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RESUMO

A neuroinflamagdo estd presente em grande parte das doengas neurodegenerativas, muitas
vezes atuando no desenvolvimento e na progressdo destas. O Receptor para Produtos Finais de
Glicacdo Avancada (RAGE) é uma proteina da superfamilia das imunoglobulinas, capaz de
modular a inflamagédo através da interacdo com seus ligantes, responsaveis por induzir a
ativacdo de cascatas de sinalizagdo pré-inflamatorias. Assim, elevados niveis de RAGE e de
seus ligantes, como a CML, a HMGB1, a HSP70 e a S100B, acabam participando na
manutenc¢éo e na propagacdo de quadros inflamatorios. Considerando o papel deste receptor na
instauracao e na sustentacdo da neuroinflamacéo, este trabalho descreve os efeitos da inibigédo
do RAGE através do tratamento intranasal com seu antagonista FPS-ZM1, em um modelo
animal de neuroinflamacdo cronica induzida por uma injecdo intraperitoneal aguda de
lipopolissacarideo (LPS). 70 dias ap6s a administracdo de LPS (2 mg/kg, i.p.), 0s ratos
utilizados no estudo receberam intranasalmente, ao longo de 14 dias, 1,2 mg de FPS-ZM1. Nos
dias 88 e 89, os animais foram submetidos ao Teste de Campo Aberto, sendo eutanasiados no
dia 90 apos a injecdo i.p. do composto. Amostras de soro e de liquido cefalorraquidiano (CSF)
foram coletadas: (i) para analise dos niveis de RAGE e de seus ligantes e (ii) para a investigacdo
de perfis inflamatérios e oxidativos. De todos os analitos investigados, 90 dias apds sua
administracdo, o LPS provoca uma diminuicdo apenas dos niveis de corticosterona, e um
aumento somente dos niveis de S100B, no soro e no CSF, respectivamente. O tratamento
intranasal com FPS-ZM1 resgata 0 comportamento do tipo-depressivo/ansioso e os elevados
niveis de S100B no CSF induzidos pela injecdo de LPS, falhando em reverter a diminuicéo dos
niveis de corticosterona no soro provocada pelo modelo. Este trabalho mostra que a inibicao de
RAGE, através do tratamento intranasal com seu inibidor farmacoldgico, FPS-ZM1, resgata
caracteristicas relacionadas a neuroinflamacdo; porém, ndo altera parametros relativos a
quadros inflamatorios sistémicos, sugerindo que o RAGE, a nivel de SNC, possa estar
associado ao desenvolvimento de estados neuroinflamatérios induzidos por condicdes de

inflamacéo sistémica.
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ABSTRACT

Neuroinflammation is a condition present in most neurodegenerative diseases, and it many
times acts in both their development and progression. The Receptor for Advanced Glycation
End Products (RAGE) is a protein of the immunoglobulin superfamily, capable of regulating
inflammation through interaction with its ligands, which are responsible for inducing the
activation of intracellular pro-inflammatory signaling cascades. Thus, high levels of RAGE and
its ligands, such as CML, HMGB1, HSP70 and S100B, end up being accountable for the
unfolding and maintenance of inflammatory conditions. Considering the role of this receptor in
the establishment and upkeep of neuroinflammation, this study describes the effects of RAGE
inhibition through an intranasal treatment with its antagonist FPS-ZM1, in an animal model of
chronic neuroinflammation induced by an acute intraperitoneal injection of lipopolysaccharide
(LPS). 70 days after LPS administration (2 mg / kg, i.p.), the rats used in the study received
intranasally, over 14 days, 1.2 mg of FPS-ZM1. On days 88 and 89, the animals were submitted
to the Open Field Test, being euthanized on day 90 after intraperitoneal injection of the
compound. Serum and cerebrospinal fluid (CSF) samples were collected: (i) for the analysis of
RAGE and their ligands levels, and (ii) for the study of the inflammatory and the oxidative
status. Of all the analytes investigated, 90 days after its administration, LPS led to a decrease
only in the levels of corticosterone, and an increase only in the levels of S100B, in serum and
CSF, respectively. Intranasal treatment with FPS-ZM1 rescued the depressive/anxious-like
behavior and the high levels of S100B in the CSF induced by the injection of LPS, failing to
reverse the decrease in serum corticosterone, promoted by the model. This work demonstrates
that the inhibition of RAGE, through an intranasal treatment with its pharmacological inhibitor,
FPS-ZM1, rescues aspects related to neuroinflammation, but fails to modulate systemic
inflammatory markers, suggesting that RAGE, in the CNS, may be associated with the

development of a systemic inflammation-induced neuroinflammatory condition.

Keywords: RAGE, FPS-ZM1, Neuroinflammation
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1 INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas, por mais heterogéneas que sejam, possuem em comum a
perda progressiva da funcdo de neurdnios. Tanto a morte neuronal como a presenca de outros
distdrbios homeostaticos sdo capazes de levar a tal fendmeno. O fardo carregado por individuos
portadores de tais doencas se estende para seus proximos, como para seus familiares e
cuidadores, gerando fortes impactos, tanto emocionais como econdmicos. Somente nos Estados
Unidos, é esperado que até 2050 os gastos anuais associados ao tratamento de pacientes com
Doenca de Alzheimer atinjam a marca de $1 trilhdo de ddlares (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2015). Fatores genéticos e ambientais, tais como a neuroinflamacdo e o
préprio envelhecimento, se relacionam fortemente com o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas (CUNNINGHAM, 2013; OLSSON et al., 2005; RANSOHOFF, 2016),
tornando-os almejados alvos para investigagao.

A neuroinflamac&o é uma condicdo presente na grande maioria das doencas do sistema
nervoso central (SNC), sendo caracterizada principalmente pela ativacdo do sistema
neuroimune. Este sistema, composto essencialmente por células da micrdglia e da astréglia,
quando ativo, é responsavel por produzir uma enorme gama de mediadores inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio e mensageiros secundarios (DISABATO;
QUAN; GODBOUT, 2016; SHABAB et al., 2017). Quando instaurada, a neuroinflamacéo é
capaz de modular a complexa relacéo entre enzimas, receptores e fatores de transcrigdo, muitas
vezes afetando a homeostase neuronal, podendo levar, cronicamente, a perda de plasticidade e
a neurodegeneragdo, culminando, ultimamente, em disturbios cognitivos e comportamentais
(VON BERNHARDI et al., 2015).

No desenvolvimento da neuroinflamacéo, o liquido cefalorraquidiano (CSF) exerce um
importante papel. Este fluido, cuja principal funcdo é proteger o SNC de danos mecanicos e
imunolégicos, banha multiplos tecidos nervosos, e assim como a barreira hematoencefélica
(BBB), esta implicado no transporte de moléculas entre a circulacdo sanguinea e o parénquima
cerebral (GHERSI-EGEA et al., 2018). Em doengas neuroinflamatdrias — e em outras condigdes
estressantes —, os niveis de diversos mediadores inflamatorios s&o encontrados alterados no
CSF, correlacionando-se positivamente com outros indicadores de neuroinflamacéo (E et al.,
2017; LEPENNETIER et al., 2019; LIU et al., 2020a; MILLER et al., 2019). Desta forma, a
analise do CSF permite investigar, ainda que parcialmente, o panorama neuroinflamatério geral
do SNC.
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A inflamagdo sistémica atua vigorosamente na instalacio de um perfil
neuroinflamatdrio. Através de estudos em modelos animais, foi visto que, quando ativadas, as
células imunes periféricas produzem multiplos mediadores capazes de se comunicar com 0
SNC - como a Interleucina-1p (IL-1p), a Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral-
a (TNF-a) —, resultando na ativacao de astrocitos e células microgliais (CUNNINGHAM, 2013;
PERRY, 2004). Deste modo, modelos animais de inflamacdo sistémica acabam sendo
amplamente utilizados para estudar condi¢bes neuroinflamatdrias e/ou neurodegenerativas
(HOOGLAND et al., 2015).

