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RESUMO

Ono, R.M.S. (2022). Caracterizagao dos efeitos de neuroprotecao e
neurodiferenciacao de novos compostos inibidores de acetilcolinesterase em
células PC12 diferenciadas em neurénios. (Dissertacdo de mestrado). Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

A doenca de Alzheimer (DA) € uma enfermidade neurodegenerativa causada por
danos progressivos que comprometem as fungdes cognitivas, comportamento e
memoria. A DA se desenvolve devido a diversas alteragdes culminando na morte de
neurdnios; entre essas alteragdes, destacam-se o acumulo de peptideos beta-
amiléide, hiperfosforilagdo da proteina tau, estresse oxidativo e redugao nos niveis do
neutrotransmissor acetilcolina (ACh). Os tratamentos atualmente empregados para a
DA sao os inibidores de acetilcolinesterase (AChEls), enzima responsavel pela
degradagao da ACh, porém, estes apresentam eficacia limitada e efeitos colaterais
para alguns pacientes sob uso prolongado. Nesse contexto, novos compostos hibridos
da classe dos AChEIls foram sintetizados a partir de donepezila e tacrina, os quais séo
farmacos utilizados no tratamento da DA; tais compostos hibridos, TAHB3 e
TA8Amino, tém sido estudados no presente laboratorio, sob a hipotese de que
possam apresentar capacidade neuroprotetora frente a danos oxidativos, além de
induzir a neurodiferenciacdo. O objetivo do trabalho foi analisar os efeitos
neuroprotetores de TAHB3 e TA8Amino em células PC12 diferenciadas em neurénios,
frente a danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio (H202), além de
analisar a capacidade destes em induzir a neurodiferenciagao das células PC12. Para
avaliar a capacidade indutora de neurodiferenciagdo, as células foram tratadas
durante 7 dias com os compostos AChEls em concentragao proxima ao ICso, 5 uM
para os compostos hibridos e 10 uM para donepezila e tacrina. A neurodiferenciagao
foi avaliada por meio de analises morfolégicas e quantitativas da porcentagem de
diferenciagdo neuronal (comprovada pela expressdao de marcadores neuronais por
imunofluorescéncia e Western Blot), bem como analise do comprimento de neuritos.
Para analisar o potencial neuroprotetor dos compostos, as células PC12 foram
diferenciadas em neurénios, utilizando Neuronal Growth Factor — NGF durante 7 dias;
apods esse periodo, as células foram pré-tratadas com os AChEls e depois submetidas
a agao do H20:2. A porcentagem de viabilidade celular (ensaio do XTT), alteragao da
cinética do ciclo celular e indugao de morte por apoptose e necrose (citometria de
fluxo), foram avaliadas. Os resultados obtidos demonstraram que o composto TAHB3
foi capaz de induzir a neurodiferenciacdo das células PC12, havendo alteracoes
morfolégicas neuro-especificas, bem como aumento significativo na expressdo do
marcador neuronal B-lll-tubulina. Nos ensaios de neuroprote¢cdao, nenhum dos
compostos (TAHB3, TA8Amino, donepezila e tacrina) foi citotéxico para os neurénios
diferenciados, sendo que testados isoladamente n&o reduziram a viabilidade e nem
alteraram a cinética do ciclo celular; TAHB3 foi 0 Unico composto que exibiu potencial
neuroprotetor frente aos danos oxidativos induzidos pelo H202 . Quanto a analise de
inducdo de morte celular, observou-se que os tratamentos com os compostos



isoladamente n&do aumentaram os niveis de morte; ja em relagédo a neuroprotecgao,
nao foram obtidas diferencgas significativas. Dessa forma, os resultados obtidos s&o
interessantes e demonstram que o composto hibrido TAHB3 apresenta propriedades
importantes na busca por novos candidatos a farmacos na terapia para a DA, por nao
ser citotoxico para as células PC12 diferenciadas em neurdnios, além de apresentar
potencial neuroprotetor frente a danos oxidativos e capacidade indutora de
neurodiferenciagao.

Palavras Chave: Doenca de Alzheimer. Inibidores de acetilcolinesterase. Hibridos
donepezila-tacrina. Neurodiferenciagao. Neuroprotecéo.



ABSTRACT

Ono, R.M.S. (2022). Characterization of neuroprotective and neurodifferentiation
effects of new acetylcholinesterase inhibitors in PC12 neuron-differentiated
cells. (Dissertacdo de mestrado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease caused by progressive
damage that compromises cognitive functions, behavior and memory. AD
development may be due to several changes culminating in neuronal death. Among
these alterations, the accumulation of beta-amyloid peptides, hyperphosphorylation of
tau protein, oxidative stress and reduced levels of the neutrotransmitter acetylcholine
(ACh) stand out. The treatments currently used for AD are based on
acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs); AChE is the enzyme responsible for the
degradation of ACh. In this context, new hybrid compounds belonging to the AChEls
class were synthesized from donepezil and tacrine, which are drugs used in AD
therapy. The hybrid compounds, TAHB3 and TA8Amino, have been studied in the
present laboratory, under the hypothesis that they may have a neuroprotective
capacity against oxidative damage, in addition to inducing neurodifferentiation. The
aim of this work was to analyze the neuroprotective effects of TAHB3 and TASAmino
on PC12 cells, which were differentiated into neurons, against oxidative damage
induced by hydrogen peroxide (H202), in addition to analysing their ability to induce the
neurodifferentiation of PC12 cells. To assess the neurodifferentiation-inducing
capacity, cells were treated for 7 days with AChEIls at a concentration close to the I1Cso,
5 pM for the hybrid compounds, and 10 uM for donepezil and tacrine.
Neurodifferentiation was evaluated through morphological and quantitative analyses
of the percentages of neuronal differentiation (proven by the expression of neuronal
markers by immunofluorescence and Western Blot), as well as neurite length
measurements. To evaluate the neuroprotective potential of the compounds, PC12
cells were differentiated into neurons using Neuronal Growth Factor — NGF for 7 days;
after this, the cells were pre-treated with AChEls and then subjected to treatment with
H202. The cell viability (XTT assay), cell cycle kinetics and induction of cell death (by
apoptosis and necrosis) were evaluated. The results showed that the TAHB3
compound was able to induce the neurodifferentiation of PC12 cells, with neurospecific
morphological changes, as well as a significant increase in the expression of the B-llI-
tubulin neuronal marker. In neuroprotection assays, none of the compounds (TAHB3,
TA8Amino, donepezil and tacrine) was cytotoxic to differentiated neurons, and when
tested alone they did not reduce cell viability or change the cell cycle kinetics; TAHB3
was the only compound that exhibited neuroprotective potential against oxidative
damage induced by H202. As for the analysis of cell death induction, it was observed
that treatments with the compounds alone did not increase the levels of death;
however, regarding neuroprotection, significant differences were not found. Thus, the
results obtained are interesting and demonstrate that the hybrid compound TAHB3 has
important properties in the search for new drug candidates in AD therapy, since this
compound was not toxic to neuron-differentiated PC12 cells, in addition to presenting
neuroprotective potential against oxidative damage and neurodifferentiation-inducing
capacity.

Keywords: Alzheimer's Disease. Acetylcholinesterase inhibitors. Donepezil-tacrine
hybrids. Neurodifferentiation. Neuroprotection.
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1. INTRODUGAO

1.1. Doenca de Alzheimer

Atualmente, estima-se que 55 milhdes de pessoas no mundo possuam alguma
forma de deméncia, com uma probabilidade de dobrar esse numero a cada 20 anos
(Alzheimer’s Disease International, 2021). De acordo com a Associagao Brasileira de
Alzheimer, no Brasil estima-se que mais de 1 milhdo de pessoas vivem com deméncia,
sendo que a doenga de Alzheimer (DA) é a forma mais comum e compreende cerca
de 60 a 80% dos casos, estando mais presente entre pacientes com idade acima de
65 anos. (Alzheimer’s association, 2021).

A DA ¢é uma enfermidade neurodegenerativa, caracterizada pelo
comprometimento de fung¢des cognitivas, memoria e comportamento (Atri, 2019).
Segundo o World Alzheimer Report, 2021, apesar de ser um grande problema de
saude publica em todo o mundo, até o presente, ndo foram identificados tratamentos
capazes de alterar significativamente o curso da doenca.

Nao sendo considerada uma condicao unica e independente, mas uma doenca
complexa, as causas da DA podem estar associadas a fatores genéticos e ambientais
(Kandimalla et al., 2017; Motta et al., 2007). Os casos que apresentam heranca
genética familiar estdo comumente associados a mutagdes no gene da presenilina,
presenilina 2 e no gene que codifica a proteina precursora amiloide (APP), os quais
sao localizados respectivamente nos cromossomos 14, 1 e 21, sendo estes referidos
como responsaveis pela forma familial da DA (Levy-Lahad, et al., 1995; Campion, et
al., 1999). Esses casos apresentam heranga autossémica dominante e sdo mais
raros, representando menos de 5% de todos os casos (Ashford & Mortimer, 2002).
Por outro lado, a forma esporadica da doenga, a qual ndo apresenta uma heranga
familiar, compreende a maior parte dos pacientes com a DA (Swerdlow, et al., 2014),
sendo geralmente associadas a idade e a fatores ambientais, os quais constituem
fatores de risco mais importantes (De Falco, et al., 2015). Entre os casos esporadicos,
nao ha uma definicdo clara sobre quais genes estdo envolvidos na etiologia da DA,
embora haja consenso quanto a influéncia do alelo da Apolipoproteina E4 (ApoE4) no

desenvolvimento da doenga (Saunders, et al., 1993; Blennow, et al., 2006).
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Apesar das diferencas nos fatores genéticos envolvidos na sua etiologia, as duas
formas, familial e esporadica, apresentam as mesmas marcas histopatoldgicas, que
sdo consideradas hallmarks da DA (De Falco, et al., 2015). Entre estas, destacam-se
a formacao de placas amiloides, compostas pelo acumulo de peptideos beta-amiloide
(AB) e os emaranhados neurofibrilares (do inglés, neurofibrilary tangles NFTs), que
ocorrem devido a fosforilagdo anormal da proteina tau (Masters, et al., 2015). Além
destas, outras alteragdes ocorrem por meio de mecanismos subjacentes descritos na
DA, como processos inflamatorios, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial
(Newcombe, et al., 2018; Ténnies & Trushina, 2017). Devido ao grande numero de
mecanismos envolvidos na etiologia da DA, diversas hipoteses tém sido propostas
para compreender a etiologia dessa doenca.

A hipotese da cascata amiloide, postulada em 1992, considera a clivagem
incorreta da APP, seguida da deposigao das placas amildide e os eventos decorrentes
destas, como as principais causas da DA (Hardy, 1992). A APP é uma proteina
transmembrana, normalmente clivada pela a-secretase, o que libera fragmentos
soluveis da APP, que ndo sao téxicos para as células (Yuksel & Tacal, 2019). Ja em
condicbes patogénicas como na DA, mutacbes em genes (como os da B e y-
secretase) promovem a clivagem anormal da APP, liberando os peptideos insoluveis
AB que se agregam em oligbmeros (Arbor, 2016; Li et al., 2018). Os oligbmeros AR,
principalmente das formas AB4o e AB42, se acumulam e difundem para as sinapses,
onde alteram proteinas e sua sinalizagao, levando a disfungao sinaptica (Selkoe e
Hardy, 2016; Gylys, 2004). Os oligbmeros de AB também ja foram associados ao
aumento da hiperfosforilagdo da proteina tau e do estresse oxidativo, bem como a
disfungdo mitocondrial e alteragdo na neuritogénese em células progenitoras neurais
(NPCs) (Bassil et al., 2020; Bhatia & Sharma, 2021; Butterfield & Boyd-Kimball, 2004;
Haughey et al., 2002). Apesar disso, outros autores acreditam que a deposi¢ao da AB
nao é o fator inicial no desenvolvimento da DA (Ricciarelli & Fedele, 2017; Spires-
Jones & Hyman, 2014; Nelson, et al., 2012).

