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RESUMO

AMARAL, L. Neuritogénese induzida pela doxiciclina: estudo das vias de
sinalizacdo e do efeito protetor em modelo in vitro associado a doenca de
Parkinson. 2021. 73 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeir&o Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

As tetraciclinas de segunda geracdo, como a doxiciclina, foram introduzidas nos
anos 60, sendo amplamente usadas como antibidticos até hoje. A doxiciclina &
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e induzir efeitos distintos da sua
atividade antibiética. Estudos anteriores sugerem o potencial neuroprotetor da
doxiciclina, porém o envolvimento da atividade neurotrofica nesse efeito nao foi
ainda avaliado. O efeito neurotrofico € uma ferramenta importante na neuroprotecéo,
considerando-se o papel da degeneracdo axonal nos estagios iniciais das doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Parkinson. Assim, este estudo visou
investigar a acdo da doxiciclina nas vias de sinalizacdo da neuritogénese, bem como
seu possivel efeito neuroprotetor em modelo in vitro de neurotoxicidade induzida
pela neurotoxina dopaminérgica MPP* em células PC12. Essas células constituem
um modelo apropriado para a avaliagdo da diferenciacdo neuronal, pois respondem
ao NGF (fator de crescimento neuronal) emitindo neuritos (precursores de axonios e
dendritos) e adquirindo caracteristicas de neurdnios simpaticos. Os resultados
indicam que a doxiciclina induz a neuritogénese atraves da ativacdo do receptor trkA
e das vias de sinalizacdo neurotrofica PISK/Akt e MAPK/ERK, promovendo o
aumento da expressdo de proteinas associadas a plasticidade axonal e sinaptica
(sinapsina I, GAP-43 e NF-200). Ainda, a doxiciclina protege as células PC12 contra
a regulacéo negativa induzida pelo MPP* em proteinas axonais (GAP-43, NF-200) e
do citoesqueleto (Blll-tubulina). Sinaptofisina, F-actina e moduladores da
bioenergética ndo sédo alvos moleculares da doxiciclina. Em conjunto, os resultados
indicam o potencial neurotréfico da doxiciclina, bem como a participacdo desse
mecanismo de acdo na sua atividade neuroprotetora. Esses achados séo
promissores e sugerem que a doxiciclina pode promover regeneragdo axonal nos
processos neurodegenerativos. Estudos adicionais sdo necessarios para comprovar
esse efeito.

Palavras-chave: doxiciclina, neuritogénese, doenca de Parkinson, células PC12,
neuroplasticidade axonal.



ABSTRACT

AMARAL, L. Neuritogenesis induced by doxycycline: study of signhaling
pathways and the protective effect in an in vitro model associated with
Parkinson’s disease. 2021. 73 f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2021.

Second-generation tetracyclines, such as doxycycline, were introduced in the 1960s
and are widely used as antibiotics until today. Doxycycline is able to cross the blood-
brain barrier and induce distinct effects from its antibiotic activity. Previous studies
suggest the neuroprotective potential of doxycycline, but the involvement of
neurotrophic action in this effect has not yet been evaluated. The neurotrophic effect
IS an important tool for neuroprotection, considering the role of axonal degeneration
in the early stages of neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease.
Thus, this study aimed to investigate the action of doxycycline on neurotrophic
signaling pathways, as well as its possible neuroprotective effect in an in vitro model
of neurotoxicity induced by the dopaminergic neurotoxin MPP™ in PC12 cells. These
cells constitute an appropriate model for the assessment of neuronal differentiation,
as they respond to NGF (Nerve Growth Factor) by emitting neurites (precursors of
axons and dendrites) and acquiring characteristics of sympathetic neurons. The
results indicate that doxycycline induces neuritogenesis through activation of the trkA
receptor and neurotrophic signaling pathways PI3K/Akt and MAPK/ERK, promoting
increased expression of proteins associated with axonal and synaptic plasticity
(synapsin 1, GAP-43 and NF-200). In addition, doxycycline protects PC12 cells
against negative regulation induced by MPP" in axonal (GAP-43, NF-200) and
cytoskeletal (Blll-tubulin) proteins. Synaptophysin, F-actin and bioenergetic
modulators are not molecular targets of doxycycline. Altogether the results indicate
the neurotrophic potential of doxycycline, as well as the participation of this action
mechanism in its neuroprotective activity. These findings are promising and suggest
that doxycycline might induce axonal regeneration in neurodegenerative processes.
Further studies are needed to confirm this effect.

Keywords: doxycycline, neuritogenesis, Parkinson’s disease, PC12 cells, axonal
neuroplasticity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tetraciclinas

Tetraciclinas formam um grupo de antibiéticos de amplo-espectro que inclui
dentre outros, a tetraciclina, doxiciclina e minociclina. A primeira tetraciclina,
denominada clortetraciclina ou aureomicina, foi descoberta por Benjamin Duggar em
1948 e tratava-se de um produto de fermentacdo natural da bactéria Streptomyces
aureofaciens (DUGGAR, 1948; SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006).

Todas as tetraciclinas sdo formadas por um nucleo tetraciclico linear, sendo
essa uma caracteristica importante para sua atividade antibacteriana. A estrutura
dos anéis é circundada por regides que contém varios grupos quimicos funcionais
que determinam cada exemplar, alteracbes nessas regibes podem reduzir as
propriedades antibiéticas ou ndo-antibiodticas (NELSON, 1998). Como exemplo, a

Figura 1 traz a estrutura quimica caracteristica da doxiciclina.

Figura 1 — Estrutura quimica da doxiciclina.
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Em humanos, tratamentos de longa duracdo com tetraciclinas sdo geralmente
seguros (ORSUCCI et al., 2012). Entre 1966 e 2003, o numero de publicacbes de
efeitos adversos causados pela doxiciclina (130 casos) foi consideravelmente menor
do que o numero reportado em relacdo a minociclina (333 casos). Porém, ambos os
medicamentos se provaram eficientes e seguros contra muitas doencas infecciosas
e no tratamento de acne vulgaris (SMITH; LEYDEN, 2005; DEL ROSSO, 2015).



1.2 Doxiciclina

As tetraciclinas de segunda geracdo, como a doxiciclina, foram introduzidas
nos anos 60 (CUNHA; COMER; JONAS, 1982) e permanecem sendo amplamente
usadas como antibiéticos (DEL ROSSO, 2015). A doxiciclina possui alta efetividade
antibiotica e baixo-custo, além de estar na Lista de Medicamentos Essenciais da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017). Trata-se de um dos antibioticos
sistémicos mais recomendados no tratamento da acne (SMITH; LEYDEN, 2005, DEL
ROSSO, 2015). Dentre as tetraciclinas, o tratamento com doxiciclina contra
infeccbes do sistema nervoso central aparece como um dos mais eficientes (NAU;
SORGEL; EIFFERT, 2010).

A doxiciclina apresenta caracteristicas lipofilicas e é altamente absorvida, com
uma biodisponibilidade maior que 80% (AGWUH; MacGOWAN, 2006), sendo capaz
de ultrapassar a barreira hematoencefalica (ZHANG et al., 2015). E lentamente
absorvida por via oral, levando de 2 a 3 horas para atingir concentracées de pico.
Sua ligacdo com proteinas plasmaticas € maior que 80% e a meia-vida no plasma é
longa, variando de 12-25 horas, 0 que permite um regime de dosagem menor que
outros antibidticos (AGWUH; MacGOWAN, 2006).

Estudos demonstram que a doxiciclina afeta diversas fungdes celulares
induzindo efeitos distintos da sua fungéo antibiotica. Yao et al. (2007) relataram os
efeitos antiangiogénicos da doxiciclina e minociclina, capazes de impedir a migracao
de células musculares lisas de aorta humana induzidas por VEGF (fator de
crescimento do endotélio vascular) através da inibicdo da metaloproteinase-9 (MMP-
9), o0 que seria benéfico em patologias em que a acdo de metaloproteinases contribui
para o0 processo inflamatorio (BORTOLANZA et al., 2018). A capacidade da
doxiciclina de atenuar diferentes desordens neurolégicas tem sido demonstrada por
diversos estudos em modelos animais. Girgenrath et al. (2009) descreveram 0s
efeitos benéficos da doxiciclina em ratos deficientes em laminin-alpha-2 (Lama2™),
um modelo para a doenga humana Distrofia Muscular Congénita tipo 1A. Um estudo
com Drosophila melanogaster sugeriu o potencial terapéutico para doenca de
Alzheimer (DA) ao mostrar que a doxiciclina modula o acumulo de peptideo (-
amiloide no cérebro (COSTA et al., 2011). Paldino et al. (2020) demonstraram que a
doxiciclina aumenta a sobrevida e atenua os sinais de disfuncdo neurologica em

modelo de doenca de Huntington com camundongos, associando o efeito



neuroprotetor a atividade anti-inflamatoria da doxiciclina. Também foi demonstrado
que a doxiciclina reduz a degeneragcdo de neurdnios dopaminérgicos em modelo de
ratos com doenca de Parkinson induzida por LPS (lipopolissacarideo) (ZHANG et al.,
2015). Ainda, a doxiciclina inibe a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos
induzida pela neurotoxina 6-OHDA em camundongos (modelo de doenca de
Parkinson), e esse efeito foi associado a diminuicdo da ativagdo da microglia
(LAZZARINI et al., 2013). Este mesmo grupo de pesquisa demonstrou que doses
subantibidticas da doxiciclina sdo capazes de remodelar in vitro a agregacéo de a-
sinucleina (evento chave da doenca de Parkinson), promovendo a formacdo de
oligbmeros néo citotéxicos e quebrando o circulo vicioso no qual agregados de a-
sinucleina ativam as células da glia, induzem fatores pré-inflamatérios, dano
mitocondrial e formacdo de espécies reativas de oxigénio, que promovem, além de
danos celulares diretos, maior agregacao de a-sinucleina (GONZALEZ-LIZARRAGA
et al., 2017).