A inflamag&o é uma resposta necessaria e vital para a sobrevivéncia de um organismo
frente a insultos imunologicos. Porém, quando ndo regulada, as consequéncias de sua
cronicidade podem passar a ser prejudiciais, como mencionado anteriormente. Os mecanismos
de controle da inflamacéo se estendem desde respostas locais (celulares) até a ativacdo de vias
neuroenddcrinas. O eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HPA, do inglés, hypothalamic-
pituitary-adrenal) € um sistema regulador que integra fun¢des tanto neuronais como endocrinas
no organismo. Com a funcao de manter a homeostase relacionada ao estresse, o eixo HPA conta
com um complexo sistema de atuacdo hormonal, onde hormdnios glicocorticoides exercem
funcbes anti-inflamatérias através de seus ubiquamente expressos receptores — receptores de
glicocorticoides (GRs) —, que quando ativados, migram do citoplasma para o nlcleo e atuam
em conjunto com fatores de transcricdo para conter a resposta inflamatoria — estimulando a
expressdo de sinalizadores anti-inflamatérios (como a Interleucina-10 (IL-10)) e inibindo a
expressao de sinalizadores pré-inflamatorios — e para mediar um sistema de retroalimentacéao
negativa, em que diversos hormonios participam, tais como o de liberacdo de corticotrofina
(CRH), o adrenocorticotrofico (ACTH) e glicocorticoides (principalmente o cortisol, em
humanos, e a corticosterona (CORT), em ratos e camundongos) (CHARMANDARI; TSIGOS;
CHROUSOS, 2005).

Este feedback, de forma resumida, consiste em regular a liberacdo de glicocorticoides
atraves de duas principais vias: (i) inibindo a expressédo de citocinas pré-inflamatorias, que séo
capazes de estimular a secrecdo de hormonios que ativam o eixo HPA, resultando na inibigéo
deste; e (ii) inibindo a expressdo tanto do CRH como do ACTH pela liberacdo de
glicocorticoides, onde o préprio hormdnio serve como um interruptor para o seu funcionamento
(BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). Na
grande maioria dos estudos, niveis elevados de cortisol sdo encontrados em pacientes com
quadros neuroinflamatdrios/neurodegenerativos (CHROUSOS; ZAPANTI, 2014; HERRERO
et al., 2015; HOLSBOER, 2000; SHINDEL; HOLLAND; GALLAGHER-THOMPSON,
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2020), sendo este fato explicado, segundo muitos autores, pela possivel resisténcia de GRs a
glicocorticoides nas células, fazendo com que o nimero de moléculas de cortisol/CORT na
circulacdo seja alto, visto a falta de interacdo deste com seus receptores, afetando o didlogo do
cortisol/CORT com o sistema imune, e causando um distirbio em seu feedback negativo
(MCQUADE; YOUNG, 2000; RODRIGUEZ et al., 2016; SCHAAF; CIDLOWSKI, 2002).

O modelo animal de endotoxemia induzida por lipopolissacarideo (LPS) de parede
bacteriana vem sendo amplamente utilizado para o estudo de condi¢des inflamatorias. Sua
principal vantagem se da no desenvolvimento de duas condicfes paralelamente dependentes: a
inflamacdo sistémica e a neuroinflamacao. Por ser capaz de induzir uma Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica com um alto grau de reprodutibilidade, e visto que esta esta altamente
relacionada com a inflamacdo sisttmica e com a neuroinflamagdo, ambos os estudos da
neuroinflamacao e da inflamac&o sistémica, tal como a sepse, acabam podendo ser investigados
por este mesmo modelo (FREISE; BRUCKNER; SPIEGEL, 2001). Quando injetado
intraperitonealmente, o LPS é reconhecido por receptores de padrdes moleculares associados a
patogenos, tanto em células periféricas como em células do SNC (visto que este € capaz de
atravessar a BBB), induzindo a ativagdo de cascatas intracelulares de sinalizacdo pro-
inflamatdrias, e levando a expressdo de citocinas e de demais mediadores da inflamacdo
(BROWN, 2019; DICKSON; LEHMANN, 2019), propiciando o estabelecimento de um quadro
inflamatorio.

Diversos protocolos experimentais j& foram estabelecidos, variando a dose, a
periodicidade e a forma de administracdo de LPS (BATISTA et al., 2019). Em um trabalho
publicado em 2007, os autores demonstraram que uma injecdo intraperitoneal Unica de LPS (5
mg/kg, i.p.) leva a ativacdo neuroimune em periodos inferiores a trés horas, durando por até 10
meses apods o insulto (QIN et al., 2007).

O Receptor para Produtos Finais de Glicacdo Avancada (RAGE) é uma proteina
transmembrana da superfamilia das imunoglobulinas, intimamente relacionada com processos
inflamatdrios, sendo capaz de interagir com maultiplos ligantes (TEISSIER; BOULANGER,
2019). Dentre eles, se destacam os AGEs (Advanced Glycation Endproducts, como a N(6)-
Carboximetillisina, CML), a S100B (S100 calcium-binding protein B), a HMGB1 (High
mobility group box 1 protein) e a HSP70 (Heat-shock protein 70), além de inUmeras outras
moléculas associadas a padrdes moleculares, como o préprio LPS. Ao interagir com um de seus
ligantes, este receptor induz uma cascata de sinalizagdo intracelular que muitas vezes resulta na
ativacédo do Fator Nuclear kappa B (NF-«kB), culminando na expressdo de inimeros mediadores

pré-inflamatorios, provocando também a producdo de mais copias do proprio RAGE. Por
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compartilhar vias de sinalizacdo com outras rotas pro-inflamatorias, 0 RAGE acaba formando
um ciclo de retroalimentacdo positiva, onde sua ativacdo perpetua e mantém um quadro
inflamatorio (XIE et al., 2013).

O RAGE é encontrado em varios tipos celulares, tendo sua expressdo a nivel
imunolégico — a nivel de células do sistema imune —, como um fator fundamental para a
manutencdo e propagacao da inflamacéo, visto que sua inibicdo é capaz de reverter e/ou
prevenir a condicdo (PRANTNER et al., 2020). A nivel de SNC, o RAGE é expresso tanto por
células endoteliais como por neurdnios e células gliais. Sua participacdo direta na
neuroinflamacgéo é robusta: ele atua tanto no transporte de compostos através da BBB, como na
atividade e metabolismo de neurdnios, astrocitos e células da microglia (JURANEK et al.,
2015). Sua ablacdo a nivel de tecido nervoso também retoma fendtipos fisiologicos,
demonstrando seu importante papel no desenvolvimento da neuroinflamagdo (GASPAROTTO
etal., 2018).

Em 2012 foi desenvolvido um antagonista sintético de RAGE, o FPS-ZM1 (DEANE et
al., 2012). Esta molécula é capaz de se ligar reversivelmente ao receptor, impedindo que este
interaja com seus ligantes. Por cruzar facilmente a BBB e por interagir com alta especificidade
com 0 RAGE, o FPS-ZM1 acaba sendo visto como um 6timo inibidor para se estudar a funcédo
desta proteina. Diferentes concentracdes do composto ja foram testadas em vias intraperitoneais
e encefélicas de administracdo, tendo um efeito positivo — em termos de resgate — em variados
modelos animais de neuroinflamagdo (DEANE et al., 2012; GASPAROTTO et al., 2017;
HONG et al., 2016; SHEN et al., 2021; ZHOU et al., 2017).

A relevancia das vias intranasais de administracdo de farmacos vem chamando a
atencdo da comunidade cientifica nos altimos anos, pois através dos nervos olfatérios e
trigémeos, compostos sdo capazes de penetrar o tecido nervoso diretamente, sem precisar passar
pela corrente sanguinea (CROWE et al., 2018). Deste modo, as vias intranasais evitam efeitos
adversos originados de vias sistémicas de administracdo (ERDO et al., 2018). Ainda que o FPS-
ZM1 seja lipossolavel, cruzando a BBB com facilidade, sua administracdo sistémica acaba
levando este farmaco a interagir com o RAGE expresso em tecidos periféricos, mascarando o0s
possiveis efeitos que a droga possa exercer a nivel de SNC, especialmente em modelos animais
de inflamagdo sistémica. Levando isso em consideragdo, a ministracdo intranasal de FPS-ZM1
acaba se tornando um potencial alvo de investigacdo para o estudo da fungdo do RAGE no
SNC, especialmente quando comparada a outras formas de administragdo mais invasivas, como

por injecdes intracerebroventriculares ou até mesmo por injecdes diretas em tecidos nervosos.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Considerando: (i) a relevancia da modulacdo neuroinflamatéria na progressdo de
doencas neurodegenerativas; (ii) a importancia do papel do RAGE na resposta inflamatdria;
(iii) o proeminente potencial terapéutico exercido pela inibicdo encefélica de RAGE através de
seu antagonista FPS-ZM1 em modelos animais de neuroinflamacao; e (iv) a falta de estudos
que investigam formas alternativas de administracdo deste fArmaco no SNC, como pela via
intranasal, o presente projeto tem como objetivo o de investigar os efeitos da administracéo
intranasal de FPS-ZM1 na interacdo com 0 RAGE em um modelo animal de neuroinflamacgéo
induzida por uma injecéo sistémica Unica de LPS.