Outra importante hipotese para a DA é a da proteina tau; em condicbes normais
esta proteina se liga aos microtubulos promovendo a sua estabilizagao (Ballatore et
al., 2007). Na DA ocorre a hiperfosforilagao dessa proteina, o que promove a sua auto-
agregacao, sendo que a associagao de diversas proteinas tau hiperfosforiladas leva
a formacado de filamentos helicoidais pareados e filamentos alinhados, que se

agregam e formam NFTs intracelulares, impedindo a sua ligacdo aos microtubulos
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(Chu & Liu, 2019; Verwilst et al., 2018; Shentu et al., 2018). Desta forma, ocorre a
desestabilizagdo dos microtubulos, levando a sua desagregacao. Esse mecanismo
causa o comprometimento do transporte axonal, perda de funcao sinaptica, disfuncao
mitocondrial e do citoesqueleto, além de estresse oxidativo (Blennow, et al., 2006;
Gao, et al., 2018).

Por outro lado, a hipotese colinérgica relaciona alteragdes no sistema colinérgico
como o principal fator que desencadeia o desenvolvimento da DA (Hampel, et al.,
2019). O sistema colinérgico é constituido pelo neurotransmissor acetilcolina (ACh),
seus receptores e pelas enzimas envolvidas no processo de sintese, a qual ocorre por
meio da acao da Colina-O-acetil-Transferase (ChAT), e degradacdo da ACh, que
acontece devido a hidrélise por meio da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Ventura,
et al., 2010; Anand, et al., 2013). Os neurdnios colinérgicos, que séo regulados pela
ACh, estdo amplamente distribuidos no cérebro e sdo essenciais para a modulagao
de fungbes cognitivas, como memoaria, aprendizado, resposta ao estresse e atencao
(George & Grossberg, 2003). Em condi¢des fisioldgicas normais, os processos de
sintese, liberagcdo e degradagdo da ACh sao altamente regulados nas fendas
sinapticas, para que haja um nivel de estimulo equilibrado entre os neurbnios
colinérgicos (Ferreira-Vieira, et al., 2016). Entretanto, no cérebro de pacientes com a
DA, alteragdes como diminuigdo dos niveis de ChAT e ACh na regidao do cortex
cerebral, além do aumento na disponibilidade da AChE, foram observadas (Stanciu et
al., 2019). Tais alteragdes contribuem para a perda de neurbnios colinérgicos e
consequente atrofia cerebral, fornecendo evidéncias para a elaboragao da hipotese
colinérgica (Hampel et al.,, 2019). Bartus e colaboradores (1982) formularam tal
hipotese, que identifica disfungdes no sistema colinérgico como um fator crucial para
o desenvolvimento de disturbios cerebrais associados ao envelhecimento normal,
bem como no caso da DA.

Outra hipotese considerada relevante para o estudo da DA é a da cascata
mitocondrial, que esta associada principalmente ao quadro de estresse oxidativo
cronico estabelecido nos estagios iniciais da doenca (Wang et al., 2014). Nos
neurdnios, as mitocéndrias séo a principal fonte produtora de ATP e espécies reativas
de oxigénio (do Inglés Reactive Oxygen Species — ROS), as quais sdo produzidas
como subprodutos do metabolismo celular, participando da regulagdo dos
mecanismos de sinalizagao e da expressao génica (lonescu-Tucker & Cotman, 2021;

Bisht & Dada, 2017). Devido ao papel central das mitocéndrias no metabolismo
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celular, a disfungdo mitocondrial, condicdo em que a integridade mitocondrial é
afetada, gerando alteragdes na producao de ATP e o aumento na produgao de ROS,
pode iniciar e influenciar multiplas patologias vistas na DA, como processamento
incorreto da APP, acumulo de peptideos AR, formacdo de NFTs, aumento de danos
no DNA e estresse oxidativo (Johnson et al., 2021; Swerdlow, et al., 2014). Da mesma
forma como a disfuncdo mitocondrial aumenta os niveis de estresse oxidativo, esta
condicdo contribui para a disfuncdo mitocondrial, estabelecendo um complexo ciclo
vicioso que é observado na DA (Grimm & Eckert, 2017). Devido aos diversos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da DA, apesar do grande numero de
estudos nas ultimas décadas que buscam compreender a etiologia dessa doenga,
ainda permanecem desafios na sua compreensdo e muitos aspectos da doenca

necessitam ser elucidados (Leandro et al., 2018).

1.2. Estresse oxidativo na DA

A molécula de DNA é altamente susceptivel a modificagcbes quimicas por
agentes endogenos e exogenos (Chatterjee & Walker, 2017). Tais modificagdes
consistem em danos ou lesdes, que sendo acumulados ao longo do tempo podem
comprometer o metabolismo do DNA, levando a perda da funcionalidade celular e
degeneragao de células e tecidos (Ribezzo et al., 2015). Além disso, danos ou
deficiéncias nos sistemas de reparo do DNA, os quais tentam corrigir essas lesoes,
sdo especialmente perigosos pelo fato de comprometerem a integridade celular
(Kwiatkowski, 2016).

Entre os agentes enddgenos que podem causar lesées na molécula do DNA
estdo as ROS, sendo o radical superéxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H202), e o
radical hidroxila (OH-) as principais formas encontradas (Tonnies & Trushina, 2017).
As ROS sdo constantemente produzidas, principalmente pelas mitocondrias, nas
quais elétrons escapam da cadeia transportadora durante o processo de respiragao
celular e se combinam com oxigénio (Pizzino et al., 2017). Em concentragbes
moderadas, ROS sao essenciais para o funcionamento do metabolismo, pois
participam da regulagdo dos mecanismos de sinalizagdo e da expressao génica,
porém, em alta concentragdo, podem causar impactos negativos nos processos
bioldgicos (Chatterjee & Walker, 2017; Berra et al., 2006).
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Para controlar os niveis de ROS, o mecanismo natural de defesa do organismo
€ o sistema antioxidante, formado principalmente por enzimas antioxidantes como as
SOD (que catalisam Oz~ em H202 e O2), e as glutationas peroxidases e catalases,
que reduzem as moléculas de H202 em H20, porém, quando ha um desbalanco do
sistema antioxidante, as moléculas de H202 s&o capazes de reagir com ions metalicos
formando OH-, a forma mais reativa de ROS, a qual ndo é controlada pelo sistema
antioxidante (Poprac et al., 2017; Brieger et al., 2012). Quando os niveis de produgéo
de ROS ultrapassam o limite de acdo do sistema celular antioxidante torna-se
estabelecido um estado definido como estresse oxidativo (Bisht e Dada., 2017).

Na situacao de estresse oxidativo, as ROS podem causar alteragdes funcionais
por meio de danos oxidativos aos lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos
(RNA e DNA). A molécula de DNA sofre danos e modificagcbes oxidativas
constantemente, resultando na oxidagao de bases nitrogenadas (Brieger, et al., 2012;
Haq, et al., 2019). Os danos oxidativos também podem levar a formacao de quebras
simples e duplas nas cadeias do DNA; essas modificacdes, quando nao recuperadas
pelo sistema de reparo, podem causar mutagdes e até morte celular (Berra et al.,
2006).

O DNA mitocondrial (mtDNA) também €& susceptivel aos efeitos do estresse
oxidativo, sendo que a elevada concentracao de ROS intracelular (principalmente O2"
e OH-) pode causar danos irreversiveis ao mtDNA, acarretando disfun¢gdo mitocondrial
(Anderson et al., 2020). Esse processo ocorre em consequéncia do aumento na
producao de ROS devido a modificacdbes na cadeia transportadora de elétrons,
causando deficiéncias na producdo de ATP e, consequentemente, um déficit
energético, bem como alteragdo na produgdo de moléculas essenciais (como
nucleotideos) e sinalizagado mitocondrial anormal (Islam, 2017; Sorrentino et al., 2018).

O acumulo de lesbes no DNA causado pelo estresse oxidativo contribui para a
progressao do processo neurodegenerativo, principalmente quanto a alteragcdes nos
mecanismos de reparo do DNA e na regulagédo do ciclo celular, ja observadas em
pacientes com a DA (Leandro et al., 2013; Weissman et al., 2007). Nesse sentido, o
estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial sdo considerados processos
fundamentais na DA; alguns autores consideram a disfungdo mitocondrial como fator
inicial da DA, pois associada aos efeitos do envelhecimento, afeta o processamento

da APP, levando a acumulagao da AB e, consequentemente, o desenvolvimento da
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DA, fundamentando a hipétese da cascata mitocondrial (Ténnies & Trushina, 2017;
Swerdlow et al., 2014; Tobore 2019).

Ainda, é importante ressaltar que as alteragdes histopatoldégicas comumente
observadas no tecido cerebral de pacientes com DA também podem ser associadas
com o estabelecimento de um quadro crénico de estresse oxidativo na DA. Estudos
ja demonstraram que peptideos AB tém a capacidade de induzir danos oxidativos e
quebras de fita no DNA, bem como a hiperfosforilacdo da tau, inflamacao e disfungao
mitocondrial, que s&o associados a indugéo de estresse oxidativo (Wu et al., 2014,
Chen & Zhong, 2014). Nesse sentido, estudos in vitro voltados para a identificagéo de
compostos capazes de proteger células neuronais contra os efeitos danosos do
estresse oxidativo tém sido realizados, pois devido ao papel central do estresse
oxidativo no desenvolvimento da DA, este pode ser considerado um tema relevante
para o desenvolvimento de estratégias para o tratamento da DA (Camps et al., 2010;
Estrada et al., 2016; Chierrito et al., 2017).

1.3. Sistema colinérgico na DA

A partir da hipétese colinérgica, a AChE passou a ser considerada um importante
alvo terapéutico para tratar os sintomas da DA, havendo um esforco no
desenvolvimento de compostos capazes de inibir a sua acdo e aumentar os niveis de
ACh disponiveis (Stanciu et al., 2019; McGeer & McGeer 2003). A AChE é altamente
seletiva para a ACh e possui atividade catalitica mesmo em baixas concentragdes da
ACh; sua ligagao se da por meio de duas regides da AChE, o sitio ativo (CAS) e um
sitio aniénico periférico (PAS) (Lane et al., 2004; Wiesner et al., 2007). Além dos
efeitos no sistema colinérgico, a AChE também foi associada ao acumulo de
peptideos AR nos tecidos cerebrais, outro fator envolvido na etiopatologia da DA, visto
que esses peptideos tém a capacidade de se ligarem ao sitio PAS da AChE,
promovendo a sua agregacgao (De Ferrari et al., 2001; Rees et al., 2003). Com base
no conjunto dessas informacdes, foram desenvolvidos os inibidores da AChE
(AChEls) como uma alternativa para o tratamento da DA.

O tratamento dos pacientes com AChEIls visa proteger os tecidos cerebrais e
desacelerar o processo de declinio cognitivo, por meio do aumento da
neurotransmissao colinérgica (Vesey et al., 2002). Os AChEls atuam na reducao da
atividade da AChE, gerando um aumento na disponibilidade de ACh, pois inibem a
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sua degradacéo; além disso, os AChEIs também exibem efeitos considerados nao-
colinérgicos, como a redugdao no numero de agregados AB (George & Grossberg,
2003; Camps et al., 2008). A tacrina foi o primeiro farmaco da classe dos AChEls a
ser amplamente utilizado no tratamento da DA, apresentando eficiéncia na
desaceleracao dos sintomas da DA (Qizilbash et al., 1998; Shao et al., 2004), porém
0 seu uso a longo prazo apresentou efeitos colaterais para os pacientes,
principalmente hepatotoxidade, resultando na suspensdo do tratamento com esse
medicamento (Watkins et al., 1994; Sereniki e Vital, 2008).

O tratamento da DA com AChEIls ja demonstrou modestas melhorias nos
sintomas de pacientes em estagios classificados como leve a moderado (Howard et
al., 2020). Atualmente, apenas quatro farmacos tém sido administrados em pacientes
sintomaticos com a DA; entres eles, a memantina € o unico antagonista n&o
competitivo dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), ja os outros trés sao da
classe dos AChEls: rivastigmina, galantamina e donepezila; estas diferem apenas na
sua farmacocinética e formulagdo, mas ndo apresentam grandes diferengas quanto a
sua eficacia, que € modesta e indicados para os estagios inicial e médio da DA, n&o
sendo eficazes em longo prazo (McShane et al., 2020; Long & Holtzman, 2019). Um
fator associado ao uso dos AChElIls se relaciona aos possiveis efeitos colaterais para
alguns pacientes, que atingem principalmente o sistema gastrointestinal, causando

episodios de nausea e vémito (George & Grossberg, 2003).