1.3 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma forma de neurodegeneracao muito
comum, caracterizada pela morte progressiva de neurbnios dopaminérgicos na
substancia nigra pars compacta (SNc) e que se manifesta clinicamente por
disturbios motores, como bradicinesia, rigidez muscular, postura instavel e tremor
(GARRET, 2004; KUMMER; TEIXEIRA, 2009 e SON et al. 2012). Além da
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos, outros marcadores neuropatolégicos da
DP séo os corpos de Lewy, inclusbes citoplasmaticas compostas principalmente de
agregados anormais de a-sinucleina (SPILLANTINI et al., 1998; WEIL et al., 2017).
Trata-se de uma doenca multifatorial, para a qual contribuem fatores genéticos,
fatores ambientais e a interacdo entre ambos, porém 0s mecanismos envolvidos
ainda nao sao claros. O envelhecimento é considerado o maior fator de risco para
DP (POWERS et al.,, 2017). Passaram-se mais de 200 anos desde que James
Parkinson descreveu os sintomas motores da “Paralisia Agitante” (An Essay on the
Shaking Palsy, 1817) e apesar de todo o progresso alcancado pela ciéncia, ainda
nao ha uma cura para DP (DEL REY et al., 2018).

No campo da pesquisa, modelos tratados com 1-metil-4-fenil-1;2;3;6-

tetrahidropiridina (MPTP) possibilitaram alguns avangos nos estudos sobre DP. O



MPTP é uma droga capaz de causar em humanos uma sindrome aguda semelhante
a DP, com todos os sintomas motores caracteristicos e alguns ndo motores. Como a
sua acao havia sido observada em humanos, a aplicacdo dessa toxina em modelos
animais para pesquisa se tornou uma ferramenta util na busca de estratégias de
prevencdo e tratamento da DP (LANGSTON, 2017; DEL REY et al.,, 2018). A
neurotoxina dopaminérgica 1-metil-4-fenilpiridineo (MPP™) é utilizada em modelos in
vitro para o estudo da DP e trata-se do metabdlito ativo do MPTP. O MPP" serve
como substrato para o transportador de membrana da dopamina e acumula-se nas
mitocoéndrias, onde inibe o complexo | da cadeia transportadora de elétrons, levando
a deplecao de ATP e a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Assim, o
MPP* tem como alvos preferenciais os neurénios dopaminérgicos e seus efeitos
toxicos caracterizam-se pela degeneracdo axonal e sinaptica seguida da
degeneragdo dos corpos celulares e perda neuronal (STORCH; LUDOLPH,;
SCHWARZ, 2004; SERULLE et al., 2007; SANTOS, 2014; DEL REY et al., 2018).

1.4 Degeneracdo axonal e doencas neurodegenerativas

Atualmente, ha um consenso de que alteracdes dos axbnios estdo presentes
no envelhecimento e nos estagios iniciais de doencas neurodegenerativas, como
doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (TAGLIAFERRO; BURKE, 2016;
SALVADORES et al., 2017). Atrofia de neuritos, degeneracdo axonal e disfuncao
sinaptica sdo eventos que precedem a morte somatica dos neurdnios e tém sido
associados a déficits cognitivos e motores na DA e DP (TERRY, 2000; PICCONI et
al., 2012).

A etiologia das doencas neurodegenerativas relacionadas a idade é
multifatorial, sendo que a degeneracdo axonal presente nessas doencas parece
estar associada a disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, falhas na
bioenergética, inflamacdo, alteracbes do citoesqueleto, dentre outros fatores
(KANAAN et al. 2013). H& evidéncias neuropatologicas de que a disfuncéo axonal e
a perda de conectividade neuronal precedem a morte neuronal da DP, e que os
axonios do sistema dopaminérgico nigroestriatal sdo os primeiros alvos do acumulo
de a-sinucleina na DP (SERULLE et al., 2007; CAMINITI et al., 2017).

Portanto, no desenvolvimento de terapias neuroprotetoras, onde é critico

atingir os eventos iniciais, os mecanismos e moduladores da degeneracdo axonal



devem ser considerados como potenciais alvos moleculares (TAGLIAFERRO;
BURKE, 2016). Compostos que induzem a plasticidade axonal s&o potencias
candidatos para a protecdo ou restauracdo das redes neuronais perdidas nos
processos neurodegenerativos (TOHDA; KUBOYAMA; KOMATSU, 2005; BURKE;
O’'MALLEY, 2013).

1.5 Neuritogénese e proteinas relacionadas a neuroplasticidade axonal

A formacgdo e crescimento de extensdes neuronais denominadas neuritos
fazem parte da etapa primaria na formagdo de axdnios e dendritos, crucial ndo
apenas para a diferenciacdo neuronal e estabelecimento de uma rede de
comunicacdo sinaptica funcional, mas também para processos regenerativos
(ARIMURA; KAIBUCHI, 2007; SAINATH; GALLO, 2015). Neuritos sdo marcadores
de diferenciacdo celular in vitro e sdo usados para avaliar o potencial de drogas e
compostos quimicos para modular a plasticidade neuronal (MITCHELL et al., 2007;
CALABRESE, 2008). A degeneracao axonal pode ser avaliada in vitro através dos
efeitos na neuritogénese, um processo que envolve a iniciacdo de neuritos seguida
pelo alongamento dos axdnios e ramificacdo dendritica (KIRYUSHKO; BEREZIN;
BOCK, 2004).

Neurbnios imaturos apresentam um formato arredondado até que uma
assimetria celular interna é gerada através de sinalizadores que determinam o0s
locais da formacdo de neuritos. Projecdes ricas em actina surgem e Sao
estabilizados por microtubulos, desfazendo a morfologia simétrica e levando a
polarizacdo neuronal. Durante o prolongamento dos neuritos, alteracdes na
membrana, transporte intracelular e sintese de proteinas sdo essenciais para a
diferenciacdo dos neuritos em axbénio e mdultiplos dendritos (SAINATH; GALLO,
2015; BENNISON et al., 2020). A exatidao durante a neuritogénese é fundamental
para os demais estagios da morfogénese, como arborizagéo, formagédo de sinapses,
orientacdo do ax6nio e estabelecimento da conectividade neuronal adequada
(BENNISON et al., 2020).

Dentre as inUmeras proteinas localizadas nos terminais pré-sinapticos, tém-se
as sinapsinas e sinaptofisina que estao associadas a vesiculas sinapticas, modulam
a secrecao de neurotransmissores e a formacdo de novas sinapses (ZHANG et al.,
2014; MIRZA; ZAHID, 2018). Como todas as atividades bioldgicas dependem da



transmissdo neuronal, alteracdes na atividade das sinapsinas podem contribuir para
o desenvolvimento de desordens neurologicas (MIRZA; ZAHID, 2018).

A proteina associada ao crescimento axonal (GAP-43) é o principal
constituinte do cone de crescimento dos axodnios centrais e periféricos. Os
neurdnios, tanto in vivo quanto in vitro, expressam niveis elevados de GAP-43
durante o crescimento de neuritos (DANI; ARMSTRONG; BENOWITZ, 1991; SHEA
et al.,, 1991; BENOWITZ; ROUTTENBERG, 1997; DAS; FREUDENRICH; MUNDY,
2004).