Como objetivos especificos, e relacionados ao modelo animal utilizado, este projeto
visa:

1. Investigar os possiveis efeitos cognitivos-comportamentais desempenhados
pela administracéo intranasal de FPS-ZM1,;

2. Estudar o impacto da inibicdo de RAGE nos niveis deste e de seus ligantes
(CML, S100B, HMGB1 e HSP70), tanto no soro como no CSF, assim como;

3. Avaliar os niveis de marcadores séricos e do CSF relacionados a inflamacéo
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 e CORT) e ao dano oxidativo (4-HNE e

Nitrotirosina).
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Anticorpos policlonais para IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-10, 4-HNE e CML, e monoclonal
para Nitrotirosina foram comprados da Abcam® (Cambridge, UK). Anticorpos policlonais para
S100B, HMGB1 e HSP70, e monoclonal para RAGE foram obtidos da Santa Cruz
Biotechnology, Inc (Dallas, TX, USA). O anticorpo policlonal para CORT foi obtido da Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). O lipopolissacarideo de parede bacteriana, LPS, de
Escherichia coli O111:B4, e o antagonista de RAGE, FPS-ZM1, foram comprados da
MilliporeSigma® (Burlington, MA, USA). Microplacas para ELISA foram compradas da Bio-
Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). Anticorpos secundarios conjugados a peroxidases —
anti-Rabbit, -Mouse e -Goat — foram comprados da Cell Signalling Technology (Danvers, MA,
USA) e da Thermo Fisher Scientific. Albumina de Soro Bovino e TMB foram obtidos da INLAB
Confianca e da Life Technologies (CA, USA), respectivamente. Demais reagentes utilizados

neste estudo eram de pureza analitica ou de grau de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2 Declaracéo Etica

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados de acordo
com as diretrizes do National Institutes of Health (NATIONAL RESEARCH COUNCIL et al.,
2010) e da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Brasil (CEUA-UFRGS), sob o projeto de numero #37134.

3.3 Animais

Ratos Wistar machos com 60 dias de vida foram obtidos através do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio da UFRGS (CREAL-UFRGS). Os
animais foram mantidos em uma sala com temperatura constante de 21 + 0,1 °C, em ciclos
claro-escuro de 12 horas. Eles foram separados em grupos de até 4 animais por caixa, tendo
acesso livre (ad libitum) a 4gua e a comida (Chow Nuvilab CR-1 type; PR, Brasil). Todos 0s
animais foram manipulados durante o periodo de 7 dias antes do inicio dos experimentos, a fim

de reduzir o estresse causado por futuras manipulacdes (pesagens, injecoes, etc.).
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3.4 Desenho Experimental

Inicialmente, 70 animais foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais,
conforme ilustrado na Figura 1A. Devido a alta mortalidade resultante da condicédo
endotoxémica promovida pela injecdo de LPS (2 mg/kg, i.p.), 47 animais restaram para a
realizacéo o estudo. Os grupos Controle, FPS e LPS tiveram um n = 12, enquanto que o grupo
LPS+FPS, um n =11. O procedimento experimental pode ser visto na Figura 1B. Cada animal
recebeu, no dia 0 (com 67 dias de vida), uma injecdo intraperitoneal ou de solucao salina 0,9%
(Controles e FPS) ou de LPS 2 mg/kg (LPS e LPS+FPS). 64 dias depois, todos 0s animais
passaram por 3 sessGes de ambientacdo a administracdo intranasal, recebendo uma dose de
solucédo salina 0,9% a cada dois dias. A partir do dia 70, os animais iniciaram o tratamento
intranasal, recebendo 7 doses ou de veiculo (Controles e LPS) ou de FPS-ZM1 (totalizando 1,2
mg; grupos FPS e LPS+FPS), finalizando no dia 82 (cada dose foi dada a cada dois dias). Nos
dias 88 e 89, os ratos foram submetidos ao Teste de Campo Aberto (OFT, do inglés, Open Field

Test), e no dia 90, perfundidos e eutanasiados.

Controle FPS LPS LPS+FPS
Salina 0,9% i.p Salina 0,9% i.p. LPS - 2mglkg i.p LPS - 2 mg/kg i.p.
Veiculo i.n. FPS-ZM1-1,2mgi.n. Veiculo i.n. FPS-ZM1-12mgi.n.
Administragéo i.p. de LPS Administragao i.n. de o
ou solugdo salina 0,9% FPS-ZM1 ou veiculo Eutanasia
A T
( \
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L] 1 L
) Ll T 1 1 I 1 1 I T 1 1 T Ll Ll 1 -
0* 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 8889 90" dias
Treinamento i.n. com solugdo OFT
salina 0,9%

Figura 1: Desenho experimental. (A) grupos experimentais definidos para o estudo. A quantidade de 1,2 mg de
FPS-ZM1 administrada nos grupos FPS e LPS+FPS se refere a soma das 7 doses aplicadas no estudo. (B) linha
do tempo ilustrando os procedimentos aplicados na investigacdo. Os dias com asterisco (*) ao lado (0, 64 e 90)
se referem aos dias em que os animais foram pesados. Abreviagdes: i.p. — intraperitoneal; i.n. — intranasal; LPS —
lipopolissacarideo; OFT — Teste de Campo Aberto.
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3.5 Preparo e administracéo intraperitoneal de LPS

O LPS foi diluido em solu¢do salina 0,9%, atingindo uma concentragdo de 2 mg/mL.
Com essa concentragdo, cada animal dos grupos LPS e LPS+FPS recebeu intraperitonealmente
um volume (em microlitros) equivalente ao seu peso (em gramas), para que a dose de 2 mg/kg
de LPS fosse alcancada. Similarmente, os ratos dos grupos Controle e FPS receberam
intraperitonealmente um volume de solucdo salina 0,9% igual aos seus pesos. Tanto as
administracdes de LPS como as de solucdo salina foram dadas no inicio da tarde, por volta das
13 horas.

3.6 Preparo e administracéo intranasal de FPS-ZM1

Para a administracdo intranasal, tanto nos dias de habituacdo como nos dias de
tratamento, os procedimentos foram os mesmos (adaptados de PANG et al., e de TIEFENSEE
RIBEIRO et al.). Com o animal parcialmente imobilizado, e com a ajuda de uma micropipeta,
4 pL de solucgdo (salina, veiculo ou de FPS-ZM1) eram dispostos nas proximidades da narina
do rato, para que este pudesse inalar os compostos através de sua respiracdo natural. As
aplicagdes intranasais foram realizadas unilateralmente, porém, para cada dia de aplicagdo, as
narinas eram alternadas (e.g., dia 64 na direita, dia 66 na esquerda, dia 68 na direita...). E
importante ressaltar que nenhum animal demonstrou sinal de estresse durante o0s
procedimentos. Todas as administracfes intranasais foram realizadas no meio da tarde, por
volta das 15 horas.

Por ser altamente lipofilico, 0 FPS-ZM1 foi diluido em DMSO. As quantidades de FPS-
ZM1 dadas em cada uma das 7 doses estdo destacadas na Tabela 1. Os grupos FPS e LPS+FPS
receberam 5 doses de 0,2 mg e 2 doses de 0,1 mg de FPS-ZM1, diluidas em 4 uL de DMSO,

enguanto que os grupos Controle e LPS receberam 7 doses iguais de 4 uL de veiculo (DMSO).

Dia 70 Dia 72 Dia 74 Dia 76 Dia 78 Dia 80 Dia 82

Volume de solucéo
administrada 4 uL 4 pL 4 pL 4 uL 4 L 4 uL 4 puL
Quantldgﬁ/elzlde FPS- 0,2mg 0,2 mg 0,2mg 0,2 mg 0,2 mg 0,1 mg 0,1 mg

Tabela 1: Quantidade de FPS-ZM1 administrada em cada dia de tratamento. Apos 3 sessdes de treinamento
com solucdo salina 0,9% nos dias 64, 66 e 68, 0s animais passaram por 7 dias de tratamento intranasal, recebendo
doses ou de FPS-ZM1 (diluidas em DMSO; grupos FPS e LPS+FPS), ou de veiculo (DMSO; grupos Controle e
LPS). A quantidade total de FPS-ZM1 administrada para cada animal dos grupos FPS e LPS+FPS foi de 1,2 mg.
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3.7 Teste de Campo Aberto

Nos dias 88 e 89, todos os animais foram submetidos ao Teste de Campo Aberto. O
procedimento utilizado foi adaptado de POVEDA et al. O aparato/arena do OFT consiste em
uma caixa preta de 50 x 50 x 50 cm, dividida em 16 quadrantes de mesmo tamanho. No primeiro
dia de testagem (dia de treinamento), cada rato foi posto individualmente no centro do aparato,
e lhes foi permitido explorar o ambiente por um periodo de 10 minutos. 24 horas depois (no dia
de teste), 0 mesmo procedimento foi empregado. Os testes foram gravados em ambos os dias
por uma camera disposta sob o centro da arena, e o0s videos foram analisados pelo software
ANY-maze (Stoelting Co.; IL, USA). Os parametros investigados para o estudo foram: (i) a
distancia total viajada, (ii) 0 nimero de episadios e (iii) o tempo de freezing, (iv) o tempo no
centro (nos 4 quadrantes centrais) e (v) 0 tempo nas esquinas (nos 12 quadrantes laterais).