1.4. Novos compostos AChEls para o tratamento da DA

Devido a eficacia limitada dos farmacos atualmente disponiveis para DA, a busca
por novos compostos visando reduzir os efeitos colaterais e aumentar a eficiéncia dos
tratamentos atuais se mostra necessaria. Pesquisas com compostos hibridos, que
foram sintetizados a partir de AChEls ja em uso como farmacos, buscam potencializar
a inibicdo da AChE por meio da ligagao simultanea aos sitios CAS e PAS (Chierrito et
al., 2017); segundo relatos da literatura, além da redugao nos niveis de ACh, a dupla
ligacao a dois sitios da AChE proporciona a reducao da agregacgao dos peptideos AR
(Camps et al., 2008; Piazzi et al., 2003).

A capacidade de induzir a diferenciagdo neuronal também é uma caracteristica
importante na busca por novos compostos, visto que a homeostase relativa aos niveis

de neurodiferenciagao no cérebro é uma condicdo importante para a manutengao das
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fungdes fisioldégicas normais no cérebro (More et al. 2012). A produgdo de novos
neurdnios a partir das NPCs em cérebro de adultos ocorre principalmente na regiao
do hipocampo e no bulbo olfatério (Eriksson et al., 1998; Gould, 2007; Pi-Chan et al.,
2020). Em condigdes patologicas, como na DA, os oligbmeros de AB e a reducao na
disponibilidade de ACh comprometem a neurogénese, o que contribui ainda mais para
perda de neurdnios (Haughey et al., 2002). Nesse contexto, estratégias capazes de
compensar a redugao no numero de neurdnios, por meio da induc¢ao da diferenciacao
neuronal sdo consideradas relevantes (Kaneko & Sawamoto, 2009). Estudos com
donepezila demonstraram que a inibicdo da AChE é capaz de induzir a diferenciagéo
de neurdnios e oligodendrdcitos em modelos humanos in vivo e in vitro (Imamura et
al., 2020; Kaneko et al., 2006), demonstrando que essa estratégia possui potencial
para atuar em mais um alvo terapéutico para a DA.

Diante disso, o grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica Medicinal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto da Universidade de Séao
Paulo (FCFRP-USP), sob a coordenacdo da Prof?. Dr?. Ivone carvalho, sintetizou
novos compostos hibridos a partir dos AChEls tacrina e donepezila (Figura 1). O
objetivo foi a obtengdo de compostos capazes de diminuir a toxicidade atribuida ao
nucleo acridina da tacrina, mantendo a capacidade de ligagao ao sitio CAS da AChE,
além de conferir a capacidade de ligacdo ao sitio PAS da mesma enzima, criando

entdo compostos com capacidade de dupla ligagéo (Chierrito et al., 2017).
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Figura 1: Estratégia de hibridizagdo aplicada a sintese de novos compostos
hibridos inibidores de acetilcolinesterase (AChEls) a partir da donepezila e tacrina
(dados extraidos de Chierrito, et al., 2017).
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Foram desenvolvidos entdo dois compostos (TA8Amino e TAHB3) que
demonstraram eficiéncia superior aos compostos originais com relagao a inibicao da
AChE (Chierrito et al., 2017; Moreira et al., 2020) (Figura 2). Estes foram testados em
ensaios bioldgicos, realizados em colaboragdo com pesquisadores do presente
laboratério (Citogenética e Mutagénese, FFCLRP e FMRP-USP), usando linhagens
celulares SH-SY5Y (Neuroblastoma Humano) e HepG2 (Carcinoma hepatocelular
humano). Foram analisados paradmetros como neurodiferenciagédo, citotoxidade,
viabilidade e morte celular, bem como a capacidade de neuroprotecgao frente a danos

induzidos por H202 e peptideo AB.
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Figura 2: Representacdo das estruturas moleculares dos compostos AChEls
com seus respectivos valores de 50% da agao inibitéria maxima (ICso). Compostos
originais donepezila e tacrina e os novos compostos hibridos TAHB3 e TA8Amino (dados
extraidos de Chierrito, et al., 2017).

Os resultados ja obtidos demonstraram que, por meio da ativacdo da via
PI3K/Akt (do inglés, phosphoinositide 3-kinase e Protein Kinase B), os compostos
estimularam a neurodiferenciagdo e neuritogénese nas células SH-SY5Y; os
compostos também demonstraram baixos niveis de citotoxicidade e ndo induziram
alteracdes na viabilidade celular nas concentragdes proximas ao |Cso de inibicdo da
AChE. Também foi observado um efeito neuroprotetor em resposta a danos induzidos
pelo peptideo AB (Moreira, 2019; Moreira et al., 2020). Esses dados preliminares
demonstram o potencial terapéutico dos compostos TA8Amino e TAHB3 para DA, e

ressaltam a importancia da continuacdo de estudos com essas moléculas em
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diferentes modelos e linhagens celulares para comprovar a capacidade indutora de

diferenciagao e de efeitos neuroprotetores

1.5. Linhagem celular PC12 como modelo de estudo para DA

A linhagem celular PC12 foi estabelecida por Greener e Tischlert em 1976,
obtida a partir de tumores na medula adrenal de ratos, denominados
feocromocitomas. Em seu estado n&o diferenciado, as células PC12 tendem a crescer
em pequenos grumos e apresentam formato arredondado ou poligonal (Greene &
Tischlert, 1976). Estas podem ser diferenciadas em neurdnios, pois sdo sensiveis a
agao do Neuronal Growth Factor (NGF), apds as primeiras 24 h de exposi¢ao a este
reagente, tempo suficiente para as células apresentarem alteragdes morfoldgicas,
como crescimento de neuritos (Greene & Tischlert, 1976).

A neurodiferenciacao induzida pelo NGF nas células PC12 é ativada por meio
de receptores da tirosina-quinase, seguido da ativagdo da ERK (Do inglés,
Extracellular signal-regulated protein kinases), que induz a formagédo de neuritos
(Vaudry et al., 2002). O NGF também é capaz de ativar a via da PI3K/Akt, que esta
envolvida nos processos de neurodiferenciacao e sobrevivéncia celular (Liu et al.,
2017; Song et al., 2018). No entanto, o processo de diferenciacdo neuronal é
reversivel, pois com a retirada do NGF do meio de cultura, as células retornam ao seu
estado indiferenciado (Greene & Tischlert, 1976).

Apos a diferenciagao as células PC12 passam a apresentar comportamento
similar a neurbnios maduros, como excitabilidade elétrica, liberacdo dos
neurotransmissores dopamina, neuroadrenalina e acetilcolina e expressdo de
marcadores proteicos neuronais como B-lll-tubulina, MAP2 e Tau-1 (Ohnuma et al.,
2005; Popova, et al., 2017; Shen et al., 2012). Além dessas caracteristicas, as células
PC12 neurodiferenciadas sao adequadas para o estudo do sistema colinérgico, visto
que possuem as enzimas ChAT e AChE e receptores nicotinicos e muscarinicos da
ACh, sendo capazes de sintetizar, armazenar e liberar o neurotransmissor acetilcolina
(Greene & Rein, 1977). Por possuir essas caracteristicas, a linhagem PC12 é
considerada como um modelo neuronal in vitro ja estabelecido, amplamente utilizado
no estudo de doengas neurodegenerativas e na avaliacdo das propriedades
neurotdxicas e neuroprotetoras de substancias (Tian et al., 2019; Liu et al., 2021;

Wiatrak et al., 2020). Zeng e colaboradores (2017) utilizaram as células PC12
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diferenciadas como modelo neuronal para testar as propriedades neuroprotetoras da
artemisina, frente a danos induzidos pelo peptideo AB. Em outra pesquisa realizada
por Ferreira e colaboradores (2017), os autores analisaram os efeitos do ester fenetil
do acido caféico quanto a efeitos de neuroproteg¢ao e neurodiferenciagao nas células
PC12. Tais exemplos demonstram que as células PC12 sao realmente um modelo
neuronal adequado para a aplicagao no presente estudo.

Levando em consideracdo os dados da literatura em adicdo aos do presente
laboratério, com relacéo a eficiéncia dos AChEls na redugao do estresse oxidativo e
protegcao contra morte celular em modelos neuronais in vitro, no presente projeto, foi
formulada a hipdtese de que os compostos sintéticos hibridos donepezila-tacrina,
TA8Amino e TAHB3, exibirdo capacidade indutora de neurodiferenciagao nas células
PC12, bem como atividade neuroprotetora contra danos induzidos por estresse
oxidativo em neurénios maduros diferenciados a partir da linhagem celular PC12. Os
resultados obtidos poderao fornecer informagdes relevantes quanto aos efeitos dos
compostos hibridos, sintetizados a partir dos AChEls, os quais sao utilizados como
farmacos para o tratamento da DA. Com as previsdes do aumento anual de novos
casos de DA, somado a falta de tratamentos eficazes para impedir a progressao dessa
doencga, o estudo de novas moléculas com capacidade neuroprotetora e indutoras de
neurodiferenciacdo se mostra uma estratégia importante e promissora na busca de

novos candidatos a farmacos para a terapia da DA.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo analisar a citotoxicidade, a capacidade
indutora de neurodiferenciacao e os efeitos de neuroprote¢cao dos compostos hibridos
donepezila-tacrina (TA8Amino e TAHB3), inibidores da AChE, na linhagem celular
PC12 diferenciada em neurdnios maduros, em resposta a danos induzidos por

estresse oxidativo.

2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar a diferenciacdo neuronal das células PC12 induzida pelo NGF.

2. Avaliar a capacidade de os compostos hibridos (TAHB3 e TA8Amino) de induzir
a neurodiferenciagdo e o crescimento de neuritos nas células PC12

indiferenciadas.

3. Avaliar a citotoxicidade dos compostos hibridos TA8Amino e TAHB3 nas

células PC12 diferenciadas em neurdnios.

4. Estudar a capacidade neuroprotetora dos compostos hibridos frente ao dano
oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio nas células PC12 diferenciadas

em neuronios.

5. Analisar o efeito dos compostos hibridos com relagao a cinética do ciclo celular
nas células PC12 diferenciadas em neurénios, frente a indugcdo de danos

oxidativos.

6. Avaliar as taxas de morte celular por apoptose e necrose nos neurdnios
diferenciados a partir das células PC12 tratados com os compostos TASAmino

e TAHB3 e com o indutor de dano oxidativo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens celulares e condi¢des de cultivo

Para os ensaios celulares foi utilizada a linhagem celular PC12 (Feocromocitoma
de rato) adquirida da American Type Culture Colection (ATCC). As células foram
cultivadas em frascos de cultivo (25 cm?) com meio de cultura completo, constituido
de DMEM + HAM F10 (DMEM/F10) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF), 1% de solucao de penicilina (100 unidades/mL) e 1% de estreptomicina (10
mg/mL). As células foram mantidas em proliferacdo até atingirem o estado de semi-
confluéncia (~5x108 células). Para a realizagio dos experimentos com os compostos,
as células foram despregadas dos fracos com solugéo tripsina-EDTA (0,05%) e
subcultivadas em placas de 6,12 ou 24 pocos e incubadas a 37°C e 5% CO:2 para a
realizacdo dos protocolos de tratamento. Inicialmente todas as linhagens foram
avaliadas quanto a possibilidade de contaminagao por micoplasma, usando o corante
Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) para analise em microscépio de fluorescéncia (Zeiss,
Axioplan 2). Foram utilizadas apenas linhagens livres de micoplasma para a execug¢ao

dos experimentos do presente projeto.
3.2. Diferenciagao das células PC12 em neurdnios utilizando o NGF

A diferenciacéo das células PC12 em neurdnios maduros utilizando NGF (Nerve
Growth Factor- Thermo Fisher Scientific) foi realizada de acordo com o protocolo de
Greener e Tischler (1986) com adaptagdes. As células foram cultivadas em placas de
cultura e mantidas em meio de cultura completo, DMEM/F10 contendo 10% de SBF e
50 ng/mL de NGF durante 7 dias. O meio de cultivo com NGF foi trocado a cada 48 h

para realizacao da manutencao celular.