Além das proteinas diretamente relacionadas ao crescimento axonal e
comunicacdo sinaptica, a neuritogénese € dependente das proteinas do
citoesqueleto, incluindo neurofilamentos, tubulina e F-actina (ABOU-DONIA,
LAPADULA; SUWITA, 1988; ABOU-DONIA, 1993). Um dos principais eventos
durante a formacao dos neuritos é o rearranjo do citoesqueleto para o surgimento de
prolongamentos compostos de filamentos de actina na periferia do corpo celular, que
contribuem para a motilidade e guiam o cone de crescimento; enquanto 0s
microtubulos formam feixes cilindricos paralelos compostos de a- e B-tubulina,
altamente dindmicos que asseguram o0 crescimento e ramificacdo de axdnios.
Microtubulos e filamentos de actina se coordenam para a formacao de neuritos
(SAINATH; GALLO, 2015; KOUNAKIS; TAVERNARAKIS, 2019).

Filamentos intermediarios formam uma familia de proteinas do citoesqueleto
gque sdo expressas de forma variada dependendo do tipo celular. No geral,
promovem resisténcia mecanica e estabilidade as células. Filamentos intermediarios
neuronais ou neurofilamentos sdo componentes estruturais importantes durante o
desenvolvimento de neuritos e seu nivel de expressdo pode ser utilizado como
marcador da diferenciacdo neuronal, pois representam o principal elemento do
citoesqueleto de neurbnios maduros (SCHIMMELPFENG; WEIBEZAHN;
DERTINGER, 2004; XU et al., 2012; KOUNAKIS; TAVERNARAKIS, 2019).

A formacéo e a retracédo de neuritos estao respectivamente associadas com o
desenvolvimento e a patogénese no sistema nervoso (HAGG, 2009). A reconstrucéo
das sinapses e redes neuronais pode contribuir para a recuperacdo das funcdes
cerebrais perdidas com a neurodegeneracdo e pode constituir uma estratégia de
tratamento das doencas neurodegenerativas (TOHDA; KUBOYAMA; KOMATSU,
2005). Por muito tempo acreditou-se que a degeneracao do sistema nervoso central

fosse irreversivel, mas ja foi evidenciado que os neurdnios danificados se regeneram



através de um processo ativo, na presenca de substédncias com propriedades
neurotréficas (FILBIN, 2000).

1.6 Neurotrofinas e vias de sinalizacao neurotrofica

As neurotrofinas sdo uma familia de pequenas proteinas que regulam a
sobrevivéncia e o crescimento de neuritos, a diferenciacdo de neurénios durante o
desenvolvimento e a manutencdo da conectividade sinaptica no sistema nervoso
central, sendo cruciais para a sobrevida e preservacao da integridade dos neurdnios
durante a vida do individuo (MCALLISTER, 2001; SOFRONIEW; HOWE; MOBLEY,
2001).

O fator de crescimento neuronal, NGF (do inglés, Nerve Growth Factor) foi o
primeiro fator de crescimento descoberto e caracterizado. Outros fatores
neurotréficos incluem o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF, do inglés,
Brain Derived Neurotrophic Factor), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina 4/5 (NT-4/5)
(CUNHA et al., 2009). As neurotrofinas tem um papel central na organizacao
singptica que € um processo chave em muitas fungdes cerebrais, incluindo a
aprendizagem (LUO; MILLER, 1998; CUNHA et al., 2009).

Existem dois tipos de receptores nos quais as neurotrofinas se ligam: p75"'"
e 0s receptores da familia trk (receptor tropomiosina quinase), que inclui os
receptores trkA, trkB e trkC (LONGO; MASSA, 2013). Cada forma se liga
seletivamente a uma diferente neurotrofina; o NGF se liga ao receptor trkA, que é
encontrado em neurbnios simpaticos, na raiz do ganglio dorsal e no prosencéfalo
basal colinérgico. Os neurbnios nessas regides, principalmente no prosencéfalo
basal colinérgico, sdo responsaveis pela memoria, consciéncia, aprendizado e
atencao. A sinalizagéo do trk ocorre por trés principais vias: a via da MAPK/ERK, a
PI3K/Akt e a da fosfolipase Cy1-PKC. Os efeitos desencadeados através da
ativacdo dessas vias sdo predominantemente relacionados a sobrevivéncia e
diferenciacao celular (HUANG; REICHARDT, 2003).

Ha um numero crescente de evidéncias de que a reducdo do suporte
neurotrofico esteja envolvida na patogénese das doencas neurodegenerativas tais
como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose amiotrofica lateral.
Portanto, agentes neurotréficos sao potenciais candidatos para o tratamento dessas
doencas (MCALLISTER, 2001; SOFRONIEW; HOWE; MOBLEY, 2001).



1.7 Marcadores da bioenergética celular

Neurbnios possuem uma alta demanda de energia e a glicose € o principal
substrato de energia para o cérebro adulto. O metabolismo da glicose esta envolvido
em func¢des importantes relacionadas a neurotransmissdo, armazenamento de
energia, biossintese e defesa oxidativa (DIENEL, 2012; POWERS et al., 2017).

Neuromoduladores e neurotransmissores nao atravessam a barreira
hematoencefalica e, portanto, sdo produzidos endogenamente com derivados da
guebra da glicose (DIENEL, 2012). A captacéo da glicose do meio extracelular para
o interior das células é realizado pelos transportadores de glicose (GLUT). No
sistema nervoso séo encontrados os tipos GLUT1 e GLUT3, presentes em astrocitos
e neurdnios, respectivamente (MUECKLER, 1994; THOIDIS et al., 1999). Portanto,
0S neurdnios sao sensiveis a flutuacdes dos niveis de glicose. O transporte e a
utilizacdo de glicose no cérebro sdo reduzidos em pacientes idosos com
comprometimento cognitivo leve e o envelhecimento € um dos principais fatores de
risco para doencas neurodegenerativas. De fato, alteracdes no metabolismo
energético foram observadas em estagios iniciais de doencas neurodegenerativas,
como doenca de Parkinson (LIN; BEAL, 2006; SPASIC; CALLAERTS; NORGA,
2009; POWERS et al., 2017).

A sirtuina-1 (SIRT1) € uma desacetilase de histonas dependente de NAD"
associada ao metabolismo energético celular, crescimento de neuritos,
sobrevivéncia celular e prevencdo da degeneracdo axonal (ARAKI; SASAKI;
MILBRANDT, 2004; GUO et al.,, 2011; CETRULLO et al., 2015). Devido a sua
capacidade de modificar e controlar diversos fatores de transcricdo e cofatores
envolvidos na homeostase, a SIRT1 € conhecida como um regulador metabdlico e
tem sido associada a longevidade. Assim, estudos sobre alteracBes dessa proteina
podem contribuir para novas estratégias terapéuticas para doencas metabolicas e
envelhecimento (LI, 2013; SINGH; HANSON; MORRIS, 2017).

Como os neurbnios ndo sdo capazes de armazenar grande quantidade de
energia, existe uma margem estreita entre a energia que é gerada e a demanda
energeética da atividade neuronal. Nesse sentido, entende-se a importancia da AMPK
(proteina quinase ativada por adenosina monofosfato), que funciona como um
sensor de energia celular presente em todas as espécies eucaridticas, capaz de

regular diversas vias metabolicas. Geralmente, AMPK é ativada em resposta ao



estresse causado pelo aumento das razbes AMP/ATP e ADP/ATP, restaurando o
balanco energético ao inibir processos anabdlicos, enquanto promove processos
catabdlicos que produzem ATP. AMPK é composta por uma subunidade catalitica
(subunidade a) e duas subunidades regulatérias (subunidade B e y). A fosforilacdo
de uma treonina (Thrl72) na subunidade a € o principal evento necessario para a
ativacado total de AMPK (GARCIA; SHAW, 2017; BENNISON et al., 2020). Logo,
como a formacao de neuritos é dependente de uma grande quantidade de energia,
pois requer um aumento da sintese de proteinas, membranas e transporte
intracelular, a AMPK pode agir no sentido de permitir que a neuritogénese prossiga
ou impedir sua continuidade caso o0 estado energético da célula ndo seja ideal
(BENNISON et al.,, 2020). A ativacdo aguda de AMPK favorece a captacdo de
glicose, enquanto a sua ativacdo constante reprograma a célula para limitar a
sintese de glicose e lipideos e incentivar a oxidacao de acidos graxos como fonte de
energia (GARCIA; SHAW, 2017).