4 aparatos (caixas) foram utilizados conjuntamente, permitindo a testagem simultanea
de 4 animais. Os equipamentos eram limpos individualmente com alcool 70% antes de cada
animal ser testado. Todos os ratos foram habituados a sala de testagem por um periodo de 1
hora antes do inicio dos experimentos, em ambos os dias. Animais com um tempo de

imobilidade superior a 450 segundos, em qualquer dia de analise, foram excluidos do estudo.

3.8 Eutanésia e Coleta de Soro e de Liquido Cefalorraquidiano

A eutanasia ocorreu no dia 90 apds a injecdo de LPS (2 mg/kg, i.p.). Os animais foram
anestesiados com uma dose Unica de cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.) para
a coleta de sangue e CSF. Apds, foram perfundidos e tiveram os cérebros coletados para futuras
analises.

O CSF dos ratos foi coletado de forma similar a descrita anteriormente (LI et al., 2016;
NIROGI et al., 2009). Resumidamente, os animais foram postos em um aparelho estereotaxico,
firmando suas cabecas em um angulo de aproximadamente 45°, a fim de facilitar a visualizacéo
e a insercdo de uma agulha na depresséao superficial localizada entre a protuberancia occipital
e a vértebra C1. Inserindo uma agulha 26g no espac¢o subaracnoide, aproximadamente 100 pL
de CSF foram coletados por rato. Apés coleta, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 10.000 g e a 4°C, tendo os sobrenadantes coletados, aliquotados e estocados em freezer de -
80°C até futuras analises. Amostras contaminadas com sangue foram removidas do estudo.

A coleta de sangue se deu por puncao cardiaca. Antes de iniciar o procedimento de

perfusdo, aproximadamente 3 mL de sangue foram coletados diretamente do coracdo dos
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animais, com a utilizacdo de uma seringa de 5 mL com uma agulha 20g. As amostras de sangue
recém coletadas foram transferidas para tubos para sorologia (Vacuplast). Uma vez transferidas,
foram centrifugadas por 15 minutos a 1.200 g a temperatura ambiente, e tiveram 0S
sobrenadantes (soro) coletados, aliquotados e estocados em freezer de -80°C até futuras
andlises. Apds a coleta de sangue, os animais foram perfundidos via sistema vascular, com a
aorta descendente clampeada. 10 minutos de perfusdo com solucédo salina 0,9% esteéril foram
seguidos de mais 10 minutos de perfusdo com solucdo de PFA 4%, diluido em PBS (pH 7,4).
Os cérebros dos animais foram coletados, crioprotegidos e armazenados em freezer de -80°C

até futuras analises.

3.9 Dosagem de proteinas

As concentracdes de proteinas do soro e do CSF foram acessadas pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976).

3.10 Indirect Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA Indireto)

O mesmo protocolo de ELISA foi utilizado tanto para as amostras de soro como para as
amostras de CSF. Apos dosagem de proteinas, todas as amostras foram normalizadas e diluidas
em PBS até chegar numa concentragédo proteica de 5 pg/ml. Para cada placa de ELISA, 75 pL
de amostra (diluida) foram pipetados por po¢o. Depois de 24 horas de incubacdo em camara
fria, as placas foram lavadas 3 vezes com 200 pL de tampéo de lavagem (PBS + 0,05% Tween
20). Os pocos foram incubados, por 3 horas a temperatura ambiente, com 200uL de solucdo de
BSA (1,0%, w/v), diluida em PBS, para bloquear sitios de ligacdo inespecifica. Apds 3
lavagens, 100 pL de solugdo de anticorpo primario (diluido em tampdo de lavagem + 0,5%
BSA, w/v) foram adicionados por pogo, deixando reagir overnight a uma temperatura de 4°C.
No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes novamente, e foram adicionados 100 pL de
solucdo de anticorpo secundario (IgG acoplado a uma peroxidase, diluido em tampdo de
lavagem) por poco. Ap6s 3 horas de incubacdo a temperatura ambiente, 4 lavagens foram
realizadas, seguidas da adicdo de 100 uL de TMB em cada poco. A reacao foi parada com a
adicdo de 50 pL de solucdo de &cido sulfarico 2 M por pogo, e cada placa foi lida
individualmente em um aparelho SpectraMax i3 Multi-Mode Platform® (Molecular Devices,

USA) no comprimento de onda de 450 nm. As densidades Opticas (ODs) obtidas foram
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normalizadas em relacdo ao grupo Controle, e analisadas em forma de porcentagem. Nao foram
feitas curvas padrfes para os analitos investigados (método semi-quantitativo). As
concentragdes de anticorpos, tanto dos secundarios como dos primarios podem ser vistas na
Tabela 2. As diluicBes foram feitas com base em dados da literatura e/ou em dados fornecidos

pelos fabricantes dos produtos.

Anticorpo Diluicéo Anticorpo Diluicéo
anti-TNF-o (ab6671) 1:5.000 anti-RAGE (SC 365154) 1:2.000
anti-1L-1B (ab9722) 1:5.000 anti-CML (ab27684) 1:10.000

anti-1L-6 (ab6672) 1:5.000 anti-S100B (SC 28533) 1:10.000
anti-1L-10 (ab9969) 1:5.000 anti-HMGB1 (SC 26451) 1:1.000
anti-CORT (PA124900) 1:400 anti-HSP70 (SC 1060) 1:1.000
anti-4-HNE (ab46545) 1:10.000 anti-Rabbit (#7074) 1:5.000
anti-Nitrotirosina (ab7048) 1:4.000 an:,:i'_'\(/l;%l:te( gz%g 1:2.000

Tabela 2: Dilui¢es de anticorpos para ELISA indireto. As dilui¢es dos anticorpos priméarios e secundarios
foram realizadas de acordo com recomendacGes do fabricante ou de acordo com dados presentes na literatura. O
volume pipetado por poco foi de 100 pL. Os anticorpos foram diluidos em tampédo de lavagem (PBS + 0,05%
Tween 20) + 0,5% BSA (w/v). A concentracdo e volume de amostra pipetados em cada pogo foram de 5 pg/mL e
75 WL, respectivamente.

3.11 Anélises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versdao 8.0
(GraphPad Software Inc.; San Diego, USA). Os dados foram analisados para normalidade
através dos testes de Shapiro-Wilk e D’Agostino. A homocedasticidade dos residuos foi
checada através do teste de Bartlett. Testes t de Student foram utilizados para comparar médias
de familias com 2 grupos. ANOVAs de uma via foram utilizadas para comparar médias de
familias com 3 ou mais grupos. Testes post-hoc de Dunnet e Tukey foram empregados quando
as ANOVAs deram resultados significativos. No caso de familias que passaram por mais de um
teste estatistico, estes foram corrigidos pelo método de Bonferroni. Diferencas foram
consideradas significantes quando P < 0,05. Resultados estdo representados como Média +
Desvio Padrdo (Média = DP).
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4 RESULTADOS

4.1 Tratamento intranasal com FPS-ZM1 ndo reverte diminuicdo de ganho de peso induzida

por administracdo sistémica aguda de LPS

Conforme ilustrado na Figura 1B, os animais tiveram seus pesos acessados nos dias 0
(antes de realizar a injecdo de LPS; 2 mg/kg, i.p.), 64 (antes de iniciar o tratamento intranasal
com FPS-ZM1; 1,2 mg, i.n.) e 90 (no dia da eutanasia). Como as administragcdes intranasais de
FPS s6 ocorreram ap6s o dia 64, os pesos dos ratos nos dias 0 e 64 foram comparados entre 0s
animais que receberam uma injecdo i.p. de solucéo salina 0,9% (animais dos grupos Controle
e FPS, n = 24; Salina) e os que receberam uma injecéo i.p. de 2 mg/kg de LPS (animais dos
grupos LPS e LPS+FPS, n = 23; LPS).