3.3. Compostos inibidores da AChE

Os compostos inibidores da AChE foram fornecidos pelo Laboratério de
Quimica Medicinal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP,
sob a coordenagao da Prof?. Dr2. Ivone Carvalho. Os compostos hibridos donepezila-

tacrina sdo denominados TA8Amino e TAHB3 (inibidores da AChE). As solugdes
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foram diluidas inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSQO) e depois passaram por uma
segunda diluicdo em solucado tampao fosfato (PBS). Posteriormente, no tratamento
das células, foram utilizadas as concentracbes baseadas nos valores de 50% de
inibicdo da AChE (ICso) para TA8Amino e TAHB3, com base nas curvas de dose-
resposta previamente obtidas em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, sendo 5 yM para os compostos hibridos; ja para donepezila e tacrina, foi
utilizada a concentragdo de 10 uM, com base na literatura (Rafiepour, et al., 2019;
Svensson & Nordberg, 1998).

3.4. Inducao de danos oxidativos

O composto utilizado para a indugdo de danos oxidativos foi o peroxido de
hidrogénio (H202— Sigma-Aldrich). Para encontrar a condi¢do danos que reduzissem
a viabilidade celular em aproximadamente 50%, as concentrag¢des de 25, 50, 75, 100,

150 e 200 yM de H202 foram testadas, sendo escolhida a concentragao de 150 uM.

3.5. Ensaio de neurodiferenciagao em células tratadas com os
compostos AChEls

Para analisar a capacidade de os compostos AChEls na indugcdo de
diferenciagao neuronal, as células PC12 foram cultivadas em placas de 6 pogos (1x10°
células/pogo) e mantidas em 2 mL de meio de cultura completo com adicdo dos
AChEls isoladamente na concentracédo de 5 yM para os compostos hibridos e 10 uM
para donepezila e tacrina. Para esse ensaio utilizou-se 0 mesmo protocolo de
diferenciacao estabelecido para o NGF (50 ng/mL), ou seja, o meio de cultura com os
AChEIs foi trocado a cada 48 h para manter os tratamentos. O NGF foi utilizado como
controle positivo para diferenciacao e as células PC12 indiferenciadas, como controle
negativo. Apos 7 dias de tratamento, diferentes analises foram realizadas para avaliar

a neurodiferenciagéo, conforme descrito a seguir.
3.6. Analise da neurodiferenciagao

Para comprovar a neurodiferenciacao apos o protocolo de 7 dias de tratamento,
as células foram analisadas em microscopio invertido (EVOS XL Core- Invitrogen);
foram capturadas 20 imagens para cada tratamento em ampliagdo de 40x. Para

avaliagao e quantificagao da diferenciagao neuronal foi utilizado o protocolo de Liu et
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al., 2005; para medir o comprimento dos neuritos utilizou-se a ferramenta Simple
Neurite Tracer do software ImagedJ (Fiji). Foram medidos 100 neuritos por tratamento,
sendo um por célula, cada um sendo medido desde a base no corpo celular até a
extremidade. Para contabilizar a porcentagem de células diferenciadas, foram
contadas 100 células por tratamento, sendo consideradas como células diferenciadas,
aquelas que possuiam pelo menos um neurito maior que o didmetro da célula; as
medidas também foram realizadas utilizando a ferramenta Simple Neurite Tracer do

software Imaged (Fiji).

3.7. Expressao proteica por Western blotting
3.7.1. Extracgao de proteinas

Para a extracao de proteinas ap0s a realizacéo do ensaio de neurodiferenciagao,
utilizou-se o reagente RIPA Lysis and extraction buffer (Thermo Fisher Scientific) de
acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, as células foram
desprendidas da superficie dos pogos com tripsina e centrifugadas a 112g por 5 min,
o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido em PBS. Em seguida,
seguiu-se uma nova centrifugagcado e, sendo removido o sobrenadante e o pellet
contendo as células foi ressuspendido em solu¢cdo de RIPA Buffer com 1 % de
inibidores de proteases HaltTM Protease Inhibitor Cocktail Kit (Thermo Fisher
Scientific); apés a homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 4°C em 112g
durante 15 min. A seguir, o sobrenadante foi separado e armazenado em microtubos
para centrifuga a -80°C. A quantificagao proteica foi realizada em espectrofotdmetro,
pela comparagdo com uma curva-padrao obtida para uma proteina conhecida (soro

albumina bovina) utilizando-se o kit BCA (Pierce).

3.7.2. Eletroforese de proteinas

Para a realizagéo da eletroforese de proteinas foi utilizado o gel NuPage Bis-Tris
Gelis (Invitrogen). Apos a quantificagdo, as amostras foram preparadas com 20 ug
de proteinas que foram desnaturadas a 90°C por 5 min. O marcador de peso
molecular utilizado foi o Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific). A eletroforese foi realizada a 100V por 1,5 h em cuba (XCell
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SureLock Mini Cell-Invitrogen. Apés a eletroforese as proteinas foram transferidas
para uma membrana PVDF (Invitrolon PVDF- Invitrogen), utilizando o sistema XCell
Il Blot Mobile (Invitrogen). A voltagem utilizada foi estabelecida de acordo com o
recomendado pelo fabricante, sendo 25 V durante 2 h. Apds esse tempo, as
membranas foram armazenadas em agua MilliQ (ultrapura) a 4°C, até proceder a

imunomarcacao.

3.7.3. Imunodetecgao e expressao proteica

Para a imunodetecgao e visualizagdo das proteinas foi utilizado o kit Western
Breeze Chromogenic (Invitrogen). Inicialmente, foi realizado o bloqueio da
membrana com solugao de bloqueio e incubada por 60 min em um agitador rotatorio.
Em seguida, a membrana foi lavada duas vezes com agua MilliQ (ultrapura) durante
5 min e incubada com 4mL do anticorpo primario por 12 h. Logo apds, foram
realizadas 4 lavagens de 5 min com solugdo Wash Solution (Invitrogen) e retirado o
excesso da solugao com duas lavagens de agua MilliQ (ultrapura). Dando sequéncia,
a membrana foi entdo incubada com 4 mL de solugéo de anticorpo secundario anti-
rabbit (Invitrogen) por 30 min, sendo em seguida, novamente lavada quatro vezes
com solugéo de lavagem e em seguida retirado o excesso com duas lavagens com
agua MilliQ (ultrapura). Os anticorpos utilizados foram: Anti-rabbit B-IlI-tubulina (Cell
Signaling Technology), além do enddégeno anti-rabbit B-Actina (Cell Signaling
Technology), utilizado como controle para normalizagdo. As membranas foram
escaneadas em fotodocumentador (ImageQuant LAS 500, GE), sendo as bandas
quantificadas no programa Image Studio (LI-COR); os valores de expressédo das

proteinas foram normalizados em relagao a proteina enddgena.

3.8. Anadlise de marcadores neuronais por imunofluorescéncia

Para a analise de diferenciacéo celular, as células PC12 foram cultivadas em
laminulas, utilizando placa de 6 pogos. O meio de cultura com os compostos
indutores de diferenciacao foi trocado a cada dois dias, para manter os tratamentos,
até que se completem 7 dias. Para proceder a analise por imunofluorescéncia, as
células foram lavadas com PBS, fixadas com metanol durante 20 min a temperatura

ambiente, permeabilizadas com PBS/Tween 0,2% e bloqueadas com solucdo de
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BSA (1%). As células foram incubadas durante 12 h a 4°C com os anticorpos
primarios Anti-rabbit B-lll-tubulina (Cell Signaling Technology) (1:500), Anti-rabbit
MAP2 (Cell Signaling Technology) (1:500), anti-rabbit nestin (Abcam) (1:500), em
seguida, foram incubadas por 1 h com o anticorpo secundario Alexa fluor 488 goat
(Invitrogen). Em seguida, as células foram coradas com Hoechst 33342 (0,5 ug/mL)

e analisadas em microscopio de fluorescéncia.
3.9. Ensaios de neuroprotecao

Para os ensaios de neuroprotecdo, as células PC12 foram semeadas em
placas de 24 pocos (3x10%) e submetidas ao protocolo de diferenciagédo durante 7 dias
com NGF (50 ng/mL). Apés a obtengao de neurdnios maduros, foram adicionados os
compostos AChEIs por 48 h. Em seguida, adicionou-se o H202 durante 2 h para
indugcdo de danos ao DNA. Apos os tratamentos, o meio foi removido, sendo
adicionado um novo meio completo DMEM/F10 com 10% SBF, contendo NGF (50
ng/mL), no qual as células foram mantidas por 24 h para recuperagcédo e analises

subsequentes (Figura 3).
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Figura 3: Protocolo para ensaios de neuroprotecdo. Apds a diferenciagdo das células
PC12 em neurdnios maduros, estas foram pré-tratadas com os compostos AChEls, seguindo
o tratamento com o HO; para a indugdo de danos no DNA. Apds 24 h de recuperacao, as
analises de viabilidade celular, cinética do ciclo e inducdo de morte celular foram realizadas.
MD (Meio de diferenciagao) contendo meio de cultura completo DMEM/F10 + 10% SBF +
NGF 50 ng/mL.
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3.10. Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com o kit-XTT (Cell Proliferation
Kit Il — XTT, Roche Molecular Biochemicals), que possibilita a detecgao de células
viaveis com base no principio de que as células metabolicamente ativas devem clivar
o sal amarelo tetrazolium XTT formando o corante formazam (cor alaranjada). As
células PC12 foram semeadas em placas de 24 pogos com 3x10* células por pogo
e tratadas com o NGF para diferenciagcdo em neurdnios. Em seguida, seguiu-se o
protocolo de neuroprotec¢ao descrito no item 3.9. ao final das etapas, as células foram
incubadas com a solucado XTT, permanecendo assim até que ocorresse a mudancga
de coloragdo para alaranjado, quando foi realizada a leitura colorimétrica em
espectrofotdbmetro, de acordo com as instrugées fornecidas pelo fabricante. A
absorbancia foi medida em 492 e 690 nm (aparelho Epoch Microplate
Spectrophotometer, BioTek), obtendo-se resultado diretamente proporcional ao

numero de células viaveis na amostra.

3.11. Cinética do ciclo celular por citometria de fluxo

Para a andlise da cinética do ciclo celular, as células foram semeadas (3x10*
células/pogo) em placas de 24 pocos e tratadas segundo o protocolo do item 3.9. No
dia da coleta, o meio de cultura foi transferido para microtubos de centrifuga; as
células aderidas foram tripsinizadas e transferidas para seus respectivos microtubos.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 112 g por 5 min, o sobrenadante foi
removido e o pellet foi ressuspendido em PBS, sendo este processo repetido. Por
fim, as células foram fixadas em etanol 70% gelado e mantidas a -20° C até o
momento da leitura em citometria de fluxo. Para a leitura, as amostras foram
suspendidas em 200 uL da solucéo de iodeto de propidio, composta por PBS 1X,
lodeto de propidio (3 mg/mL), Ribonuclease A (10 mg/mL) e Triton X-100 (0.2%),
sendo incubadas por 30 min a temperatura ambiente e analisadas em citdmetro de
fluxo Guava EasyCyte Mini System, utilizando o Guava CytoSoft 4.2.1 Software
Environment (Guava Technologies); pelo menos 5.000 células foram analisadas para
cada amostra. Os valores foram expressos em porcentagens de células distribuidas

em cada fase do ciclo celular e fracdo sub-G1.
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3.12. Anadlise de apoptose e necrose por citometria de fluxo

Para analise de morte celular foi utilizado o kit eBioscience Annexin V Apoptosis
(Invitrogen), que utiliza a anexina-V para detectar os residuos de fosfatildilserina
externalizados na membrana das células apoptdticas; utilizou-se também o corante
7-AAD, o qual identifica células necroticas. As células foram semeadas em placas de
12 pogos (3x10* células/pogo) e o tratamento foi realizado de acordo com protocolo
anteriormente descrito no ensaio de neuroprotegcdo (item 3.9). As células foram
coletadas e centrifugadas a 112 g por 5 min, sendo o sobrenadante descartado e
adicionado em seguida o binding buffer, as células foram centrifugadas novamente,
o sobrenadante foi descartado, sendo as amostras incubadas por 15 min a
temperatura ambiente, em solugdo contendo com 100 pL de binding buffer com 5 uL
de anexina V. ApoOs essa etapa, as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em solugéo de 100 uL de binding buffer com
5 uL de 7-AAD. As amostras foram entdo avaliadas por meio de citometria de fluxo,
no equipamento Guava EasyCyte Mini System (Guava Technologies), sendo as
células analisadas pelo Guava CytoSoft 4.2.1 Software Environment (Guava
Technologies), sendo contados 5000 eventos por amostra. As células em apoptose
exibiam marcagao com a Anexina V e as que sofreram necrose foram marcadas com
7-AAD, enquanto que as células viaveis nao exibiram marcagao para os corantes
utilizados. Os valores foram expressos em porcentagens de acordo com a marcagao

pelos corantes.

