes relataram que quando RAGE e TLR4 foram ativados, ocorreu um 

fenômeno de interdependência entre os receptores, amplificando suas expressões e consequentes 

respostas inflamatórias. O knockout do TLR4 em BMDMs estimulados com HMGB1, resultou na 

redução da expressão do RAGE, bem como, o knockout do RAGE resultou em uma diminuição 

na presença do TLR4 na membrana (Zhong et al., 2020). De mesmo modo, a inibição do RAGE 

regulou os níveis de expressão de TLR4, e a inibição da TLR4 também regulou os níveis de 

expressão de RAGE em BAMs estimulados com LPS (Longfei et al., 2023). Porém, até o 

momento, a maioria das pesquisas se concentrou em macrófagos, deixando a cooperação entre 

RAGE e TLR4 no neurônio, relativamente menos explorado. No entanto, essa interação assume 

relevância significativa, considerando o potencial do bloqueio dos receptores como alvo 

terapêutico para abordagens na DP. Em conjunto com os dados encontrados na literatura, porém 

agora em um contexto neuronal, nossos resultados mostraram que o FPS-ZM1 diminuiu os níveis 

de mRNA do RAGE e do TLR4. De mesmo modo, TAK-242 diminuiu os níveis de mRNA do 

TLR4 e do RAGE. Assim, sugerimos uma possível interdependência entre RAGE e TLR4, visto 

que o bloqueio isolado de cada uma das vias dos receptores, leva ao cessamento do sinal de ambos. 

Porém, ainda precisamos elucidar o que medeia essa interdependência de expressão entre RAGE 

e TLR4, e os mecanismos precisos dessa interação requerem uma exploração mais aprofundada. 

Ainda, é de suma importância confirmar a especificidade dos inibidores no modelo estudado, 

apesar de que não existam trabalhos publicados, até o momento, que indiquem uma especificidade 

cruzada destes inibidores por RAGE e TLR4. 

Por fim, como possível limitação, esse trabalho investiga o papel dos receptores em um 

contexto neuronal, in vitro. Sabe-se que modelos in vitro viabilizam uma investigação preliminar 

rápida em comparação com os modelos in vivo, e que tais modelos são caracterizados por sua 

facilidade de manipulação e alto controle experimental. Entretanto, modelos in vitro não podem 

reproduzir integralmente a complexidade intrínseca das interações celulares, particularmente 

aquelas subjacentes às células do SNC. Não obstante, permanecem como ótimas alternativas para 

a exploração dos mecanismos moleculares e análises de neurotoxicidade. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstraram que a inibição do RAGE através do seu antagonista FPS-

ZM1, foi capaz de reverter os danos neuronais dopaminérgicos causados pela 6-OHDA. Ainda, 

os resultados indicam uma interdependência entre RAGE e TLR4 em um contexto neuronal, onde 

a inibição do TLR4 diminuiu a expressão do RAGE, e a inibição do RAGE diminuiu a expressão 

do TLR4. A 6-OHDA induziu um aumento de expressão do RAGE e TLR4, bem como dos 

parâmetros pró-inflamatórios TNFα e IL6 nas células. Além disso, o dano dopaminérgico causado 

pela 6-OHDA, causou danos nas mitocôndrias e aumento nos níveis de superóxidos 

mitocondriais. Notavelmente, a inibição do RAGE e do TLR4 foi capaz de atenuar o dano 

neuroinflamatório causado pela 6-OHDA, bem como suprimir a disfunção da atividade 

mitocondrial nas células. Juntos, nossos resultados sugerem que o crosstalk da sinalização de 

RAGE e de TLR4 controlou eventos críticos para a manutenção da viabilidade neuronal em um 

contexto de toxicidade dopaminérgica, através do controle da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, que ocorreu provavelmente em respostas as disfunções mitocondriais. Aqui, células 

SH-SY5Y submetidas a um processo de diferenciação rápida utilizando AR, demostraram 

alongamento dos neuritos, aumento na marcação de βIII-Tubulina e aumento da expressão de TH, 

confirmando um fenótipo catecolaminérgico semelhante ao de neurônios adultos no modelo. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Tendo em vista os resultados obtidos até o momento com esta pesquisa, é possível delinear 

algumas perspectivas para o aperfeiçoamento das evidências levantadas. Logo, ainda precisamos 

elucidar novos mecanismos moleculares sobre o bloqueio do RAGE e a proteção conferida as 

células. Para esse fim, novas análises envolvendo a ativação do fator de transcrição NF-kB no 

modelo de estudo serão realizadas. Além disso, as vias de sinalização do RAGE e as vias de 

cooperação entre RAGE e TLR4 deverão ser avaliadas, através da imunodetecção de ERK1/2, 

JNK/SAPK, MAPK, p38, Myd88, TIRAP, TRIF e TRAM. Ainda, novas análises com a adição 

do grupo 6-OHDA+FPS-ZM1+TAK-242 serão exploradas em diferentes testes no modelo 

celular, a fim de verificar sinergia entre os receptores. Por fim, uma questão interessante que resta 

investigar é o detalhamento da relação entre a expressão de RAGE e TLR4 com a disfunção 

mitocondrial causada pela 6-OHDA. Este resultado abre uma nova frente de questões sobre 

potenciais novas funções celulares para estes receptores. 
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