1.8 Células PC12

As células PC12 sao derivadas de tumor da medula adrenal (feocromocitoma)
de ratos (GRENNE; TISCHLER, 1976). Quando cultivadas, as células PC12 adotam
uma morfologia arredondada e possuem uma alta taxa de proliferacdo. Essas
células também expressam receptores do tipo trkA e na presenca do NGF, cessam a
divisdo celular, emitem neuritos, se tornam eletricamente excitdveis e adquirem
caracteristicas semelhantes as de neurdnios simpaticos (TENG et. al., 2006). Além
disso, as células PC12 sédo simples de cultivar, respondem aos estimulos de forma
homogénea e sao adequadas para manipulacdo genética. Por todas essas
caracteristicas, a linhagem de células PC12 é um modelo comumente usado em
estudos de desenvolvimento e fungcéo neuronal (GRENNE; TISCHLER, 1976; TENG
et. al., 2006). Muitos dos mecanismos que levam a neuritogénese das células PC12
estdo presentes na diferenciagdo de neurbnio primarios (BENNISON et al., 2020).
Adicionalmente, as células PC12 sintetizam, armazenam e secretam dopamina,
sendo utilizadas para estudos de neurotoxicidade e neuroprotecéo relacionados aos
neurénios dopaminérgicos, principal populacdo neuronal afetada na doenca de
Parkinson (GRAU; GREENE, 2012).
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1.9 Estratégias de neuroprotecéo

Apesar do aumento da prevaléncia de doencas neurodegenerativas na
populacdo mundial, ndo ha ainda tratamentos eficazes para prevenir 0 aparecimento
ou restaurar as fungcbes cerebrais afetadas pela perda de populacdes neuronais
especificas de cada uma dessas doencas. Até agora, as pesquisas tem focado na
perda de neurbnios e, consequentemente, as abordagens de neuroprotecdo tem
como alvo os mecanismos de degeneracdo somatica e a regeneracdo neuronal
(TAGLIAFERRO; BURKE, 2016). Por outro lado, os mecanismos de degeneragao
dos axdnios sdo distintos daqueles que levam a morte neuronal e sdo pouco
conhecidos. Assim, dados acerca dos mecanismos envolvidos em processos de
degeneracdo e regeneracdo axonal podem contribuir para novas estratégias de
neuroprotecao (BURKE; O'MALLEY, 2013).

O desenvolvimento de novos medicamentos costuma ser demorado e de alto
custo, por isso, alternativamente, busca-se o reposicionamento de compostos ja
utilizados clinicamente — como é o caso do antibiético doxiciclina — para outras
finalidades terapéuticas, pois as informagBes sobre cinética, dinamica, efeitos
adversos e seguranca destes compostos ja estao disponiveis (BORTOLANZA et. al.,
2018; PAPAPETROPOULQOS; SZABO, 2018). Estudos tém sugerido efeitos
neuroprotetores da doxiciclina em modelos in vitro e in vivo, e tém associado esses
efeitos a propriedade antioxidante, anti-apoptética e anti-inflamatéria (CHO et al.,
2009; YU et al., 2016; REGLODI et al., 2017). No entanto, os efeitos da doxiciclina
na plasticidade axonal e sinaptica e a participacdo desse mecanismo na
neuroprotecao ainda nao foram avaliados.

A terapia com fatores neurotréficos como NGF, BDNF e GDNF é limitada pela
sua fraca estabilidade plasmatica, dificuldade de transpor a barreira
hematoencefalica e pelos seus efeitos pleiotropicos resultantes da ativacdo de
multiplas vias. Mas, apesar dos receptores neurotréficos possuirem padrdes de
expressdo e algumas fungdes semelhantes, alguns mecanismos neuronais Sao
modulados por sistemas especificos. Assim, a descoberta de agentes capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica e ativar receptores neurotréficos e vias de
sinalizacdo especificas possibilitaria 0 desenvolvimento de novas terapias para
doencas neurodegenerativas (LONGO; MASSA, 2013).
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Com base nessas premissas, neste estudo investigou-se a hipotese de que a
doxiciclina, por si soO, ativa as mesmas vias de sinalizacdo neurotréfica induzidas
pelo NGF e que a inducdo da neuritogénese contribui para o efeito neuroprotetor da

doxiciclina.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo investigar a acdo da doxiciclina nas vias de
sinalizacao neurotrofica, bem como o possivel efeito neuroprotetor da doxiciclina em
células PC12 tratadas com a neurotoxina dopaminérgica MPP”, modelo associado a
doenca de Parkinson.

Para tal, foi proposto:

1 — Avaliar (i) a neuritogénese induzida pela doxiciclina na presenca e na
auséncia de inibidores farmacolédgicos do receptor neurotréfico trkA e das vias de
sinalizacdo neurotroficas PI3k/Akt e MAPK/ERK; (ii) as alteragdes na expresséo de
proteinas relacionadas a plasticidade sinaptica (sinapsina | e sinaptofisina) e axonal
(GAP-43, Blll-tubulina, F-actina e NF-200), e de (iii) moduladores da bioenergética
(captacao de glicose, SIRT1, AMPK a e fosfo-AMPK a) em células PC12 nao
estimuladas pelo NGF.

2 — Em modelo de neurotoxicidade induzida pelo MPP*, investigar os efeitos
da doxiciclina na (i) neuritogénese e nos moduladores da (ii) plasticidade sinaptica e

axonal, como mecanismo de neuroprotecao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes

Doxiciclina, coquetel inibidor de proteases, coquetel inibidor de fosfatases,
colageno tipo IV, poli-L-lisina, soro fetal bovino e inibidores das vias neurotroficas
foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (MO, USA). Meio de cultura, soro equino e a
solucdo de antibiéticos foram obtidos da GIBCO® (Life Technologies Corporation,
USA). Os reagentes para Western Blot (tampdes, membranas e géis para SDS-
PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories® (Hercules, CA, USA). Anticorpos
primarios e secundarios foram obtidos da Abcam ou Sigma-Aldrich®. A glicose
marcada com radionuclideo (*H), o liquido de cintilacdo (Ultima Gold™) e a solucéo
de lise celular (SOLVABLE™) foram obtidos da PerkinElmer (Boston, MA, USA).
Todos os demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich®.

As solucbes foram preparadas com agua tipo | (ultra-pura) obtida em sistema
de purificacdo Direct Q® - 3UV (Millipore, Bedford, USA). Foram preparadas
solucdes estoque de doxiciclina 2mM e MPP* 10mM. As solucdes de trabalho foram

diluidas no momento do ensaio.
3.2 Cultura celular

Foram utilizadas células de feocromocitoma de rato (PC12), adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC), mantidas em meio de cultura Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM high glucose, GIBCO®, Life Technologies
Corporation, USA) suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS, heat
inactivated, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 10% de soro equino (GIBCO®,
Life Technologies Corporation, USA), 1% de solugcéo antibiotica contendo 5 mg/mL
de penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e 10 mg/mL de neomicina (PNS, GIBCO®,
Life Technologies Corporation, USA), mantidas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO, (Thermo Scientific® Forma Water Jacketed CO; Incubator).

A troca do meio foi realizada a cada 2 dias. Para a realizacdo dos
experimentos, o0 meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS
(solucao salina tamponada com fosfato) para inativacdo do soro e incubadas a 37°C

por 3 minutos com 3mL de solucdo de tripsina (Sigma-Aldrich®, diluida 1:10 em
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PBS). Para inativagéo da tripsina foi utilizado o dobro de volume de meio DMEM. O
pellet contendo as células foi obtido por centrifugacéo (1000 rpm por 5 minutos) e as
células foram retomadas no meio de reacdo apropriado e na densidade especifica
para cada experimento, apés contagem em Camara de Neubauer.

Os experimentos foram realizados com células de terceira passagem.
3.3 Contagem de células em camara de Neubauer

As células foram centrifugadas, retomadas com meio de cultura e contadas
nos quadrantes laterais da camara de Neubauer (10uL da suspensédo de células
foram colocados em microtubo contendo 90uL de azul de trypan 0,4%). Somente

foram utilizados nos experimentos lotes de células com viabilidade superior a 80%.
3.4 Ensaio de viabilidade celular

Foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazdlio) baseado em procedimento descrito na literatura (HANSEN;
NIELSEN; BERG, 1989) com pequenas modificacdes. As células (2 x 10*
células/poco) foram incubadas em placa de 96 pocos revestidas com poli-L-lisina por
24 horas para adesao. Apos este periodo, foi realizado o tratamento com diferentes
concentracfes de doxiciclina e a placa foi novamente incubada por 72 horas (37°C).
Entdo, 20puL de solucdo de MTT 5 mg/mL foram adicionados a cada poc¢o e a placa
permaneceu incubada por 3 horas a 37°C. Foram feitos um controle negativo
(células + solucdo de MTT) e um controle positivo (células + Triton X-100 0,2% +
solucdo de MTT). ApGs a incubacéo, o sobrenadante foi desprezado e 200uL de
DMSO foram adicionados a cada poco. Depois de homogeneizada (10 minutos), a
absorbéancia da solucédo foi determinada a 570nm em leitor de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific).