3.13. Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média e erro padréo (£ EP). Para analises dos
resultados da neurodiferenciagéo entre o grupo tratado com NGF e o controle negativo
foi empregado o teste-f. Para as analises de neurodiferenciagdo comparando os
quatro diferentes compostos AChEIls, bem como para as analises de neuroprotecao
em que foi analisada apenas uma variavel entre os grupos analisados, como
viabilidade celular e cinética do ciclo celular, utilizou-se o teste One Way Anova com

pos-teste de Dunnet. Para a analises de indugdo de morte celular em que foram
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analisadas duas variaveis (morte por apoptose e necrose) entre os diferentes grupos
de tratamento, foi empregado o teste Two Way com pds-teste de Dunnet. Em todos os
ensaios, o valor de p<0,05 foi considerado como significativo. As analises estatisticas

e os graficos foram construidos usando o programa Prism v. 5.0 (GraphPad software).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao da diferenciagao neuronal das células PC12

4.1.1. Analise morfolégica da diferenciagdo das células PC12 em
neurdénios maduros

A diferenciagcdo neuronal foi realizada utilizando o indutor de diferenciagao
neuronal NGF (50 ng/ mL) durante o periodo de 7 dias. Observou-se que apos o
tratamento com NGF as células passaram a apresentar altera¢gdes morfolégicas, como
crescimento de neuritos, reducido do citoplasma e diminuicdo do numero de células
em divisdo, o que nao foi observado no controle negativo (células PC12
indiferenciadas) (Figura 4A e 4B). Tais alteragbes sao especificas de neurdnios
maduros e demonstram o potencial indutor de neurodiferenciacao do NGF em células
PC12.

Figura 4: Neurodiferenciagao das células PC12 submetidas a 7 dias de tratamento em
meio DMEM/F10 + 10% SBF, (A) sem ou (B) com NGF (50 ng/mL). As alteragdes
morfolégicas associadas a neurodiferenciagdo foram observadas em microscépio invertido
(EVOS XL Core- Invitrogen), sob ampliacdo de 40x.

4.1.2. Imunofluorescéncia de marcadores neuro-especificos nas células
PC12 diferenciadas em neurdnios

ApOs a observacéao das alteragbes morfoldgicas neuronais induzidas nas células
PC12 pela acdo do NGF, foi realizada a marcagdo de proteinas especificas de
neurdnios, com o objetivo de comprovar a diferenciagcao destes. Assim, utilizou-se o
ensaio de imunofluorescéncia, no qual as células PC12 indiferenciadas foram
marcadas com o anticorpo anti-Nestin, o qual é utilizado para a detecgao da proteina
nestina (Figura 5A). Essa proteina é expressada nas células do sistema nervoso
central durante seu estagio embrionario e a medida que a diferenciagdo neuronal

avanga, a sua expressao torna-se reduzida, sendo amplamente utilizada como um
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marcador de células progenitoras neuronais. As células PC12 diferenciadas foram
também marcadas com anticorpos anti-p-llI-tubulina e anti-MAP2, que sao proteinas
especificas de neurbnios, presentes no citoplasma e axbénios neuronais. Assim, foi
detectado que as células apds 7 dias de tratamento com NGF se mostraram positivas
para marcagao por B-llI-tubulina e MAP2, demonstrando a diferenciagao das células

PC12 em neurdnios maduros (Figuras 5B e 5C, respectivamente).

Hoechst 33342

Figura 5: Imunofluorescéncia de marcadores neuro-especificos nas células PC12
apos 7 dias de diferenciagdo com o NGF (50 ng/ml) (A) Células PC12 Indiferenciadas
marcadas com anti-Nestin (1:500) e coloragdo Hoechst 33342 (0,5 ug/mL). (B) Células
PC12 diferenciadas em neurdnios, mostrando a marcagao com anti-B-IlI-tubulina (1:500)
e coloragédo Hoechst 33342 (0,5 pug/mL). (C) Células PC12 diferenciadas em neurbnios
mostrando a marcagao com anti-MAP2 (1:500) e coloragao Hoechst 33342 (0,5 pg/mL).
Alteragbes morfoldgicas foram observadas em aumento de 20x usando um microscopio
de fluorescéncia Zeiss (Axio Imager).

4.1.3. Analise da diferenciagao neuronal e neuritogénese
Apés 7 dias de tratamento das células PC12 com o NGF (50 ng/ml), periodo de
diferenciagao neuronal, foi realizada a quantificacdo dos neurénios. Observou-se um
aumento significativo (p < 0,001) da porcentagem de diferenciagéo, cerca de 84,6%

das células tratadas com o NGF foram diferenciadas, em comparacido a 12% das
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células que nao foram tratadas com o NGF. Quanto ao comprimento dos neuritos,
apés o tratamento com o NGF, observou-se que as células aumentaram
significativamente (p < 0,001) o comprimento médio de neuritos para 111,9 ym, em
comparagao a 3,5 uym observado nas células indiferenciadas (Figuras 6A e 6B;
Tabela 1). Os resultados obtidos evidenciam que o tratamento com NGF foi capaz de
induzir alteragdes morfoldgicas significativas associadas a diferenciacdo neuronal, em

comparagao ao controle negativo.
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Figura 6: Quantificagcao de células ap6s a neurodiferenciagcao por NGF em células da
linhagem PC12. (A) Porcentagem de células diferenciadas apds 7 dias de tratamento com
NGF em comparagao ao controle negativo; foram consideradas diferenciadas as células que
apresentassem pelo menos um neurito com comprimento maior do que o diametro do corpo
celular. (B) Analise do comprimento dos neuritos (um) apds o tratamento com o NGF em
comparagao com o controle negativo; foram analisadas aleatoriamente 100 células, utilizando
o software ImagedJ (Fiji). A analise estatistica foi realizada pelo teste- t. Valores expressos em
média + EP. *** p< 0,001 indica diferengas estatisticamente significativas na comparagao
entre os grupos de células diferenciadas e nao diferenciadas.
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Tabela 1: Porcentagem de células diferenciadas apds 7 dias de tratamento com NGF em
comparagao ao controle negativo, além da comparagdao do comprimento dos neuritos (um)
entre células diferenciadas apos o tratamento com o NGF e o controle negativo. Foram
analisadas aleatoriamente 100 células, utilizando o software ImagedJ (Fiji). Analise estatistica
realizada por meio do teste-t. Valores expressos em média = EP.

Tratamentos (t Erro Padrdo)

Indiferenciadas NGF (50 ng/mL)
Células diferenciadas (%) 12,33 84,67***
Comprimento de neuritos (ium) 3,5740,49 111,9 £9,28***

*** p< 0,001 indica diferengas estatisticamente significativas na comparagao entre os grupos
de células diferenciadas e nao diferenciadas.

4.1.4. Expressao proteica do marcador neuronal B-lli-tubulina

A diferenciacédo neuronal induzida pelo NGF foi analisada pela quantificacéo da
expressao proteica (por Western blot) do marcador neuronal B-lll-tubulina, que foi
avaliada em células PC12 indiferenciadas e diferenciadas. As células diferenciadas
mostraram um aumento de 2,4 vezes, sendo este significativo (p <0,05), na expressao
de B-lll-tubulina em comparagao com as células PC12 indiferenciadas. O resultado foi
compativel com o observado nas analises morfolégicas e quantitativas, sendo
comprovada a diferenciacdo das células PC12 em neurbénios maduros, por agao do
NGF (50 ng/mL) (Figuras 7A e 7B). Assim, os resultados apresentados demonstram
que o NGF é adequado para ser utilizado como indutor de diferenciacdo nos
experimentos subsequentes, bem como controle positivo para os ensaios de

neurodiferenciagcdo com os compostos hibridos.
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Figura 7: Analise da diferenciagao neuronal nas células PC12. (A) Expressao de proteinas
B-lll-tubulina (-55 kDa) e B-actina (-45 kDa) analisadas por Western blot antes e apds
diferenciacéo neuronal. (B) Niveis de expresséo de B-lll-tubulina nas células indiferenciadas
e diferenciadas. Os valores foram calculados pela normalizagcado em relagdo a expressao da
proteina B-actina enddgena, utilizando o software Image Studio Lite Ver 5.0 (Lite Software).
Trés experimentos independentes foram realizados, sendo a analise estatistica realizada pelo
teste-t. Os dados sao expressos como média + EP. *p <0,05 indica diferencgas estatisticamente
significativas na comparagao entre os grupos de células diferenciadas e indiferenciadas.

4.2. Avaliagao da capacidade de inducao de neurodiferenciagdo pelos
compostos AChEI nas células PC12

4.2.1. Analise de neurodiferenciagao e alteragées morfolégicas

Com o objetivo de analisar a capacidade indutora de neurodiferenciagéo dos
compostos TAHB3 e TA8Amino, ambos foram testados na concentracédo de 5 uM. Os
compostos originais donepezila e tacrina também foram analisados como controle na
concentracado de 10 uM. Como controle positivo para diferenciacao utilizou-se o NGF,
enquanto como controle negativo foram utilizadas as células PC12 indiferenciadas.
Apos 7 dias de tratamento observou-se, por meio da analise de alteragbes
morfolégicas, que apenas o composto TAHB3 induziu alteragdbes morfoldgicas
compativeis com a diferenciacdo neuronal, sendo esta identificada por meio da
presenca de caracteristicas neuronais, como a formacido de neuritos, redugao do
volume citoplasmatico e diminuigdo do numero de células em divisdo. Tais alteragdes
foram menos frequentes nas células tratadas com TA8Amino, donepezila e tacrina
(Figuras 8A — 8F).
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Indiferenciadas

Figura 8: Células da linhagem PC12 apdés 7 dias de tratamento com os compostos
AChEIls, na seguinte ordem: (A) Células PC12 indiferenciadas (controle negativo) (B)
Tratamento com NGF 50 ng/mL (Controle positivo) (C) Tratamento com TAHB3 (5 uM) (D)
Tratamento com TA8Amino (5 uM) (E) Tratamento com donepezila (10 uM) (F) Tratamento
com tacrina (10 pM). As alteragbes morfolégicas associadas a neurodiferenciagdo, como
formacgao de neuritos (indicados por setas), redugao do citoplasma e do numero de células
em divisdo, foram observadas em microscépio invertido (EVOS XL Core- Invitrogen), sob
ampliacédo de 40x.
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4.2.2. Efeitos quantitativos dos AChEls quanto a diferenciagao
neuronal e neuritogénese

Apos 7 dias de tratamento com os compostos testados foi realizada a quantificagao
da porcentagem de células neurodiferenciadas e do comprimento dos neuritos
formados. O tratamento com o controle positivo NGF promoveu a diferenciacéo de
81% das células. Observou-se que apos o tratamento com TAHB3 a média de
diferenciacao das células foi 50%, um aumento significativo (p< 0,01) em comparagéo
ao controle negativo (10,5%, células indiferenciadas). Resultados similares foram
observados no tratamento com donepezila e tacrina, que aumentaram
significativamente a porcentagem de células diferenciadas para 37,5%, em
comparagao ao controle negativo. Entretanto, com relagdo ao composto TA8Amino,
este nao induziu valores estatisticamente significativos de células diferenciadas,
sendo obtido 17,5% (Figura 9A; Tabela 2).