Como esperado, entre os dias 0 e 64, os ratos de ambos os grupos tiveram um aumento
de massa corpdrea, independentemente de terem recebido uma injecdo de solucao salina ou de
LPS (Figura 2A). Nenhuma diferenca foi encontrada entre a média dos pesos dos grupos
analisados no dia 64 (teste t de Student ndo pareado, P = 0,658).

Em um espaco de tempo mais curto, e agora analisando os efeitos do tratamento
intranasal com FPS-ZM1, foi visto que, ao contrario dos animais controles, aqueles injetados
com LPS ndo tiveram um aumento significativo de peso entre os dias 64 e 90; e que o tratamento
intranasal com FPS-ZM1 néo foi capaz de reverter este fendmeno (Figura 2B). Assim como
para o dia 64, nenhuma diferenca foi encontrada entre a média dos pesos dos grupos analisados
no dia 90 (ANOVA de uma via, P = 0,385). Esta aparente discrepancia observada entre 0s
resultados (diferencga de peso entre os dias 64 e 90 para os grupos Controle e FPS, e auséncia
de diferenca para os grupos LPS e LPS+FPS, somada a auséncia de diferenca entre os pesos de
todos os grupos nos dias 64 e 90) pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo maior poder
estatistico dos testes t de Student pareados, quando comparados as analises de variancias e aos
testes t de Student ndo pareados.

Em conjunto, estes resultados indicam que a condi¢do endotoxémica promovida pela
administracdo aguda de LPS (2 mg/kg, i.p.) ndo altera, ao final dos primeiros dois meses, 0
ganho de peso dos animais, porém, parece desacelerar este processo em periodos posteriores.
Também é possivel destacar que o tratamento intranasal com FPS-ZM1 (1,2 mg) nédo é capaz

de resgatar, a nivel de animais controles, este padrdo visto nos animais injetados com LPS.
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Figura 2: Pesagens. Todos os animais foram pesados antes da administracdo intraperitoneal de 2 mg/kg de LPS
(Pré-LPS, dia 0), antes do tratamento intranasal com 1,2 mg de FPS-ZM1 (Pré-FPS, dia 64) e no dia da eutanasia
(dia 90). (A) pesos dos animais que receberam ou uma injecdo i.p. de salina (Salina; grupos Controle + FPS; n =
24) ou uma injecdo i.p. de LPS (LPS; grupos LPS + LPS+FPS; n = 23) nos dias 0 e 64. (B) pesos dos animais nos
dias 64 e 90. Para os grupos Controle, FPS e LPS, n = 12. Para o grupo LPS+FPS, n = 11. Resultados estéo
expressos como Média + DP. ****P < 0,0001. Diferengas estatisticas demonstradas na figura foram investigadas
através de testes t de Student pareados. Testes t de Student ndo pareados e ANOVA de uma via ndo demonstraram
diferencas estatisticas entre os grupos em nenhum dos dias analisados. Por utilizar mais de uma anélise estatistica
em uma mesma familia, os valores de P foram ajustados pelo método de Bonferroni.
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4.2 FPS-ZM1 intranasal reverte déficits locomotores e cognitivos-comportamentais induzidos

por administracdo sistémica aguda de LPS

Nos dias 88 e 89, todos os animais foram submetidos ao OFT. Conforme discutido na
se¢do 3.7, a arena do OFT foi dividida em 16 quadrantes, agora mostrados na Figura 3A. Dos
16 quadrantes estabelecidos, 12 foram designados a zona lateral (os quadrantes mais préoximos
as paredes), e os 4 restantes, a zona central (os quadrantes que compdem o centro do aparato).
Parametros locomotores e cognitivos-comportamentais foram acessados comparando as
performances individuais nos dias de treinamento e teste, através de testes t de Student
pareados. Para lidar com outliers, e evitar enviesamento estatistico, um parametro e valor de
cut-off foi estabelecido: animais que tiveram um tempo de imobilidade superior a % do tempo
total de teste (450 segundos em cada dia) foram removidos do estudo. Desta forma, tivemos um
n total de 41 animais, dos quais: grupo Controle, n = 11; FPS, n = 11; LPS, n = 11; LPS+FPS,
n=_8.

Analisando os resultados, vemos que, no dia de teste, os animais injetados com LPS
tiveram uma diminuigdo na distancia total viajada quando comparada ao dia de treinamento (P
= 0,034), ao contrario dos grupos Controle (P = 0,104), FPS (P = 0,108) e LPS+FPS (P =
0,336), nos quais ndo foram encontradas tais diferencas, conforme mostrado na Figura 3B.
Assim, vemos que o tratamento intranasal com FPS-ZM1 reverte o aparente déficit locomotor
induzido pelo LPS.

Similarmente, apenas o grupo LPS apresentou um aumento no nimero de episddios (P
= 0,0284; Figura 3C) e no tempo de freezing (P = 0,0496; Figura 3D), assim como uma
tendéncia a ficar mais tempo nas zonas laterais (P = 0,0146; Figura 3E), e menos tempo nas
zonas centrais do aparato (P = 0,0146; Figura 3F), quando comparados aos valores obtidos no
dia de treinamento, ao contrario dos grupos Controle, FPS e LPS+FPS, onde tais diferencas nao
foram vistas. Novamente, o tratamento com FPS-ZM1 parece estar revertendo os fenétipos
observados nos animais injetados com LPS, neste caso, relacionados a indicadores de
performance cognitiva-comportamental.

Analises de variancias ndo demonstraram nenhuma diferenca estatistica entre as médias
dos grupos em nenhum dos parametros analisados, tanto nos dias de teste como nos dias de
treinamento (valores de P podem ser vistos na Tabela 3). Outra vez, destacamos o alto poder
estatistico dos testes t de Student pareados (em relacdo as analises de variancias ndo pareadas)

para detectar flutuacOes sutis entre intervalos de tempo, por comparar cada animal par a par.
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Figura 3: Teste de Campo Aberto. Parametros locomotores e cognitivos-comportamentais foram acessados nos
quatro grupos experimentais do estudo nos dias 88 e 89 ap6s injecdo de LPS (2 mg/kg, i.p.). (A) 16 quadrantes
formam a arena onde os animais foram analisados. Os parametros (B) distancia total viajada, (C) episddios de
freezing, (D) tempo de freezing, (E) tempo nas esquinas e (F) tempo no centro foram analisados em relacéo aos
dias de treinamento, através de testes t de Student pareados. Para os grupos Controle, FPS e LPS, n = 11. Para o
grupo LPS+FPS, n = 8. Resultados estdo expressos como Média + DP. *P < 0,05. ANOVAs de uma via ndo
demonstraram diferengas estatisticas entre 0s grupos para nenhum dos pardmetros em nenhum dos dias analisados
(Tabela 3). Por utilizar mais de uma analise estatistica em uma mesma familia, os valores de P foram ajustados
pelo método de Bonferroni.

Distancia total Episddios de Tempo de Tempo nas Tempo no

viajada freezing freezing esquinas centro
Dia de Treinamento P =0,8226 P =0,999 P =0,899 P =0,8978 P =0,8978
Dia de teste P =0,536 P =0,999 P =0,999 P =0,999 P =0,999

Tabela 3: Valores de P das ANOVASs entre 0s grupos experimentais, nos diferentes dias do OFT. ANOVAs
de uma via foram utilizadas para investigar diferencas entre os grupos nos diferentes dias do OFT. Como nenhuma
diferenca foi encontrada, nenhum teste post-hoc foi aplicado. Por utilizar mais de uma analise estatistica em uma
mesma familia, os valores de P foram ajustados pelo método de Bonferroni.
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4.3 Reducao dos niveis de corticosterona no soro, induzida por administracdo sistémica aguda

de LPS, ndo € revertida por tratamento intranasal com FPS-ZM1

A fim de investigar, a nivel sisttmico, os efeitos em longo prazo da administracdo de
LPS (2 mg/kg, i.p.), e os possiveis impactos do tratamento intranasal com FPS, um perfil
inflamatdrio e oxidativo foi tracado através de ELISAs indiretos e semi-quantitativos do soro
dos animais. Nesta andlise, investigamos mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-1p e IL-6),
anti-inflamatorios (IL-10 e CORT) e relacionados ao balango redox (4-HNE e Nitrotirosina).
Os valores de absorbancias obtidos pela leitura a 450 nm foram normalizados em relacéo a
média dos controles. As médias resultantes de cada analise foram comparadas por ANOVAS
de uma via, seguidas de teste post-hoc de Dunnet, avaliados em relacdo ao grupo Controle.
Houveram problemas na aquisicdo de soro de 3 animais, resultando em um n total de 44
(Controle, n =12; FPS, n = 11; LPS, n = 11; LPS+FPS, n = 10).