3.5 Diferenciacéao celular
As células PC12 foram incubadas em placas de 24 pocos (2 x 10°

células/pogo) revestidas com colageno tipo IV (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA)

e incubadas por 24 horas para adesao. Apos este periodo, 0 meio foi aspirado e
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substituido por meio de diferenciagédo, F-12K Nutrient Mixture Kaighn's Modification
(GIBCO®, Life Technologies Corporation, USA) suplementado com 1% soro equino
e 1% solucdo antibiotica. As células foram tratadas com doxiciclina 5uM sendo
novamente incubadas (37°C) por 72 horas. Foi feito um controle negativo (células
nao tratadas) e um controle positivo (células + NGF 100 ng/mL).

A andlise morfométrica foi realizada por microscopia invertida, com contraste
de fase (400x), obtendo-se imagens aleatorias de 4 campos por poco apoés 24, 48 e
72 horas. A porcentagem de células com neuritos foi determinada utilizando-se o
software Image J open source software (RASBAND, 1997-2014). Apenas células
com pelo menos um neurito de comprimento igual ou maior que o diametro do corpo
celular foram consideradas diferenciadas. Os resultados foram expressos em
porcentagem de células com neuritos em relacdo ao numero total de células

contadas.

3.6 Tratamento com inibidores das vias de sinalizacédo neurotréfica

A diferenciacdo celular induzida pela doxiciclina foi avaliada também na
presenca de inibidores especificos dos receptores trkA (antagonista K252a) e das
cascatas de sinalizacdo PI3K/Akt (inibidor LY294002) e MAPK/ERK (inibidor U0126),
gque sdo ativadas subsequentemente a ativacdo dos receptores trk pelas
neurotrofinas. Os inibidores LY294002 e U0126 foram diluidos em DMSO e o0 K252a
em PBS, conforme indicacdo do fabricante. As solugbes foram armazenadas a —
20°C sob abrigo da luz e diluidas em meio de cultura imediatamente antes do uso.
As células PC12 foram tratadas com K252a 100nM, LY294002 30uM ou U0126
10uM e incubadas por 1 hora antes da adicdo da doxiciclina 5uM ou NGF 100
ng/mL, seguindo-se o ensaio de diferenciagéo celular (PHAN et al., 2014; SEOW et
al., 2013).

3.7 Western blot (fosfo-TrkA, sinapsina |, sinaptofisina, GAP-43, Blll-tubulina, F-
actina, SIRT1 e AMPK a e fosfo-AMPK a)

3.7.1 Preparo do lisado celular
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As células PC12 (2 x 10° células/poco) foram incubadas em placas de 24
pocos por 24 horas para adesédo e entdo tratadas conforme descrito no item 3.5.
Apoés 72 horas de incubacdo (ou 24 horas, no caso da andlise da proteina fosfo-
TrkA), o meio de cultura foi desprezado e foram adicionados 40uL de tampé&o de lise
(CellLytic™, suplementado com coquetel inibidor de protease 1:200 e 1% de inibidor
de fosfatase). Todo o procedimento de lise celular foi realizado em banho de gelo
para reduzir a atividade das proteases. Apos 10 minutos, as células foram
transferidas com auxilio de scraper para microtubos de centrifuga. Apos
centrifugag&o (12000 rpm, por 10 minutos a 4°C), os precipitados foram desprezados
e os lisados celulares (sobrenadantes) foram preservados em freezer (- 80°C) até a
realizacdo dos ensaios. Aliquotas (10uL) de cada grupo foram utilizadas para
determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de Bradford descrito a

seqguir.

3.7.2 Dosagem de proteinas do lisado celular

Foi utilizado o reagente de cor Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad®), de acordo com protocolo sugerido pelo fabricante. Os lisados celulares e o
reagente de cor foram diluidos em agua (1:5) e foi utilizada uma curva de calibracéo
(40 - 400 pg/mL) de soro-albumina bovina (BSA). A reacdo de cor foi realizada em
placa de 96 pocos, adicionando-se 10uL da amostra diluida (ou padrédo) e o
reagente diluido (volume total de 200uL). A absorbancia (595 nm) foi determinada
em leitor de microplacas ap6s 5 minutos de agitacdo (300 rpm). Para eliminar a
interferéncia do tampdo de lise na reacdo de Bradford (BRADFORD, 1976),
controles contendo 10uL de tampé&o de lise diluido foram analisados e a média das
absorbancias foi subtraida dos valores das absorbancias das amostras. As
concentracbes de proteina nas amostras foram calculadas com base na curva de

calibragdo, multiplicando-se o valor pelo fator de dilui¢cao (x5).
3.7.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
As amostras foram diluidas em tampdo Laemli 4x (com 10% de B-

mercaptoetanol) e aquecidas por 5 minutos a 95°C. Em seguida, aliqguotas contendo

10ug de proteinas (20ug para a investigacao de fosfo-TrkA) foram aplicadas em gel
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de poliacrilamida 10% e separadas (1 hora, 160 V) em cuba de eletroforese
contendo 1L de tampé&o TRIS/glicina/SDS 1x (Bio-Rad®).

3.7.4 Transferéncia gel-membrana

As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (1 hora,
0,37 A) em cuba de eletroforese (Bio-Rad®) contendo 1 litro de tampéo TRIS/Glicina
(Bio-Rad®).

3.7.5 Reagao imune

As membranas foram incubadas (1 hora, temperatura ambiente, 300 rpm)
com tampao de bloqueio contendo 5% de leite desnatado em po6 (Bio-Rad®) em
TTBS (tamp&o TBS com Tween 20). Posteriormente, foram incubadas (300 rpm a
4°C, overnight) com anticorpos primarios rabbit anti-fosfo-TrkA (1:250), rabbit anti-
sinapsina | (1:1664), mouse anti-sinaptofisina (1:400), mouse anti-GAP-43 (1:5000),
rabbit anti-SIRT1 (1:500), rabbit anti-AMPK a (1:500) ou rabbit anti-fosfo-AMPK a
(1:500), todos obtidos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, Mo, USA), ou mouse anti-F-
actina (1:100) e rabbit anti-plll-tubulina (1:1000), obtidos da Abcam®.

Ao término dessa fase, as membranas foram lavadas com TTBS e incubadas
(1 hora, temperatura ambiente, 300 rpm) com anticorpo secundario conjugado com
horseradish peroxidase (anti-mouse ou anti-rabbit IgG — HRP, 1:8000 ou anti-mouse
IgM, 1:8000 para F-actina).

Apoés lavagem com TTBS e TBS, as membranas foram tratadas com reativo
ECL (Clarity, Bio-Rad®) e foi realizada a digitalizacdo das bandas em sistema de
deteccdo de quimioluminescéncia ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories®, Inc., Hercules,
CA, USA). A gquantificacdo foi feita por densitometria otica (DO) usando-se o
software Image Lab (verséao 5.2.1, Bio-Rad®).

Os procedimentos foram repetidos para quantificacdo da [(-actina, usada
como controle de carregamento. Para tal, as membranas foram tratadas com tampéao
mild stripping (1,5% glicina, 0,1% SDS e 1% de Tween 20, pH 2,2) e submetidas a
imunorreacdo com anticorpo primario monoclonal anti-B-actina (1:3300) e com o
anticorpo secundario (anti-mouse IgG-HRP, 1:8000), seguindo-se 0S mesmos

procedimentos descritos para os demais anticorpos. Os valores de DO das demais
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proteinas foram divididos pelos valores de DO da B-actina para normalizagdo dos
resultados (L’EPISCOPO et al., 2011).

3.8 Diferenciacao celular no modelo de neurotoxicidade/neuroprotecéao

Ap0s os tratamentos (MPP* 100uM, NGF 100 ng/mL e/ou doxiciclina 5uM), as
células foram submetidas ao ensaio de diferenciacéo celular descrito no item 3.5. Foi

avaliado o efeito protetor da doxiciclina contra os efeitos do MPP”.

3.9 Western blot no modelo de neurotoxicidade/neuroprotecdo (sinapsina I,
sinaptofisina, GAP-43, Blll-tubulina e F-actina)

Apo6s os tratamentos (MPP™ 100uM, NGF 100 ng/mL e doxiciclina 5uM), foi
feita a andlise da expressao de proteinas pela técnica de Western Blot descrito no

item 3.7, para avaliar o efeito protetor da doxiciclina contra os efeitos do MPP".