Quanto aos dados referentes ao comprimento dos neuritos, observou-se um
aumento destes apos o tratamento com cada um dos compostos. A meédia de
comprimento dos neuritos nas células indiferenciadas foi 3,9 ym, enquanto o
tratamento com NGF promoveu um aumento para 111 ym. Apenas TAHB3 apresentou
diferengas estatisticamente significativas (36,7 ym; p< 0,01) em relagdo ao controle
negativo. Para os compostos TA8Amino, donepezila e tacrina foram observados
valores de 9,5, 19,1 e 13,8 um, respectivamente, cujas diferengas ndo se mostraram

estatisticamente significativas (Figura 9B; Tabela 2).
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Figura 9: Efeitos dos compostos AChEls em células neuronais diferenciadas na
linhagem PC12 apés 7 dias de tratamento com os compostos. (A) Foram determinadas
as porcentagens de células neurodiferenciadas em 100 células analisadas por tratamento;
foram consideradas como neurodiferenciadas as células que apresentaram o comprimento de
pelo menos um neurito, maior do que o didmetro do corpo celular. (B) O comprimento dos
neuritos foram medidos em micrdmetros (um), sendo avaliadas 100 células por tratamento.
As imagens foram obtidas em microscépio invertido (/nvitrogen) sob ampliagdo de 40x; as
analises foram feitas utilizando a ferramenta Simple Neurite Tracer do software ImageJ (Fiji
app). Analise estatistica: One-Way Anova com poés-teste de Dunnet. Valores expressos em
média + EP. *** p< 0,001; **p< 0,01; * p< 0,05 indicam diferengas estatisticamente
significativas, em comparagao ao controle negativo. Células em meio de cultura DMEM/F10
+ 10% SBF (controle negativo: células indiferenciadas); NGF 50 ng/mL (controle positivo);
composto TAHB3 (5 uM); TA8Amino (5 uM); donepezila (10 pM); tacrina (10 uM).

Tabela 2: Porcentagens de células diferenciadas e comprimento dos neuritos apds 7 dias de
tratamento com os compostos AChEls em comparagédo ao controle negativo. Foram
analisadas aleatoriamente 100 células, utilizando o software ImagedJ (Fiji). Analise estatistica
realizada One-Way Anova com pos-teste de Dunnet. Valores expressos em média + EP.

Tratamentos (* Erro padrao)

Indiferenciadas NGF (50 TAHB3 TA8Amino Donepezila Tacrina
ng/mL)
Células
diferenciadas 12,33 84,67+ 54,33*** 17,67 39,33*** 28,33
(%)

Comprimento

- 1119+ 36,73 £ 13,83 £
de lzsrl:]r)ltos 3,57+0,49 9,28+ 8 65+ 9,63+1,04 19,07+255 108

*** p< 0,001; ** p< 0,01; * p< 0,05 indicam diferengas estatisticamente significativas, em
comparagao ao controle.
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4.2.3. Deteccao de marcadores neuronais em células PC12 tratadas
com AChEls

ApOés a observacdo das alteragbes morfolégicas associadas a
neurodiferenciagao, especialmente no tratamento com o composto TAHB3, foi
realizada a detecgdo da proteina neuro-especifica B-llI-tubulina, por meio de
microscopia de fluorescéncia, visando comprovar a neurodiferenciagdo. Observou-se
que apos 7 dias de tratamento com os AChEls, tanto as células tratadas com os
compostos originais donepezila e tacrina, quanto aquelas tratadas com compostos
hibridos TA8BAmino e TAHB3, foram marcadas positivamente para a expressao da (3-
lll-tubulina, embora em diferentes intensidades (Figura 10). Desta forma, esses

resultados indicam o efeito indutor de diferenciagdo neuronal dos AChEls.
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B-lli-tubulina
B-lll-tubulina Hoechst - 33342 Hoechst - 33342

NGF (50 ng/mL) Indiferenciadas

TAHB3 (5 uM)

. e
-

TA8Amino (5 pM)

s
--

Figura 10: Imunofluorescéncia do marcador neuronal g-lll-tubulina nas células PC12
tratadas com os AChEls, mostrando a marcagédo com B-lll-tubulina (1:500), e coloragao
Hoechst-33342 nuclear (0,5 pg/mL). Alteragdes morfolégicas foram observadas em aumento
de 20x usando um microscopio de fluorescéncia Zeiss (Axio Imager). Tratamentos: Células
em meio de cultura DMEM/F10 + 10% SBF (controle negativo: células indiferenciadas); NGF
50 ng/mL (controle positivo); composto TAHB3 (5 uM); TA8Amino (5 uM); donepezila (10 uM);
tacrina (10 uM).

Donepezila (10 pM)

Tacrina (10 pM)
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4.2.4. Expressao proteica do marcador neuronal B-lli-tubulina

A diferenciacdo neuronal foi confirmada pela quantificagdo da expressao
proteica da B-lll-tubulina, que foi avaliada em células PC12 tratadas por 7 dias com os
AChEls. As células tratadas com o TAHB3 demostraram um aumento de 97% na
expressao de B-lll-tubulina em comparagdo com o controle negativo, sendo este e o
controle positivo os unicos tratamentos que apresentaram aumento significativo
(p<0,05), enquanto TA8BAmino, donepezila e tacrina, apesar de exibirem aumentos de
54, 60 e 55% na expressdo da [B-lll-tubulina, estes ndo foram significativos em
comparacgao ao controle negativo (Figuras 11A-11B; Tabela 3). Estes resultados s&o
compativeis com os dados obtidos nos ensaios anteriores, comprovando a

capacidade indutora de diferenciacao do composto TAHB3 nas células PC12.
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Figura 11: Diferenciagdao neuronal induzida pelos AChEl nas células PC12. (A)
Expressao de proteinas B-llI-tubulina (-55 kDa) e B-actina (-45 kDa) analisadas por Western
blotting. (B) Os niveis de expressdo de [B-lll-tubulina apds 7 dias de tratamento foram
calculados pela normalizacao em relagdo a expressao da proteina (-actina enddgena,
utilizando o software Image Studio Lite Ver 5.0 (Lite Software). Trés experimentos
independentes foram realizados, sendo a analise estatistica realizada pelo teste One-way
Anova, com pés-teste de Dunnet. Os dados sao expressos como média + EP. * p <0,05; ** p
<0,01 indicam diferengas estatisticamente significativas quando os resultados foram
comparados ao controle negativo. Células em meio de cultura DMEM/F10 + 10% SBF
(controle negativo: células indiferenciadas); NGF 50 ng/mL (controle positivo); composto
TAHB3 (5 uM); TA8Amino (5 uM); donepezila (10 uM); tacrina (10 uM).
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Tabela 3: Niveis de expressao de B-lll-tubulina apés 7 dias de tratamento com os compostos
AChEIs normalizados em relacdo a expressao da proteina B-actina endégena, utilizando o
software Image Studio Lite Ver 5.0 (Lite Software). Trés experimentos independentes foram
realizados, sendo a analise estatistica realizada pelo teste One way Anova, com pés-teste de
Dunnet. Analise estatistica realizada por meio do teste-f. Valores expressos em meédia + EP.

Expressao relativa (normalizada com B-Actina)

Proteina Tratamentos (* Erro padrao)
Indiferenciadas NGF (50 TAHB3 TA8Amino Donepezila Tacrina
ng/mL)
B-IIl- 1 244036 1,97+0,31* 154014  1,61:017  1,55:0,1

Tubulina

* p <0,05; ** p <0,01 indicam diferengas estatisticamente significativas quando os resultados foram
comparados ao controle negativo.

4.3. Ensaios de neuroprotecao frente a danos oxidativos induzidos
pelo H202

4.3.1. Curva de acao do H202
Apos a diferenciagdo das células PC12 em neurbénios maduros, o ensaio de
viabilidade celular foi realizado, visando identificar a concentragao de H202 capaz de
reduzir a viabilidade celular em 50%. Foi observado que nas células PC12
diferenciadas, a concentragao ideal para causar o dano esperado foi 150 uM (Figura

12; Tabela 4), sendo esta utilizada nos ensaios subsequentes.
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Figura 12: Porcentagens de viabilidade celular obtidas para diferentes concentragdes
de H20; na linhagem celular PC12 apés 2 h de tratamento e 24 h de recuperagao. Analise
estatistica: One-Way Anova com pos-teste de Dunnet. Os valores foram obtidos de trés
experimentos independentes e estdo expressos como Médiat EP. *** p< 0,001, indicam
diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o controle negativo.



Resultados | 58

Tabela 4: Porcentagens de viabilidade celular obtidas para diferentes concentracées de H>O;
na linhagem celular PC12 apés 2 h de tratamento e 24 h de recuperagao. Analise estatistica:
One-Way Anova com pos-teste de Dunnet.

Média viabilidade celular (%) ()

H202 Concentragées (uM) Erro Padrio

- 100

25 92,1+ 3,3
50 84,1+6,8
75 67,1 £ 0,98 ***
100 60,9 £ 3,8 ***
150 43,6 £6,9 ***
200 329+%4,1**

*** p< 0,001, indica diferenca estatisticamente significativa em comparagcdo com o
controle negativo.

4.3.2. Andlise da citotoxicidade e capacidade neuroprotetora dos
AChEIl sob estresse oxidativo em células PC12 diferenciadas

A avaliagdo da citotoxicidade dos compostos hibridos na linhagem celular
PC12 diferenciada em neurdnios maduros foi realizada por meio do ensaio de
viabilidade celular utilizando o kit-XTT, apds a exposig¢ao das células por 48 h a acao
dos compostos. Os resultados obtidos demonstraram que os tratamentos com os
AChEIls nao foram citotéxicos para a linhagem PC12. Os compostos hibridos TAHB3
e TA8Amino mantiveram a viabilidade das células em 99% e 98%, respectivamente;
0s compostos originais apresentaram resultados semelhantes, donepezila manteve

a viabilidade celular em 100% e tacrina 93% (Figura 13; Tabela 5).
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Figura 13: Porcentagens de células PC12 diferenciadas em neurénios maduros viaveis,
obtidas nos ensaios de citotoxicidade e neuroprotecao frente a danos induzidos pelo
peroxido de hidrogénio (H202). Ensaio realizado utilizando o kit-XTT (Cell Proliferation Kit Il
— XTT, Roche Molecular Biochemicals) e analisado por meio de espectrofotometria (aparelho
Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek). Os valores sao provenientes de quatro
experimentos independentes e estdo expressos em média £ EP. Analise estatistica One-Way
Anova, com pos-teste de Dunnet. **p< 0,005, *** p< 0,001 indicam diferencas estatisticamente
significativas em comparagdo ao controle negativo. # p<0,05, indica diferenca
estatisticamente significativa em comparagao ao controle positivo. Células em meio de cultura
DMEM/F10 + 10% SBF (controle negativo); Neuronal Growth Factor 50 ng/mL (NGF, controle
positivo); composto TAHB3 (5 uM); TA8Amino (5 uM); donepezila (10 uM); tacrina (10 uM).
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Tabela 5: Porcentagens de viabilidade celular obtidas para diferentes tratamentos com os
compostos AChEIs nos ensaios de citotoxicidade e neuroprotecéo frente a danos induzidos
pelo peréxido de hidrogénio (H202) na linhagem PC12 diferenciada em neurdnios maduros.
Anadlise estatistica: One-Way Anova com pos-teste de Dunnet. Os valores sao provenientes
de trés experimentos independentes e expressos como média + EP.

Citotoxicidade e neuroprotecao

Média viabilidade celular (%) (%)

Tratamentos Erro Padrio
DMEM/F10 +10 % SBF 100%
DMSO (0,1%) 91,7+28
H20: 58,2 + 2,8***
TAHB3 99,6 £5,0
TAHB3 + H,0; 83,0+4,7#
TA8Amino 98,6 £4,7
TA8Amino + H20; 63,1+ 4,5 **
Donepezila 100,1 £ 10,9
Donepezila + H.0; 70,8 +4,5*
Tacrina 93,5+4,3
Tacrina + H20; 65,8 £ 8,6 ***

**p< 0,005, *** p< 0,001 indicam diferengas estatisticamente significativas em comparagao ao
controle negativo. # p<0,05 indica diferengas estatisticamente significativas em comparagéo
ao controle positivo.

Quanto ao ensaio de neuroprotecao, este foi realizado submetendo as células
diferenciadas ja pré-tratadas com os compostos, a agao do pds-tratamento com o
agente indutor de danos, peréxido de hidrogénio (H202). A analise de viabilidade
celular foi realizada em espectrofotometro. Observou-se que as células tratadas
apenas com o H20:2 apresentaram taxa de viabilidade média de 58%, enquanto os
grupos de células pré-tratadas com TAHB3 e TA8Amino e subsequentemente
submetidas a acao do H202 apresentaram um aumento da viabilidade, 82% e 63%,
respectivamente; as células pré-tratadas com donepezila e tacrina e depois
submetidas ao H202 apresentaram viabilidade de 70% e 65% (Figura 13; Tabela 5).
Assim, observou-se que o pré-tratamento com o composto TAHB3 foi 0 Unico capaz

de proteger os neurbnios frente aos efeitos do H202, em comparagcédo ao controle
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positivo (apenas com o H202), demonstram o potencial protetor do TAHB3, frente

aos danos oxidativos induzidos pelo H202.