O perfil inflamatorio pode ser visto na Figura 4. Nenhuma diferenca estatistica foi vista
entre as médias dos grupos investigados para as citocinas pro e anti-inflamatorias (TNF-a, P =
0,1999; IL-1B, P =0,368; IL-6, P = 0,9952; e IL-10, P = 0,2663; ANOVAs de uma via) e para
os marcadores de dano oxidativo (4-HNE, P = 0,8528; e Nitrotirosina, P = 0,6203; ANOVAs
de uma via). Em contrapartida, vimos que os niveis de CORT estavam reduzidos nos animais
injetados com LPS (Figura 4B; teste post-hoc de Dunnet, P = 0,0047, em relacdo aos animais
controles), e que o tratamento intranasal com FPS-ZM1 ndo resgata, a niveis de controles, esta
diminuicdo da concentracdo de CORT (teste post-hoc de Dunnet, P = 0,0053, em relacdo aos

animais controles).
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Figura 4: Perfil inflamatdrio e oxidativo — Soro. 90 dias ap6s a injegdo de LPS (2 mg/kg, i.p.) — 8 dias ap0s o
término do tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram eutanasiados, tendo o soro e 0 CSF
coletados para andlises por ELISAs indiretos semi-quantitativos. (A) perfil pr6-inflamatdrio: TNF-o, IL-1p e IL-
6; (B) perfil anti-inflamatério: IL-10 e CORT; e (C) perfil oxidativo: 4-HNE e Nitrotirosina. Todas as analises
estatisticas foram baseadas em ANOVAs de uma via seguidas de teste post-hoc de Dunnet. Controle, n = 12; FPS,
n=11; LPS, n = 11; LPS+FPS, n = 10. Resultados estdo expressos como Média + DP. **P < 0,01, em relagdo ao

grupo Controle.
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Como era de se esperar, 0s niveis séricos de CORT apresentaram uma dependéncia em
relacdo ao horario em que os animais foram eutanasiados, refletindo o ciclo circadiano dos ratos
(Figura 5). Uma anélise por regressao linear mostra que esta dependéncia dos niveis de CORT
em relacdo ao tempo de coleta é explicada por um coeficiente de correlacdo R = - 0,703, e uma

estatistica com valor de P < 0,0001.

Soro
200+ )
% R® = 0,494 * Controle
s p < 0,0001
£ 150 = FPS
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Figura5: Regressao linear —tempo v. niveis relativos de CORT sérico. 90 dias ap6s a injecdo de LPS (2 mg/kg,
i.p.) — 8 dias apds o término do tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram eutanasiados,
tendo o soro e o CSF coletados para analises por ELISAs indiretos semi-quantitativos.

Similarmente ao perfil inflamatdrio e oxidativo, os niveis de RAGE e de seus principais
ligantes também foram analisados no soro destes ratos (Figura 6). Através de ELISASs indiretos
e semi-quantitativos, vimos que tanto o tratamento intranasal com FPS, como a administracao
aguda sistémica de LPS, nédo alteram os niveis de RAGE (P = 0,5767) e de seus ligantes: CML
(P = 0,6506), HMGBL1 (P = 0,6367), S100B (P = 0,4584) e HSP70 (P = 0,2481), quando 0s

grupos experimentais sdo comparados entre si (ANOVAs de uma via).
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Figura 6: RAGE e seus ligantes — Soro. 90 dias ap6s a injecao de LPS (2 mg/kg, i.p.) — 8 dias apds o término do
tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram eutanasiados, tendo o soro e o CSF coletados
para analises por ELISAs indiretos semi-quantitativos. (A) niveis relativos de RAGE; e (B) de seus ligantes: CML,
HMGB1, S100B e HSP70. As andlises estatisticas foram baseadas em ANOVAs de uma via seguidas de teste
post-hoc de Dunnet. Controle, n = 12; FPS, n = 11; LPS, n = 11; LPS+FPS, n = 10. Resultados estéo expressos
como Média £ DP.
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4.4 Reducéo dos niveis de S100B no CSF em animais injetados intraperitonealmente com LPS

¢ revertida com tratamento intranasal de FPS-ZM1

Para investigar parametros relacionados a neuroinflamacéo, e os possiveis efeitos que o
tratamento intranasal com FPS-ZM1 pode exercer na condi¢do proporcionada pela injecdo
sisttmica aguda de LPS, assim como o soro, 0 CSF dos animais foi investigado através de
ELISAs indiretos e semi-quantitativos. A mesma metodologia utilizada para as anélises dos
niveis dos analitos no soro foi empregada para as analises do CSF. Dos 47 animais utilizados
no estudo, somente 33 resultaram em amostras validas de CSF, devido ou a contaminagdo com
sangue, ou a volumes inferiores ao necessario para as analises (Controle, n = 8; FPS, n = 9;
LPS, n =8; LPS+FPS, n = 8).

O perfil inflamatorio do CSF pode ser visto na Figura 7. Nenhuma diferenca estatistica
foi vista — através de ANOVAs de uma via — entre as médias dos grupos investigados para 0s
mediadores pré e anti-inflamatorios (TNF-a, P = 0,1169; IL-1B, P = 0,3477; IL-6, P = 0,1873;
IL-10, P = 0,5514; e CORT, P = 0,6796), assim como para 0s marcadores de dano oxidativo
(4-HNE, P = 0,4092; e Nitrotirosina, P = 0,6077).

Curiosamente, os niveis relativos de CORT no CSF ndo demonstram uma boa
correlacdo com o horério de amostragem, como indicado na Figura 8. A anélise por regressdo
linear realizada mostra um coeficiente de correlacdo R = 0,253, e uma estatistica com valor de
P =0,1540.

A investigacdo dos niveis de RAGE e de seus ligantes no CSF — comparando entre 0s
diferentes grupos experimentais atraves de ANOVAs de uma via — ndo demonstraram
diferencas estatisticas para os niveis de RAGE (P = 0,5457) e de seus ligantes CML (P =
0,2338), HMGB1 (P =0,3284) e HSP70 (P = 0,5562). Os resultados podem ser vistos na Figura
9. Em contrapartida, os niveis de S100B mostraram-se aumentados nos animais injetados com
LPS (teste post-hoc de Dunnet, P =0,0435, em rela¢do aos animais controles), e este fendtipo
foi revertido pelo tratamento intranasal com FPS-ZM1 (teste post-hoc de Dunnet, P = 0,999,

em relagdo aos animais controles).
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Figura 7: Perfil inflamatdrio e oxidativo — CSF. 90 dias ap0s a injecdo de LPS (2 mg/kg, i.p.) — 8 dias ap0s o
término do tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram eutanasiados, tendo o soro e 0 CSF
coletados para andlises por ELISAs indiretos semi-quantitativos. (A) perfil pr6-inflamatdrio: TNF-o, IL-1p e IL-
6; (B) perfil anti-inflamatorio: IL-10 e CORT:; e (C) perfil oxidativo: 4-HNE e Nitrotirosina. As analises estatisticas
foram baseadas em ANOVAs de uma via seguidas de teste post-hoc de Dunnet. Controle, n = 8; FPS, n = 9; LPS,
n = 8; LPS+FPS, n = 8. Resultados estdo expressos como Média + DP.
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Figura 8: Regresséo linear — tempo v. niveis relativos de CORT do CSF. 90 dias ap6s a injecdo de LPS (2
mg/kg, i.p.) — 8 dias ap6s o término do tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram
eutanasiados, tendo o soro e o CSF coletados para anélises por ELISAs indiretos semi-quantitativos.
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Figura 9: RAGE e seus ligantes — CSF. 90 dias apds a inje¢do de LPS (2 mg/kg, i.p.) — 8 dias ap6s o término do
tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, todos os animais foram eutanasiados, tendo o soro e o CSF coletados
para analises por ELISAs indiretos semi-quantitativos. (A) niveis relativos de RAGE; e (B) de seus ligantes: CML,
HMGB1, S100B e HSP70. Todas as analises estatisticas foram baseadas em ANOVAs de uma via seguidas de
teste post-hoc de Dunnet. Controle, n = 8; FPS, n = 9; LPS, n = 8; LPS+FPS, n = 8. Resultados estdo expressos

como Média + DP. *P < 0,05

, em relacdo ao grupo Controle.
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4.5 Niveis alterados de corticosterona no soro, mas ndo de S100B no CSF, se relacionam com

parametros cognitivos-comportamentais

Como houveram alteracdes dos niveis de CORT e de S100B, no soro e no CSF,
respectivamente, buscamos relaciona-los a performance dos animais no OFT, para elucidar
possiveis correlagdes entre os parametros estudados. Para este fim, analises por regressoes
lineares foram realizadas. Como o interesse se d& apenas nas diferencas entre os dias de
treinamento e teste, os valores relacionados com os niveis de CORT ou de S100B foram obtidos
através dos indices de habituacdo. Estes indices foram calculados pela a subtragdo dos valores
adquiridos no dia de teste pelos valores adquiridos no dia de treinamento (BOLIVAR, 2009).
A fim de evitar inflagfes de erros do tipo I, 0s Unicos analitos utilizados nas regressdes lineares
foram a CORT (sérica) e a S100B (do CSF).