3.10 Determinagéo de neurofilamento NF-200 por imunofluorescéncia

A coloragdo por imunofluorescéncia do neurofilamento-200 foi realizada de
acordo com um procedimento anteriormente descrito (SCHIMMELPFENG,;
WEIBEZAHN; DERTINGER, 2004) com algumas modificacfes. As células PC12
foram semeadas (2 x 10° células/poco) em placas de 12 pocos contendo 1 laminula
esterilizada revestida com colageno 1V/poco (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA).
ApOs 24 horas de incubacdo para adesdo, as células foram tratadas com MPP*
100uM, NGF 100 ng/mL e/ou doxiciclina 5uM e incubadas novamente (37°C, 5%
CO,). Ap6s 72 horas, o meio de cada poco foi removido e as células fixadas nas
laminulas com paraformaldeido 4% (10 minutos a temperatura ambiente). As
laminulas foram lavadas duas vezes com PBS e as células foram permeabilizadas
com 0,2% de Triton X-100 em PBS (10 minutos a temperatura ambiente). As
proteinas foram blogueadas durante 1 hora (temperatura ambiente) com uma
solucdo de PBS contendo 3% de BSA e 0,1% de Tween 20. Em seguida, as células
foram incubadas (4°C, overnight) com o anticorpo primario rabbit anti-
neurofilamento-200 (Abcam®, diluicdo 1:500 em PBS contendo 1% de BSA). No dia

seguinte, as ceélulas foram cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS seguindo-
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se incubacao (temperatura ambiente, 1 hora, protegido da luz) com o anticorpo
secundério conjugado com fluoréforo, anti-rabbit igG Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) produzido em ovinos (Abcam®, diluicdo 1:500 em PBS contendo BSA a 1%).
O procedimento de lavagem foi repetido e os nucleos foram corados com 20 uM
Hoeschst 33342 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) durante 2 minutos. Entao, as
laminulas foram montadas sobre laminas e observadas sob microscopia de
fluorescéncia (Olympus BX51, 400x) utilizando filtros especificos para FITC e
Hoeschst. As imagens foram capturadas com o software Standard Cell Sense. A
fluorescéncia celular total corrigida (FCTC) foi calculada utilizando o software Image
J (RASBAND, 1997-2014) e a formula FCTC = densidade integrada — (area da célula

selecionada x fluorescéncia média das leituras de background).
3.11 Captacéao de glicose

As células foram semeadas em placas de 6 pocos (1 x 10° células/poco) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apés o tratamento (MPP* 100uM, NGF 100 ng/mL e
doxiciclina 5uM) e incubagé&o por 72 horas, o meio de cultura foi removido e foram
realizadas 2 lavagens com PBS 1x. Em seguida, foi adicionado meio DMEM sem
glicose e no grupo controle positivo foi adicionada citocalasina B 10uM (inibidor da
captacao de glicose) por 1 hora. Entdo, foram adicionadas a solucéo de glicose ndo
marcada (50uM) e glicose marcada com radionuclideo tricio (deoxi-D-glicose, 2-[1,2-
3H(N)]; 1,0 pCi) e incubou-se por 30 minutos. Apds esse periodo, foram realizadas 3
lavagens com PBS 1x para retirar o excesso de glicose marcada e adicionou-se a
solucdo de lise celular (SOLVABLE™) e o liquido de cintilagdo (Ultima Gold™),
ambos da PerkinElmer (Waltham, MA, USA). O contetdo dos pocos foi transferido
para microtubos e a radioatividade foi medida em contador de cintilagdo Microbeta
1450 LSC Luminescence Counter (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Os resultados
foram expressos em contagens por minuto (CPM) (ABDUL MUNEER et al., 2011).

3.12 Analise estatistica
Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).

As andlises estatisticas foram realizadas empregando-se analise de variancia para

multiplas comparacdes, one-way ANOVA, com poés-teste de Tukey (GraphPad
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Software, version 6, San Diego, California, USA). Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Viabilidade celular

Para determinar se a doxiciclina altera a viabilidade celular, diversas
concentracgoes (0,625uM; 1,25uM; 2,5uM; 5uM; 10uM; e 20uM) foram avaliadas pelo
ensaio de MTT. Nao foram observadas diferencas significativas entre o grupo
controle (100 + 1,27%) e os grupos tratados com doxiciclina (0,625uM: 95,89 *
1,88%; 1,25uM: 98,32 + 2,41%; 2,5uM: 94,06 + 2,40%; SuM: 94,21 + 2,36%; 10uM:
95,27 + 2,04%; e 20uM: 93,94 + 2,36%); apenas o controle positivo (Triton X-100)
reduziu a porcentagem de células viaveis (1,57 = 0,32%) (Figura 2). Os valores de
absorbancia dos grupos tratados foram normalizados com base na absorbéancia

média do grupo controle, a qual foi considerada como 100% de viabilidade.

Figura 2 — Efeito da doxiciclina na viabilidade de células PC12.
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Representacao grafica da porcentagem de viabilidade celular em relagéo ao controle apds 72 horas
do tratamento. O grafico representa média + erro padrao da média (EPM) de trés ensaios realizados
em sextuplicata. * Significativo para p<0,05 em relagcéo ao controle.
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4.2 Efeito da doxiciclina na neuritogénese de células PC12

Foram avaliados os efeitos de diferentes concentracbes da doxiciclina
(0,3125uM; 0,625uM; 1,25uM; 2,5uM; 5uM; 10uM e 20uM) na neuritogénese de
células PC12 néo estimuladas com NGF, ap6és 72 horas de incubacdo. O grupo
tratado com NGF foi usado como controle positivo e aumentou significativamente a
porcentagem de células com neuritos (5,73 + 0,46%) com relacédo ao controle nao
tratado (0,64 = 0,17%). Apenas as concentracdes de 1,25uM (4,43 + 0,34%); 2,5uM
(4,56 + 0,49%) e 5uM (4,85 £ 0,56%) induziram significativamente a neuritogénese
em relagéo ao controle, ndo havendo contudo diferencas significativas entre os trés
grupos. Concentracbes menores (0,3125uM e 0,625uM) e maiores (10uM e 20uM)
nao tiveram efeito sobre a neuritogénese (Figura 3A). A curva concentracao-
resposta correlacionando o log das concentracdes a porcentagem de células com
neuritos apresentou um perfil em sino (bell-shapped) com concentracao efetiva para
50% de efeito maximo, ECso = 1,13uM (Figura 3B).

Figura 3 — Efeito da doxiciclina na neuritogénese de células PC12 nado estimuladas com NGF.
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Figura 3 — Continuacao.
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(A) Representagéo gréafica da porcentagem de células com neuritos apos 72 horas de incubacdo com
diferentes concentracdes de doxiciclina ou NGF 100 ng/mL (controle positivo). Os gréficos
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relacdo ao controle. (B) Curva concentracdo-resposta. Curva de regressao néo linear correlacionando
o log das concentragBes e a porcentagem de células com neuritos, normalizando-se o maior valor
médio para 100% (ECsp = 1,13uM).
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4.3 Tratamento com inibidores das vias de sinalizacdo neurotrofica

Foi realizado o ensaio de diferenciacao celular na auséncia e na presenca de
K252a, antagonista do receptor neurotroéfico trkA, seletivo para NGF. O grupo tratado
com NGF (controle positivo) apresentou porcentagem de células com neuritos
significativamente maior (4,84 + 0,48%) do que o controle de células nao tratadas
(0,96 £ 0,44%). Da mesma forma, o grupo tratado com doxiciclina apresentou
porcentagem significativamente maior (7,61 + 1,01%) de células com neuritos do que
0 grupo controle (0,96 + 0,44%).

Os grupos tratados com o antagonista (NGF + K252a e doxiciclina + K252a)
foram comparados aos respectivos grupos sem o antagonista. O tratamento com
K252a reduziu a neuritogénese induzida pelo NGF (1,38 = 0,38%) em relacdo ao
NGF sozinho (4,84 = 0,48%). De maneira similar, o K252a também reduziu a
neuritogénese induzia pela doxiciclina (2,88 + 0,49%) em relacdo ao grupo tratado
com apenas o antibiotico (7,61 + 1,01%). Esses dados séo apresentados na Figura
4A. Fotomicrografias dos referidos grupos apds 72 horas de incubacdo sé&o
apresentadas na Figura 4B.

Figura 4 — Efeito do antagonista do receptor trkA (K252a) na neuritogénese induzida pela doxiciclina
em células PC12.
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Figura 4 — Continuacéo.

(A) Representacao grafica da porcentagem de células diferenciadas ap6s 72 horas do tratamento. As
barras representam média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos realizados em
triplicata. * Significativo para p<0,05 em relagdo ao controle negativo. # Significativo para p<0,05 em
relacdo ao respectivo tratamento sem o antagonista K252a. (B) Fotomicrografias obtidas em
microscopio invertido com contraste de fase (aumento 400x, escala de 50um), apés 72 horas de
incubacdo. Tratamentos: K252a 100nM (pré-tratamento de 1 hora); NGF 100 ng/ml e doxiciclina 5uM.
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A inducdo de neuritogénese também foi avaliada na presenca do inibidor da
via PI3K/Akt (LY294002). NGF e doxiciclina induziram significativamentes (11,13 +
1,60% e 16,06 + 1,22%, respectivamente) a formacado de neuritos em relacdo ao
controle de células nao tratadas (1,92 + 0,49%). O inibidor LY294002 reduziu
significativamente o efeito do NGF (1,06 £ 0,37%) em relagdo ao NGF sozinho
(11,13 + 1,60%). O grupo doxiciclina + LY294002 apresentou uma porcentagem de
células diferenciadas significativamente menor (1,27 = 0,46%) do que o grupo

tradado apenas com doxiciclina (16,06 = 1,22%), como apresentado na Figura 5AB.