4.3.3. Andlise da cinética do ciclo celular apés ensaio de
neuroprotecdao com os AChEls

A avaliacdo da cinética do ciclo celular foi realizada apés o ensaio de
neuroprote¢cao nas células PC12 diferenciadas em neurénios. As analises foram
realizadas em citdmetro de fluxo, utilizando o iodeto de propidio para avaliar a

distribuicao das células nas diferentes fases do ciclo celular.

Nas células ndo tratadas (controle negativo) foi observada a seguinte
distribuic&o: células em G0/G1 (50,87%), G2/M (29,1%), S (16,3%) e fragdo sub-G1
(3,6%). Para os diversos tratamentos com os compostos os resultados
demonstraram que nenhum dos AChEls testados isoladamente promoveu alteragbes
significativas na cinética do ciclo celular em comparacgao ao controle negativo, sendo
gue os resultados foram semelhantes, com poucas variacdes. Da mesma forma, os
resultados foram similares nas células pré-tratadas com os compostos e

posteriormente com o H202 (150 uM). (Figura 14; Tabela 6).
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Figura 14: Cinética do ciclo celular nas células tratadas somente com os AChEls e nas
células pré-tratadas com os AChEI, frente a danos posteriormente induzidos por H.O>
(150 pM). Os valores sao provenientes de trés experimentos independentes. Andlise
estatistica: One-Way Anova com pods-teste de Dunnet. Valores expressos em média + EP.
Células em meio de cultura DMEM/F10 + 10% SBF (controle negativo); Peréxido de
hidrogénio (H202, controle positivo); Dimetilsulféxido (DMSO 0,1%); composto TAHB3 (5 uM);
TA8Amino (5 uM); donepezila (10 uM); tacrina (10 pM).
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Tabela 6: Porcentagens de células em diferentes fases do ciclo obtidas no ensaio de
neuroprotecao frente ao dano oxidativo induzido pelo H202 (150 uM). Andlise estatistica: One
-Way Anova com poés-teste de Dunnett. Os valores sao provenientes de trés experimentos
independentes e expressos como média + EP.

Distribuigao de células nas fases do ciclo celular (%) (* Erro padrao)

Fases do ciclo celular

Tratamentos SubG1 G1 S G2/M
DMEM/F10 +10 % SBF 42+06 5087+3,26 16,27+2,1 29,10+1,68
DMSO (0,1%) 45+095 4887+1,7 132+1,87 33,70+2,46
H202 84+14 471+115 13,7+1,23 32,3+1,97
TAHB3 577+135 50,1+345 16,032,179 30,37 +2,09
TAHB3 + H20; 58+25 4997+31 12,87+1,14 32,80 3,50
TA8Amino 577+£1,22 5297 +4,12 1517 +1,18 28,70+ 2,06
TA8Amino + H;O; 11,1+0,62 49,8+ 3,35 12+1,52 29,13+1,52
Donepezila 7,03+287 4463+413 1553+1,3 30,80%3,11
Donepezila + H,0; 8,03+229 448+18 13,37+1,29 3527+253
Tacrina 567+154 565+7,97 1513+2,92 2447 +511
Tacrina + H;0; 5,76 £+2,23 46,87 +2,04 131+1,82 3570+1,76

4.3.4. Avaliagcao da indugao de morte celular pelos compostos AChEls
apos ensaio de neuroprotecao

Nos ensaios de indugcado de morte celular, as células PC12 diferenciadas em
neurénios maduros foram submetidas ao protocolo de neuroprotecéo. A analise dos
niveis de morte celular foi realizada para verificar a agdo dos compostos AChEls
quanto a inducdo de morte celular por apoptose e necrose, sendo observado que
estes nao alteraram significativamente os niveis de morte celular por apoptose. Os
niveis de morte observados no controle negativo foram 18,56%, enquanto que as
porcentagens de morte celular por apoptose apds o tratamento com os compostos
hibridos foram 24,5% para o TAHB3 e 26,9% para TA8Amino, mas as diferengas nao
foram estatisticamente significativas em relagdo ao controle. Dados similares foram

observados no tratamento com donepezila e tacrina, que apresentaram 25,8% e 23%
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de morte por apoptose, respectivamente. Esses resultados indicaram que os
compostos hibridos ndo sao citotdéxicos para os neurdnios diferenciados a partir das
células PC12, sendo compativeis com os resultados obtidos nos ensaios anteriores.
Quanto a analise dos niveis de morte por apoptose realizados por meio do
protocolo de neuroprotecao, o controle positivo elevou significativamente (p< 0,05) os
niveis de morte por apoptose para 41,3%, sendo que o mesmo foi observado no
tratamento com TA8Amino e donepezila, que em conjunto com o H202, aumentaram
significativamente os niveis de apoptose para 44,7% e 41,2%, respectivamente, em
comparagao ao controle negativo. Ja os compostos TAHB3 e tacrina, reduziram
levemente os niveis de morte para 34%, embora as diferengas ndo tenham sido
estatisticamente significativas em comparagao ao controle positivo, sendo os unicos
tratamentos que também nao apresentaram diferengcas em comparagao ao controle
negativo. Com relacdo a necrose, nao houve diferengas significativas quanto as taxas

de morte por necrose (Figura 15; Tabela 7).
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Figura 15: Andlise por citometria da indugao de morte celular por apoptose e necrose,
frente a danos oxidativos induzidos por H202 (150 pM) e a acdo dos compostos AChEI.
Andlise realizada utilizando o kit Guava Nexin (Guava Technologies). Os valores sao
provenientes de trés experimentos independentes. Analise estatistica: Two-Way Anova com
pos-teste de Dunnet. Valores expressos em média £+ EP. Células em meio de cultura
DMEM/F10 + 10% SBF (controle negativo); Perdxido de hidrogénio (H202, controle positivo);
Dimetilsulféxido (DMSO 0,1%); composto TAHB3 (5 uM); TA8Amino (5 uM); donepezila (10
pM); tacrina (10 uM).
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Tabela 7: Porcentagens de células apoptoéticas e necréticas observadas no ensaio de
neuroprotecaofrente ao dano oxidativo induzido pelo H,O, (150 uM), analisados por citometria
de fluxo. Andlise estatistica Two -Way Anova com péds-teste de Dunnett. Os valores séo
provenientes de trés experimentos independentes e expressos como média + EP.

Morte celular (* Erro Padrao)

Tratamentos Células. apoptétif@s (%) Células necré@i?as (%)
Anexina V positivas 7-AAD positivas
DMEM/F10 +10 % SBF 18,56 + 7,05 15,1 £ 7,41
DMSO (0,1%) 22,23 + 6,96 13,7145
H202 41,33 £2,78* 8,5+3,16
TAHB3 2453 +7,9 8,4 13,92
TAHB3 + H;0; 346+5,3 8,43 £ 3,96
TA8Amino 26,93 + 6,17 11+3,35
TA8Amino + H20; 44,77 £ 6,31* 8,93 £ 3,02
Donepezila 25,8 £ 5,90 8,47 27
Donepezila + H.0; 41,17 £ 5,29* 9,93 + 3,80
Tacrina 23,33+4,34 17,10+ 7,2
Tacrina + H20; 34,13 +£6,25 14+5,6

* p< 0,05, indica diferenca estatisticamente significativa em comparacédo com o
controle negativo.
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5. DISCUSSAO

O processo envolvendo a perda de neurdnios do sistema colinérgico possui um
papel central no desenvolvimento da DA, sendo decorrente de diversos mecanismos
associados ao envelhecimento por si s, além de outros fatores de risco; entre tais
mecanismos, destaca-se a redu¢do nos niveis de ACh (Hampel et al., 2018; Stanciu
et al., 2019). Devido ao papel da AChE no sistema colinérgico, além do seu
envolvimento em fatores nao colinérgicos, como no acumulo de peptideos AB, a sua

inibicdo constitui uma importante estratégia terapéutica para a DA (Sharma, 2019).

Desta forma, foram desenvolvidos farmacos inibidores de AChE (tais como
donepezila, tacrina, galantamina e rivastigmina) que se tornaram a principal forma de
tratamento para a DA, nado apenas pela sua capacidade de inibicdo da AChE, mas
também pelos seus efeitos neuroprotetores (Moreira et al., 2022; Ongnok et al., 2021;
Takada-Takatori et al., 2006). Entretanto, estes medicamentos atuam no sentido de
melhorar os sintomas nas fases iniciais da doenca, ndo apresentando efeito de cura
a médio e longo prazo (Horak et al., 2017), justificando assim a busca por novos
compostos capazes de inibir a AChE de forma mais eficaz e, ao mesmo tempo, com
a possibilidade de atuagcdo em alvos multiplos, visando proteger os neurdnios dos

danos comumente observados na DA.

Devido a estrutura favoravel da donepezila e a sua capacidade de ligagédo nos
sitios CAS e PAS da AChE, a utilizacao da sua estrutura se mostra ideal para a sintese
de novos compostos hibridos capazes de se ligar em diferentes sitios da AChE (Singh
et al., 2020; Sameen et al., 2017). Além disso a tacrina, apesar dos seus efeitos
hepatotdxicos atribuidos ao nucleo acridina presente na sua estrutura, € um potente
AChEI devido a sua forte ligacao ao sitio CAS da AChE (Chierrito et al., 2017; Horak
et al., 2017). Além dos efeitos de inibigdo da AChE, esses dois compostos também
apresentam capacidade de atuar em alvos ndo colinérgicos, como na redugéao do
acumulo de peptideos AB e do estresse oxidativo (Lahiri, 1994; Saxena et al., 2008).
Dessa forma, os compostos donepezila e tacrina apresentam propriedades
importantes que possibilitam a sua utilizagdo como base para a sintese de novos
compostos hibridos, que tenham maior eficacia para os pacientes com a DA (Ismaili
et al., 2017).
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Para a realizagao do presente projeto, a linhagem PC12 foi escolhida como modelo
neuronal, pois além de ser um modelo amplamente utilizado no estudo de doencas
neurodegenerativas, quando diferenciadas em neurénios maduros, estes apresentam
a neurotransmisséo colinérgica, caracteristica essencial para estudos com AChEls
(Wiatrak et al., 2020). No presente projeto, a neurodiferenciagao das células PC12 foi
induzida com o NGF (50 ng/mL) durante o periodo de 7 dias, de acordo com o descrito
por Greene e Tischler (1976); apds esse periodo de tratamento com o NGF, as células
passaram a apresentar caracteristicas morfolégicas de neurénios, como redugao do
citoplasma, desenvolvimento de neuritos e redugao da proliferagdo. Foi observado
que 84,6% das células tratadas com o NGF foram diferenciadas em neurbnios, em

comparagao a 12% das células que nao foram tratadas com o NGF.

A diferenciagdo em neurbnios maduros com esse protocolo de tratamento foi
confirmada por meio da analise de marcadores neuronais, MAP2 e B-lll-tubulina, esta
ultima, por sua vez, teve a sua expressao significativamente aumentada apods a
diferenciacao com o NGF. Diante disso foi constatado que a utilizacdo do NGF como
indutor neuronal nas células PC12 constitui uma estratégia de diferenciagcao adequada
para ser utilizada como controle positivo nos ensaios de neurodiferenciagcao, bem
como para a obtencdo de neurbnios maduros para a realizacdo dos ensaios de

neurprotecao.