Na Figura 10A podemos observar que tanto a concentracéo relativa de CORT, no soro,
e S100B, no CSF, ndo se correlacionam com a habituagéo da distancia total viajada (CORT, R
= 0,095, P =0,551; S100B, R = 0,202, P = 0,295). Em contrapartida, 0s niveis séricos relativos
de CORT apresentaram uma correlagdo negativa com a familiarizagéo do tempo despendido no
centro do aparato, e uma correlacdo positiva com a habituacdo do tempo despendido nas zonas
laterais (R = - 0,439, P = 0,0051; R = 0,439, P = 0,0051, respectivamente), como observado
nas Figuras 10B e 10C. Tal comportamento ndo foi observado para os niveis de S100B no CSF
(tempo no centro: R = 0,212, P = 0,271; tempo nas laterais: R = - 0,212, P = 0,271). Correlagdes
com os indices de habituacdo para o tempo e para o numero de episodios de freezing nao
mostraram significAncia estatistica tanto para a CORT como para a S100B (dados ndo

mostrados).
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Figura 10: Regressdes lineares — OFT v. CORT/S100B. Nos dias 88 e 89 ap06s a injecdo de LPS (2 mg/kg i.p.)
— 6 e 7 dias ap6s o término do tratamento com FPS-ZM1 (1,2 mg, i.n.) —, os animais foram submetidos ao OFT.
90 dias apos a injecdo de LPS, todos os animais foram eutanasiados, tendo o soro e 0 CSF coletados para analises
por ELISAs indiretos semi-quantitativos. (A) correlagdo entre o indice de habituacdo da distancia total viajada
com os niveis de CORT no soro (esquerda) e os de S100B no CSF (direita); (B) correlacdo entre o indice de
habituacdo do tempo no centro do aparato com os niveis de CORT no soro (esquerda) e os de S100B no CSF
(direita); e (C) correlacdo entre o indice de habituacdo do tempo nas laterais do aparato com os niveis de CORT
no soro (esquerda) e os de S100B no CSF (direita). Os indices de habituagdo foram calculados pela subtracdo dos
valores obtidos no dia de teste pelos valores do dia de treinamento.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, n6s investigamos os efeitos da inibicao farmacoldgica de RAGE no SNC
atraves do tratamento intranasal com seu antagonista, FPS-ZM1, em um modelo animal de
neuroinflamagdo cronica, induzida por uma injecdo intraperitoneal Unica de LPS. Pesos,
parametros locomotores e cognitivos-comportamentais, perfis inflamatorios e oxidativos do
soro e CSF, além da andlise dos niveis de RAGE e seus ligantes (também no soro e CSF), foram
acessados neste estudo.

Nossos resultados indicam uma reducdo da concentracdo de CORT no soro dos animais
injetados com LPS, tratados ou ndo com o inibidor de RAGE. Estudos anteriores demonstraram
que a endotoxemia promovida pela administracdo intraperitoneal de LPS é capaz de danificar
as glandulas suprarrenais, reproduzindo um quadro de insuficiéncia adrenal (KANCZKOWSKI
et al., 2013a), sendo este caracterizado pela baixa responsividade a hormdnios que regulam a
producdo de glicocorticoides, acompanhada ou ndo da reducdo dos niveis destes ultimos
(NEARY; NIEMAN, 2010; TSAI et al., 2006). O dano promovido pelo LPS, a nivel de células
adrenais, ocorre em periodos inferiores a 3 horas ap6s sua administracdo intraperitoneal,
provocando ndo s6 uma disfuncdo mitocondrial e celular, como também gerando um quadro
inflamatorio local, podendo dificultar ou até mesmo inviabilizar a producdo de horménios
(DUAN et al., 2016; KANCZKOWSKI et al., 2013b; WANG et al., 2014, 2015). Assim, a
diminuicdo dos niveis de CORT observada nos animais injetados com LPS pode estar
relacionada a danos diretos nas glandulas suprarrenais, independendo do controle da
concentracdo deste horménio pelo eixo HPA — onde a inibicéo encefalica de RAGE (através do
tratamento intranasal com FPS-ZM1) poderia estar agindo de forma mais eminente, regulando
a inflamagdo em regides cerebrais relacionadas ao balango deste eixo. Ndo somente, para
reforcar esta hipdtese, ja foi constatado que as glandulas adrenais possuem um lento grau de
renovacao celular, o que contribui para que um dano agudo possa se manter durante semanas
(CHANG et al., 2013).

Outra importante caracteristica da insuficiéncia adrenal é a perda de peso (MARTIN-
GRACE et al., 2020). Nosso estudo revelou uma diminui¢do do ganho de peso progressivo
esperado dos animais, quando estes sdo sujeitados ao LPS, sendo independente do tratamento
com FPS-ZM1. Evidentemente, diversos fatores estdo relacionados ao ganho ou a perda de
massa corpdrea, porém, considerando o relevante papel dos hormdnios corticoides,
principalmente o cortisol, em humanos, e a CORT, em ratos, no metabolismo de glicose,

majoritariamente na estimulacdo de vias gliconeogénicas, a perda de peso acaba podendo se
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tornar uma consequéncia da alteracdo dos niveis destes. N&do somente, recentemente, a
regulacdo da fome foi demonstrada ser altamente dependente do eixo HPA, onde a CORT €
capaz de estimular diretamente neurdnios relacionados a incitagdo da fome (PERRY et al.,
2019).

A auséncia de alteragdo dos niveis séricos de mediadores inflamatorios, excluindo a
CORT, ja era esperada. O modelo de inflamacdo sistémica induzida por LPS leva apenas a um
aumento transitério e agudo de mediadores inflamatorios e oxidativos no soro/plasma
(CAVAILLON, 2018; DICKSON; LEHMANN, 2019; QIN et al., 2007; SOMANN et al.,
2019), caracteristico de uma endotoxemia. O presente modelo empregado, analisando 0s
animais 90 dias apos a injecdo de LPS, ndo € capaz de detectar tais alteragdes. Assim, mesmo
que haja a participacdo da regulacéo da inflamacéo periférica pelo SNC, uma vez que esta ndo
esteja presente, os efeitos da inibicdo de RAGE, a nivel de SNC, acabam néo sendo vistos a
nivel sistémico.

Por outro lado, a neuroinflamacéo associada ao modelo de endotoxemia induzida por
LPS ja foi mostrada persistir por até 10 meses ap6s a administracdo do composto (QIN et al.,
2007). No nosso trabalho, a avaliagdo neuroinflamatéria se deu somente no CSF dos animais,
trazendo apenas um panorama geral de como o SNC pode estar se comportando frente ao insulto
por LPS. Em doengas que possuem como caracteristica a neuroinflamag&o, a alteracdo dos
niveis de mediadores inflamatérios no CSF variam muito de condicdo a condicdo
(LEPENNETIER et al., 2019). No presente estudo, o LPS levou a um aumento somente dos
niveis relativos de S100B, sendo este revertido pelo tratamento intranasal com FPS-ZM1. A
S100B é uma proteina ligante de RAGE, secretada predominantemente por astrocitos, que
muitas vezes reflete os estados de ativacdo pro-inflamatdrios deste tipo celular (SEN; BELLI,
2007). Todavia, quando em baixas concentragdes, esta proteina pode exercer funcbes
neurotroficas e neuroprotetoras (ANGELOPOULOU; PAUDEL; PIPERI, 2021). Em um
estudo publicado em 2011, os autores detectaram uma elevacao dos niveis de S100B no CSF
de ratos injetados intracerebroventricularmente com LPS, em periodos de inflamacdo aguda
(dentro de 24h), correlacionando-se positivamente com estados de ativacdo astrocitaria
(GUERRAetal., 2011). Desta forma, e considerando sua alteracdo no CSF em outras condicdes
neuroinflamatérias (MICHETTI et al., 2019; SEN; BELLI, 2007), podemos sugerir que 0s
elevados niveis de S100B, encontrados na nossa investigacdo, estejam relacionados a um
quadro de ativagdo neuroimune, ainda que este ndo aponte alteracGes de outros mediadores

inflamatdrios no CSF. Consequentemente, indicamos o potencial anti-inflamatério da inibicdo
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de RAGE no SNC, pelo resgate dos niveis de S100B a niveis de controles nos grupos tratados
com FPS-ZM1.