Figura 5 — Efeito do LY294002 (inibidor da via PI3K/Akt) na neuritogénese induzida pela doxiciclina
em células PC12.
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Figura 5 — Continuacéo.

(A) Representacao gréfica da porcentagem de células diferenciadas apds 72 horas do tratamento. As
barras representam média + EPM de trés ensaios realizados em ftriplicata. * Significativo para p<0,05
em relagdo ao controle. # Significativo para p<0,05 em relacdo ao respectivo tratamento sem o
inibidor LY294002. (B) Fotomicrografias obtidas em microscépio invertido com contraste de fase
(aumento 400x, escala de 50um), apds 72 horas de incubagéo. Tratamentos: LY294002 30uM (pré-
tratamento de 1 hora); NGF 100 ng/ml e doxiciclina 5uM.
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Investigou-se ainda a participacdo da via MAPK/ERK na neuritogénese
induzida pela doxiciclina com o emprego do inibidor U0126. Apds 72 horas de
incubacdo, o NGF aumentou significativamente a porcentagem de células com
neuritos (5,88 + 0,50%) em relacdo ao grupo controle (0,61 + 0,23%), sendo que o
inibidor U0126 reduziu significativamente (0,23 *+ 0,12%) a diferenciagéo estimulada
pelo NGF. O grupo doxiciclina apresentou porcentagem de células diferenciadas
(5,00 £ 0,49%) significativamente maior se comparado ao grupo controle (0,61 *
0,23%), enquanto o grupo doxiciclina + U0126 apresentou reducao significativa de
células com neuritos (0,28 + 0,15%) em relacdo ao grupo tratado apenas com
doxiciclina (Figura 6A e B).

Figura 6 — Efeito do U0126 (inibidor da via MAPK/ERK) na neuritogénese induzida pela doxiciclina
em células PC12.
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Figura 6 — Continuacéo.

(A) Representacao gréafica da porcentagem de células com neuritos apds 72 horas do tratamento. As
barras representam média £+ EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05
em relacdo ao controle. # Significativo para p<0,05 em relacdo ao respectivo tratamento sem o
inibidor U0126. (B) Fotomicrografias obtidas em microscopio invertido com contraste de fase
(aumento 400x, escala de 50um), apés 72 horas de incubacdo. Tratamentos: U0126 10uM (pré-
tratamento 1 hora); NGF 100 ng/ml e doxiciclina 5uM.
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4.4 Efeito da doxiciclina na expresséo de fosfo-TrkA, sinapsina I, sinaptofisina,
GAP-43, Blll-tubulina e F-actina em células PC12 n&o estimuladas com NGF

Para delinear o mecanismo de acdo neurotrofica da doxiciclina foi avaliada a
expressdo de proteinas relacionadas a manutencdo do sistema nervoso, a
comunicagdo sinaptica e ao crescimento axonal, as quais sdo alvo do efeito
neurotréfico do NGF (DAS; FREUDENRICH; MUNDY, 2004). Também foi avaliada a
expressdo de proteinas do citoesqueleto, fundamentais no processo de formacéo
das extensodes (filopodia) que originardo os neuritos (SAINATH; GALLO, 2015).

Assim como o NGF (3,60 + 0,21), a doxiciclina aumentou a expressao de
fosfo-TrkA (3,46 £ 0,46) em relacdo ao controle (1,28 + 0,04), como mostrado na

Figura 7A e B.

Figura 7 — Efeito da doxiciclina na expresséo de fosfo-TrkA em células PC12 n&o estimuladas com
NGF.
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(A) Representacdo grafica da expressao de fosfo-TrkA normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relacdo ao controle. (B) Bandas da proteina ha membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; doxiciclina 5uM.
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A doxiciclina (3,95 + 0,41) e o NGF (4,00 + 0,72) aumentaram a expressao de
sinapsina | se comparados ao controle de células néo tratadas (2,08 £ 0,32) (Figura
8A e B).

Figura 8 — Efeito da doxiciclina na expressao de sinapsina | em células PC12 ndo estimuladas com
NGF.
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representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em

relacdo ao controle. (B) Bandas da proteina ha membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; doxiciclina 5uM.
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A expressao de sinaptofisina teve um aumento significativo apenas no grupo
tratado com NGF (2,21 = 0,14) comparado ao grupo controle (1,66 + 0,07). A
doxiciclina ndo induziu significativamente a expressao de sinaptofisina (1,91 + 0,21)

em relacdo ao grupo controle (Figura 9AB).

Figura 9 — Efeito da doxiciclina na expressao de sinaptofisina em células PC12 nao estimuladas com
NGF.
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(A) Representacdo gréfica da expressdo de sinaptofisina normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relacdo ao controle. (B) Bandas da proteina ha membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; doxiciclina 5uM.
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O NGF e a doxiciclina induziram a expressao de GAP-43 (4,59 + 0,26 e 4,95 +
0,44, respectivamente) em relacdo ao controle néo tratado (1,98 + 0,16) (Figura 10A
e B).

Figura 10 — Efeito da doxiciclina na expressdo de GAP-43 em células PC12 néo estimuladas com
NGF.
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(A) Representagdo gréfica da expressdo de GAP-43 normalizada pela [-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relagdo ao controle. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; doxiciclina 5uM.
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Além das proteinas relacionadas a neuroplasticidade axonal, também foram
avaliadas duas proteinas do citoesqueleto, Blll-tubulina e F-actina. Nao foi
observado efeito da doxiciclina (1,13 £ 0,06) ou do NGF (1,58 £ 0,13) na expressao
de Blll-tubulina em relacdo ao controle (1,33 + 0,07), como apresentado na Figura
11A e B.

Figura 11 — Efeito da doxiciclina na expresséo de BllI-tubulina em células PC12 néo estimuladas com
NGF.
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(A) Representacdo grafica da expressdo de Blll-tubulina normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos:
NGF 100 ng/ml; doxiciclina 5uM.



35

Também ndo foram observadas diferencas significativas na expresséo da F-
actina entre os grupos analisados (controle: 1,63 = 0,20; NGF: 1,75 + 0,21,

doxiciclina: 1,35 + 0,13), como apresentado na Figura 12A e B.

Figura 12 — Efeito da doxiciclina na expressdo de F-actina em células PC12 néo estimuladas com
NGF.
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(A) Representagdo grafica da expressdo de F-actina normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos:
NGF 100 ng/ml; doxiciclina 5uM.
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4.5 Efeito da doxiciclina na expressdo de NF-200 em células PC12

O grupo tratado com doxiciclina (4,49 x 10° + 276510) e o grupo tratado com
NGF (3,30 x 10° + 281989) apresentaram intensidade de fluorescéncia
(representando a formacao de neurofilamento-200) significativamente maior que o
grupo controle (1,77 x 10° + 117199), como apresentado na Figura 13A e B.

Figura 13 — Efeito da doxiciclina na expressdo do NF-200 em células PC12 ndo estimuladas com
NGF.
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Figura 13 — Continuacéo.
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(A) Representacdo gréfica da intensidade total de fluorescéncia celular corrigida (FCTC). O grafico
representa média + erro padrdo da média (EPM) de trés ensaios em ftriplicata. * Significativo para
p<0,05 em relacdo ao controle. (B) Fotomicrografias obtidas por sobreposicdo das imagens
mostrando neurofilamentos (verde) marcados com anticorpo anti-NF-200kDa conjugado com FITC e
nacleos (azul) corados com Hoescht 33342 (microscopia de fluorescéncia, aumento 400x).
Tratamentos: NGF 100 ng/mL; doxiciclina 5uM.
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4.6 Efeito da doxiciclina na neuritogénese em modelo de neurotoxicidade
induzida por MPP”

Além do potencial neurotrofico da doxiciclina per se, também foi avaliado o
potencial neuroprotetor da doxiciclina em células PC12 estimuladas com NGF e
tratadas com a neurotoxina dopaminérgica MPP*. Como apresentado na Figura 14A,
o MPP" reduziu significativamente (1,34 + 0,16%) a neuritogénese induzida pelo
NGF (3,64 + 0,33%), utilizado como controle. Esse efeito foi minimizado pela adi¢éo
de doxiciclina, que aumentou significativamente a porcentagem de células com
neuritos (4,03 £ 0,44%) em relacdo ao grupo tratado com a neurotoxina (1,34 *

0,16%). Fotomicrografias dos referidos grupos sdo apresentados na Figura 14B.