A diferenciacdo neuronal € um importante fator a ser avaliado na pesquisa com
novos compostos candidatos a farmacos para o tratamento da DA, visto que a perda
neuronal € um processo determinante para o desenvolvimento dessa doenga (Sung,
et al., 2020; Jin et al., 2006). Estudos ja demonstraram o potencial da donepezila na
inducéo de neurogénese em modelos animais com deméncia e em modelos humanos
in vitro (Kaneko et al., 2006; Kwon et al., 2014). Além disso, Man e colabores (2020),
também observaram a capacidade da donepezila induzir a neurodiferenciagdo em
ratos, sendo sugerido que esse processo ocorreu por meio da ativagado de vias
downstream a partir dos receptores de ACh. Por outro lado, os resultados descritos
na literatura quantos aos efeitos da tacrina na diferenciagdo neuronal sao diversos;
enquanto alguns autores relataram que a tacrina inibe o crescimento de neuritos em
cultura primaria de células corticais (Page et al., 2015), outros descreveram que o
mesmo composto foi capaz de induzir a neurogénese em células corticais de ratos
(Jin et al., 2006).
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Em relagao ao ensaio de neurodiferenciacao, os dados obtidos no presente estudo
demonstraram que em células PC12 o composto TAHB3 foi capaz de induzir
significativamente a neuritogénese assim como a diferenciacdo neuronal, sendo
observado o desenvolvimento de neuritos com comprimento médio de 36,7 ym (em
comparagao a 3,5 um, observado nas células indiferenciadas) e um aumento
significativo na expressao do marcador neuronal B-1ll-tubulina. No entanto, TA8Amino,
assim como donepezila e tacrina, ndo induziram significativamente a diferenciagéo
neuronal. Entretanto, esses resultados foram diferentes dos resultados anteriores do
nosso grupo de pesquisa, em que o composto TA8Amino (mas ndo TAHB3)
demonstrou maior potencial para induzir a neurodiferenciagao na linhagem SH-SY5Y
(originaria de neuroblastoma), a qual possui origem humana, provavelmente

justificando tal discrepancia nos resultados.

Ainda, é provavel que essa diferenga quanto a maior eficacia do TAHB3 em relagao
aos outros compostos nas células PC12, seja resultante de caracteristicas da
estrutura quimica dos compostos AChEI, que possam promover uma maior interagao
do composto TAHB3 com a AChE em ratos, visto que a conformacao da AChE difere
entre humanos e roedores, pois essa enzima apresenta diversos polimorfismos
estruturais que variam entre diferentes espécies (Rudakova et al., 2011; Massoulié et
al., 1993). Essa diferenca entre os resultados obtidos em modelos humanos e de rato
ressalta a importancia do teste de novos compostos em diferentes modelos celulares
in vitro, visto que as diversas variagbes entre as espécies podem gerar diferentes
resultados quanto aos efeitos desses compostos. Tal observacdo evidencia a
necessidade de continuar o estudo com os compostos TA8Amino e TAHB3 em novos
modelos para a DA, visto que ambos os compostos testados em diferentes linhagens
apresentaram efeito indutor de neurodiferenciacdo, uma caracteristica importante na

busca por tratamentos para a DA.

Outro aspecto analisado no presente estudo se refere aos efeitos neuroprotetores
dos novos compostos hibridos TAHB3 e TA8Amino, uma vez que estes foram
sintetizados de tal forma a se ligarem duplamente (dois sitios enzimaticos) a AChE,
visando um maior efeito de inibicdo, bem como reducdo de efeitos colaterais
atribuidos ao nucleo acridina da tacrina, o qual nao foi utilizado na sintese das novas
moléculas (Chierrito et al., 2017). Desta forma, no presente trabalho, inicialmente foi

avaliado se os compostos hibridos apresentariam efeitos citotdxicos para os neurénios
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derivados das células PC12. Os dados obtidos demonstraram que os compostos
hibridos na concentragao de 5 uM n&o reduziram a viabilidade celular em comparagao
ao controle negativo, mantendo valores em cerca de 99% e 98% para TAHB3 e
TA8Amino, respectivamente; este resultado é importante, pois indica que 0s novos
compostos hibridos ndo sao toxicos para neurdnios derivados a partir das células
PC12. Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que os compostos TAHB3 e TA8Amino n&o foram citotoxicos para as
células HepG2 e SH-SY5Y quando testados na concentracéo de 0,71 uM e 0,014 uM
(Moreira, 2019); portanto, os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os
dados iniciais, mesmo nas condigdes em que os compostos TABAmino e TAHB3

foram testados em maior concentracgao.

Uma vez identificado que os compostos hibridos ndo foram toxicos para os
neurdnios, a etapa seguinte consistiu em analisar se TAHB3 e TA8Amino seriam
capazes de proteger os neurbnios frente a danos comumente observados na DA.
Segundo a literatura, o estresse oxidativo constitui um dos fatores principais
envolvidos na morte neuronal e desenvolvimento dessa doenca; assim, a protecao
contra danos oxidativos € interessante sob o ponto de vista de efeito terapéutico para
os pacientes com a DA. Por ser uma das formas mais comuns de ROS e também
devido a maior sensibilidade das células PC12 aos danos causados por H202 (Ténnies
& Trushina, 2017; Zhang, et al 2009), no presente estudo, o composto H202 foi
utilizado como agente indutor de danos oxidativos nos ensaios de neuroprotegéo e

inducé&o de morte celular.

Os resultados dos ensaios de neuroprotecdo demonstraram o potencial do
composto hibrido TAHB3 em proteger os neurbnios contra os danos induzidos pelo
H202, sendo observada a taxa de viabilidade de 82% para as células pré-tratadas com
o TAHB3 e submetidas ao H202, enquanto as células tratadas apenas com o H20:2
mostraram a sua viabilidade reduzida para 58%. Em contraste, as células pré-tratadas
com o composto hibrido TA8Amino, assim como os compostos originais, donepezila
e tacrina, ndo apresentaram diferencas significativas, demonstrando uma maior
eficacia de TAHB3 quanto a indugao de neuroprotecao frente a danos oxidativos, em

comparagao aos outros compostos.
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Na literatura, ja foi descrito que tacrina e donepezila foram capazes de proteger
células PC12 contra efeitos neurotéxicos (Svensson & Nordberg, 1998), porém ambos
os compostos foram avaliados na concentragao de 10 M, que € muito acima das
concentragcdes utilizadas no presente trabalho. Outros estudos realizados com
estratégias de sintese distintas, como a utilizacdo de compostos sintetizados a partir
da donepezila e hidroxitolueno butilado, demonstraram efeito neuroprotetor contra
danos induzidos pelo H202, quando testados nas concentrag¢des de 7,5 uM e 10 uM
em neurdnios derivados da linhagem PC12 (Cai et al., 2018). Também foram
observados efeitos neuroprotetores e antioxidantes para novos compostos hibridos
de donepezila e flavonoides, avaliados na linhagem SHSY-5Y, em concentragdes
préximas ao ICso da donepezila (Estrada et al., 2016). Nesse estudo, as concentragdes
que apresentaram efeitos neuroprotetores foram maiores do que a utilizada para os

compostos hibridos do presente trabalho.

Outro efeito dos compostos hibridos avaliado no presente trabalho foi a
capacidade destes em induzir alteragcdes na cinética do ciclo celular dos neurénios
derivados a partir das células PC12. Os resultados obtidos demonstraram que
nenhum dos compostos AChEls induziram alteragdes significativas na cinética do ciclo
celular dos neurénios na concentragéo de 5 yM para os compostos hibridos e 10 yM
para donepezila e tacrina. Nos estudos anteriores realizados pelo nosso grupo,
também foi observado que os compostos hibridos n&do induziram alteragdes na
cinética do ciclo celular nas linhagens SH-SY5Y e HepG2, porém em concentragbes
mais baixas do que a utilizada no presente trabalho (Moreira, 2019). Assim, tais
resultados indicam que mesmo em concentragdes mais altas, TAHB3 e TA8Amino
ndo induziram alteragdes significativas na cinética do ciclo celular das células PC12
diferenciadas em neurbnios maduros, o que mais uma vez demonstra que ambos 0s

compostos hibridos n&do sao téxicos para as células PC12 diferenciadas em neurdnios.

O ultimo paradmetro avaliado para confirmar a capacidade neuroprotetora dos
compostos TA8Amino e TAHB3 foi a analise dos niveis de morte celular por apoptose
e necrose. Inicialmente foi observado que nenhum dos compostos AChEIls
isoladamente induziu um aumento de morte celular por apoptose ou necrose, sendo
esse resultado compativel com o observado no ensaio de viabilidade celular, que
demonstrou que os compostos nao foram citotdxicos para os neurénios diferenciados

a partir das células PC12.
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Nesse ensaio, foi também observado que o composto TAHB3 foi capaz de reduzir
levemente as taxas de morte celular por apoptose em relagdo ao controle positivo,
sendo este e o tratamento com tacrina, os uUnicos que ndo apresentaram diferencas
significativas nos niveis de morte em comparagao ao controle negativo. O estudo
realizado por Cai e colaboradores (2018), porém, em concentragdes mais altas que
as utilizadas no presente trabalho, demonstrou que moléculas hibridas sintetizadas a
partir da donepezila e hidroxitolueno-butilado também foram capazes de reduzir
significativamente as taxas de morte celular por apoptose induzidas pelo H202 em
células PC12. Quanto aos niveis de morte por necrose, ndo foram observadas
diferencgas significativas. Portanto, os dados obtidos no ensaio de morte celular, em
conjunto com o resultado do ensaio de viabilidade celular, demonstraram que o
composto TAHB3 é capaz de proteger as células PC12 diferenciadas em neurdnios

frente aos danos oxidativos induzidos pelo H20:2.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente projeto demonstram a baixa
citotoxicidade dos novos compostos hibridos TAHB3 e TA8Amino, sendo que TAHB3
exibiu efeitos mais relevantes em todos os parametros avaliados quando comparado
aos compostos originais, donepezila e tacrina, sendo assim evidenciado o potencial
neuroprotetor desse composto frente a danos oxidativos, bem como a sua capacidade

indutora de diferenciagao nas células PC12.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

As células PC12 quando tratadas com o NGF (50 ng/mL) s&o significativamente
diferenciadas em neurénios maduros (82%), passando a exibir caracteristicas
morfologicas de neurénios, com neuritos de comprimento médio de 119,9 ym

e expressao dos marcadores neuronais B-lll-tubulina e MAP2.

Os compostos hibridos AChEls TAHB3 e TA8Amino nao foram toxicos para as
células PC12 diferenciadas em neurdnios, quando testados na concentragao

de 5 uM, durante 48 h de tratamento.

O composto hibrido TAHB3 foi capaz de induzir alteragées morfolégicas nas
células PC12 associadas a diferenciacdo em neurénios maduros, sendo capaz
de elevar significativamente a porcentagem de células com caracteristicas

neuronais para 50% e de formar neuritos com tamanho médio de 36,7 ym.

As células PC12 tratadas com o composto TAHB3 (5 uM), durante 7 dias,
apresentaram um aumento de 50% na expressao do marcador neuronal 3-IlI-
tubulina, confirmando a capacidade indutora de neurodiferenciacdo desse

composto AChEI.

O composto hibrido TAHB3 (5 uM) protegeu as células PC12 diferenciadas em
neurdnios maduros, frente aos danos oxidativos induzidos pelo H202, avaliados
por ensaio de viabilidade celular. Ja o composto TABAmino e os compostos

originais nao exibiram esse potencial neuroprotetor.

Os compostos hibridos TA8Amino e TAHB3, quando utilizados na
concentracdo de 5 pM durante 48 h de tratamento, ndo alteraram
significativamente a cinética do ciclo celular das células PC12 diferenciadas em

neurdnios.
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e Os compostos hibridos TAHB3 e TA8Amino isoladamente ndo aumentaram
significativamente os niveis de morte celular por apoptose ou necrose em
comparagao ao controle negativo, evidenciando que os compostos ndo sao

toxicos para as células.

e O pré-tratamento dos neurdnios diferenciados (a partir das células PC12) com
os compostos hibridos seguidos da indugao de danos oxidativos pelo H202 ndo
reduziram significativamente os niveis de morte celular por apoptose.
Entretanto, o tratamento com TAHB3 e tacrina reduziram levemente, mas
mantendo o nivel de morte sem diferencas significativas em comparacao ao

controle negativo.

Portanto, em todos os parametros avaliados, o composto hibrido TAHB3
apresentou resultados mais evidenciados, em comparagao ao composto hibrido
TA8Amino e aos compostos originais, donepezila e tacrina. Os resultados obtidos
no presente projeto, demonstraram que o composto hibrido TAHB3 apresenta
propriedades importantes na busca por novos tratamentos para a DA, pois ndo é
citotoxico para as células PC12 diferenciadas em neurbnios, além de apresentar
potencial neuroprotetor frente a danos oxidativos e capacidade indutora de

neurodiferenciagao.
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