Os niveis de RAGE e de varios de seus ligantes ja foram encontrados alterados no CSF
e no soro de pacientes de diferentes doencas neurodegenerativas (GLASNOVIC et al., 2014;
LI et al., 2010; SOKOL et al., 2017; WANG et al., 2017, 2016; YAMAGISHI et al., 2005).
Porém, com excec¢do da S100B, os niveis de nenhum outro ligante foram encontrados alterados
neste estudo, possivelmente indicando que os animais ndo tenham sofrido danos suficientes
para serem detectados em tais fluidos, considerando que, no SNC, injdrias mais grosseiras
ocorrem somente por volta dos 7 meses ap0s a injecdo intraperitoneal de LPS, marcadas
principalmente pela morte neuronal (QIN et al., 2007; TU et al., 2019) — ou ainda que o dano
tenha se estendido somente a tecidos nervosos.

Em condicgdes de inflamacéo aguda (e.g. periodos inferiores a 24 horas apds um insulto
sistémico), encontramos, no CSF de animais, alterados niveis de diversos mediadores, tanto pré
como anti-inflamatérios (GARNER et al., 2018; LIU et al., 2020b; MUK et al., 2019;
VENTORRP et al., 2017; YAMASHIRO; DE SOUZA; DE MELO SOARES, 2019), e estes
tendem a retornar a normalidade a medida que a condicdo passa a ser crnica. Todavia, em
longo prazo, alguns marcadores voltam a se tornar alterados. Para modelos animais de sepse
e/ou de LPS, ja foi demonstrado que em algumas semanas ap6s o desafio, o0s niveis de TNF-a,
e de IL-6 voltam a se elevar (FLORENTINO et al., 2020; STECKERT et al., 2013). Por mais
que ndo tenhamos visto uma diferenca estatistica nos niveis destes dois marcadores, uma
tendéncia ao aumento de TNF-a foi observada apenas no grupo LPS (teste post hoc de Dunnet,
P = 0,095; em relacdo ao grupo Controle, Figura 7A), possivelmente indicando um
comportamento semelhante ao observado nos estudos anteriores, tendo a inibicdo de RAGE
pelo tratamento intranasal com FPS-ZM1 como um fator neuroprotetor, visto que esta tendéncia
nédo foi observada no grupo tratado com o composto.

O protocolo de OFT utilizado neste estudo é capaz de detectar alteragcdes nos padroes
de habituacdo dos animais, ao comparar diferentes parametros em dois dias consecutivos
(POVEDA et al., 2020). Devido ao comportamento exploratdrio natural dos roedores, uma
diminuicdo do grau de exploracdo do aparato € esperada em animais saudaveis, aumentando o
tempo de imobilidade e diminuindo a distancia total viajada (habituagdo “tradicional”), em dia
posterior ao de treinamento (BOLIVAR, 2009). Nossos resultados mostram uma diminuicao,
apenas nos animais injetados com LPS, da distancia total viajada e do tempo despendido no
centro da arena, acompanhados de um aumento do numero de episddios e do tempo total de

freezing, além de um maior tempo nas zonas laterais, sempre em relacdo ao dia de treinamento.
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Em uma primeira instancia, estes resultados parecem indicar que apenas 0s animais tratados
com LPS foram capazes de se familiarizar ao teste. Porém, a habituacdo observada em
avaliagdes comportamentais pode variar muito com a linhagem dos ratos. Estudos anteriores
mostram que, dependendo desta, animais saudaveis podem ou ndo se mostrar classicamente
habituados ao teste (BOLIVAR, 2009; DISHMAN et al., 1988; PERTSOV et al., 2009). Desta
forma, é coerente assumir que a alteracdo do grau de habituacdo do grupo LPS em relagéo ao
Controle possa estar indicando tanto um déficit cognitivo-comportamental, como um déficit
motor, sendo este revertido pela inibicdo de RAGE no SNC.

Por ter sido detectada uma diferenca em medida locomotora (acessada pela distancia
total viajada), a interpretacdo de indicadores de performance cognitiva-comportamental
(freezing e tempos em diferentes zonas) € dificultada, visto que um fator pode interferir na
analise do outro. Em roedores, alterados niveis de CORT estdo fortemente relacionados a
parametros comportamentais (SHIEH; YANG, 2018; SINGLETON; GARLAND, 2019). Neste
trabalho, os niveis relativos de CORT se correlacionam com o tempo gasto nas zonas laterais e
centrais. Ja foi demonstrado que baixos niveis de CORT se relacionam com comportamentos
do tipo-depressivo, sendo estes independentes de déficits locomotores (MIZOGUCHI et al.,
2008), permitindo-nos assumir que estas deficiéncias locomotoras observadas no grupo LPS
possam ter surgido como uma consequéncia de um comportamento do tipo-depressivo ou
ansioso.

N&o obstante, comparados aos animais injetados apenas com LPS, vemos que a
administracdo intranasal de FPS-ZM1 ndo resgata os niveis séricos de CORT a nivel de
controles, porém, o comportamento do tipo-depressivo/ansioso parece ser revertido. Aqui surge
uma aparente divergéncia: ao passo que a CORT se correlaciona com o perfil cognitivo-
comportamental, o resgate deste independe da normaliza¢do dos niveis de CORT. Todavia, a
atuacdo da CORT no SNC depende de diversos outros fatores alem de sua concentracéo
periférica, como niveis de neurotransmissores, ativacdo de vias de neurotransmissao e até
mesmo do status neuroinflamatério (CADOR; DULLUC; MORMEDE, 1993; PIAZZA et al.,
1996; SHOAIB; SHIPPENBERG, 1996; STRUNTZ; SIEGEL, 2018). Assim, considerando o
papel do RAGE em todos esses, a inibicdo deste no SNC pela administragédo intranasal de FPS-
ZM1 pode estar levando & alteracdo comportamental observada de forma independente dos
niveis sistémicos de CORT.

Este estudo se limita a analises mais gerais do panorama inflamatorio dos animais. A
falta de investigacéo das glandulas adrenais para a confirmacéo de um quadro de insuficiéncia

adrenal, assim como a auséncia de outros testes comportamentais para uma melhor
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determinacdo de déficits locomotores/cognitivos-comportamentais, acabam atendo o0s
resultados obtidos a especulacBes baseadas em dados da literatura. Ndo somente, 0 acesso da
neuroinflamacgéo pela elaboracéo de perfis inflamatdrios no CSF é limitado, ao contrério de
analises dos niveis de ativacdo astrocitaria e microglial em diferentes regiGes cerebrais, que
acabaram nado sendo realizada neste estudo. Por este ter sido o primeiro trabalho descrevendo a
administracdo intranasal de FPS-ZM1, a confeccdo de curvas de biodistribuicdo do composto
em diferentes &reas do SNC, assim como em tecidos periféricos, poderia ser utilizada para
verificar se a inibicdo de RAGE esta ocorrendo, de fato, somente em regides encefalicas. Alem
da confeccdo destas, outras formas de inibigdo de RAGE, que ndo farmacol6gicas, como por
siRNAs, poderiam reforcar a participacdo deste receptor nos processos neuroinflamatorios

destacados nesta investigacao.
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6 CONCLUSAO

Em suma, este trabalho mostra que a inibicdo encefalica RAGE pelo seu antagonista
farmacoldgico FPS-ZM1 (através de vias intranasais de administracdo), em um modelo animal
de neuroinflamacéo induzida pela administracdo intraperitoneal de LPS (2 mg/Kkg, i.p.), reverte
comportamentos do tipo-depressivo/ansioso e resgata os elevados niveis de S100B no CSF,
ambos promovidos pelo modelo. Em contrapartida, o tratamento intranasal com este inibidor
falha em reverter os alterados niveis séricos de CORT e a tendéncia a diminuir o ganho de peso
esperado dos animais sujeitados ao modelo. Assim, indicamos a relevancia do RAGE na
mediacdo de processos neuroinflamatorios cronicos, e a independéncia destes na modulagéo de
determinados fenbmenos sistémicos. Futuramente, investigacdes do grau de ativacdo glial,
assim como determinacdes dos niveis de RAGE e de seus ligantes em diferentes regides do
encéfalo, bem como estudos de biodistribuicdo do farmaco em variadas areas do cérebro seréo

realizados para melhor interpretac@o dos resultados obtidos neste trabalho.
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