Figura 14 - Efeito da doxiciclina na neuritogénese em modelo de neurotoxicidade induzida pelo
MPP".
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Figura 14 — Continuagéo.
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(A) Representacéo grafica da porcentagem de células com neuritos apos 72 horas de incubacéo. As
barras representam média * erro padrdo da média (EPM) de trés ensaios em triplicata. * Significativo
para p<0,05 em relacdo ao controle. # Significativo para p<0,05 em relagdo ao MPP’. (B)
Fotomicrografias obtidas em microscopio invertido com contraste de fase (aumento 400x, escala de
50uM). Tratamentos: NGF 100 ng/mL; MPP* 100uM; doxiciclina 5uM.
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4.7 Efeito da doxiciclina na expresséo de sinapsina |, sinaptofisina, GAP-43,
Blll-tubulina e F-actina no modelo de neurotoxicidade induzida por MPP”

O MPP” reduziu a expresséo de sinapsina | (1,75 + 0,14) em relagcdo ao grupo
controle tratado somente com NGF (2,30 + 0,11), porém a adi¢cdo do antibiético nédo
alterou (1,90 + 0,10) o efeito do MPP™ (Figura 15A e B).

Figura 15 — Efeito da doxiciclina na expressao de sinapsina | em modelo de neurotoxicidade induzida
pelo MPP",

A 3
N
= 24 *
© 1
) .
143
c I 2
— S
= o
RRRRRRARARAE
RRRRRRARARARY
© S
1 E S
- b
R RRRRRRRARARARAR Y
R RRRARARARARARARARY
— ko
4
b
n b
Q y&é/&llf”""‘&&l!/
ko
Gy
© b
R R RARARARAR Y
R R RRRARARARARARARY
R RRRARARARARARARARY
c G
 — e e e et e esests
(’) 0 - HEETLITL 4T L4407 440%5
L] L] L
< Qx 2
go\ NS S
& g
&> 4
%
B MPP" +
Controle MPP* Doxiciclina
~ A N A < A ~

Sinapsinal -.———' — W — — —

B-actina — — —

(A) Representacao grafica da expressdao de sinapsina | normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relacdo ao controle. (B) Bandas da proteina ha membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; MPP" 100uM; doxiciclina SpM.
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O grupo MPP* (0,97 + 0,27) apresentou expressdo reduzida de sinaptofisina
em relacdo ao controle (1,96 = 0,11); a adicdo da doxiciclina (1,21 = 0,20) né&o
aumentou significativamente a expressado da proteina em relacdo ao grupo tratado
com a neurotoxina (Figura 16A e B).

Figura 16 — Efeito da doxiciclina na expressdo de sinaptofisina em modelo de neurotoxicidade
induzida pelo MPP".
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(A) Representag@o gréfica da expressdo de sinaptofisina normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relagdo ao controle. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; MPP* 100uM e doxiciclina 5pM.
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O tratamento com a neurotoxina MPP* também reduziu significativamente
(1,95 + 0,34) a expressédo de GAP-43 em relagcdo ao controle (3,54 + 0,32); a
doxiciclina aumentou significativamente (5,18 + 0,47) a expressdao de GAP-43 em

relacdo ao grupo do MPP" (Figura 17A e B).

Figura 17 — Efeito da doxiciclina na expressao de GAP-43 em modelo de neurotoxicidade induzida
pelo MPP",
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(A) Representagdo gréfica da expressdo de GAP-43 normalizada pela [B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relacdo ao controle. # Significativo para p<0,05 em relacdo ao MPP". (B) Bandas da proteina na
membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100 ng/ml; MPP* 100uM e doxiciclina 5uM.
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O MPP” reduziu a expressédo (1,01 + 0,03) de Blll-tubulina em relagdo ao

grupo controle (1,13 = 0,02), e a adicdo da doxiciclina aumentou significativamente a

MPP" (Figura 18A

40 ao grupo

0,02) em comparac¢

t

(1,40

na

ao desta protei

expressao
e B).

Figura 18 — Efeito da doxiciclina na expressdo de Blll-tubulina em modelo de neurotoxicidade

induzida pelo MPP".
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A expresséo de F-actina também foi reduzida pela neurotoxina MPP™ (0,89 +
0,07) quando comparada ao controle (1,40 £ 0,06). A adicdo de doxiciclina n&o
alterou significativamente a expressao de F-actina (0,93 £ 0,10) quando comparada
ao MPP", como demonstrado na Figura 19A e B.

Figura 19 — Efeito da doxiciclina na expressdo de F-actina em modelo de neurotoxicidade induzida
pelo MPP",
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(A) Representagdo grafica da expressdo de F-actina normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relagdo ao controle. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100
ng/ml; MPP* 100uM e doxiciclina 5pM.



45

4.8 Efeito da doxiciclina no neurofilamento NF-200 em modelo de
neurotoxicidade induzida pelo MPP*

Na avaliacdo do modelo tratado com MPP”, observou-se que o grupo tratado
com MPP* teve intensidade de fluorescéncia reduzida (2,51 x 10° + 169510) de
forma significativa em relacdo ao controle (4,26 x 10° + 301436). Ja o tratamento
MPP* + doxiciclina (5,28 x 10° + 432237) obteve a intensidade de fluorescéncia
significativamente maior que o grupo MPP*. O gréfico da fluorescéncia celular total

corrigida e as imagens sdo apresentados a seguir na Figura 20.

Figura 20 - Efeito da doxiciclina no neurofilamento NF-200 em modelo de neurotoxicidade induzida
pelo MPP".
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Figura 20 — Continuacéo.
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(A) Representacdo gréfica da intensidade de fluorescéncia celular total corrigida (FCTC). O gréfico
representa média + erro padrdo da média de trés ensaios em triplicata. * Significativo para p<0,05 em
relagéo ao controle. # Significativo para p<0,05 em relacdo ao MPP". (B) Sobreposicdo das imagens
representando neurofilamentos (verde) marcados com anticorpo anti-NF-200kDa conjugado com
FITC e nucleos (azul) corados com Hoescht 33342 (microscopia de fluorescéncia, aumento 400x).
Tratamentos: NGF 100 ng/mL; doxiciclina SuM; MPP™ 100uM.
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4.9 Captacao de glicose

Como apresentado na Figura 21A, a citocalasina B (controle positivo, inibidor
da captacao de glisoce) reduziu significativamente (1202 + 207 CPM) a captacéao de
glicose das células PC12 em relagdo ao controle sem tratamento (29446 + 1672
CPM). Tanto o grupo tratado com NGF (27736 £ 1541) quanto aquele tratado com
doxiciclina (29554 + 2164 CPM) néo apresentaram alteracdo significativa em relacao
ao grupo controle.

O tratamento com MPP" reduziu significativamente a captacdo de glicose
(13659 = 1519 CPM) comparado ao grupo controle, porém a doxiciclina (9245 +
1406 CPM) nao apresentou efeito protetor contra essa reducdo induzida pela

neurotoxina (Figura 21B).

Figura 21 - Efeito da doxiciclina na captagdo da glicose em (A) células PC12 ndo estimuladas com
NGF e em (B) modelo de neurotoxicidade induzida pelo MPP".
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Figura 21 — Continuacéo.
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(A) O gréfico representa média + erro padrao da média de trés ensaios em triplicata. * Significativo
para p<0,05 em relagdo ao controle. Tratamentos: NGF 100 ng/mL; doxiciclina 5uM; citocalasina B
(inibidor da captacao de glicose, 10 uM, pré-tratamento 1 hora). (B) O grafico representa média * erro
padrdo da média de trés ensaios em triplicata. * Significativo para p<0,05 em relag@o ao controle. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados com MPP* e MPP" + doxiciclina.
Tratamentos: NGF 100 ng/mL; doxiciclina 5uM; MPP* 100uM.
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4.10 Efeito da doxiciclina sobre a expressao de SIRT1, AMPK a e fosfo-AMPK a

em células PC12 néo estimuladas com NGF

O grupo tratado com NGF apresentou um aumento significativo da expressao
de SIRT1 (1,18 + 0,08) em relacdo ao controle (0,81 + 0,07). Ja as células tratadas
com doxiciclina (0,81 + 0,03) ndo apresentaram diferenca significativa em relacao ao

controle. Esses dados sdo mostrados na Figura 22A e B.

Figura 22 — Efeito da doxiciclina na expressdo de SIRT1 em células PC12 ndo estimuladas com
NGF.
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(A) Representacgéo gréfica da expressdo de SIRT1 normalizada pela B-actina. As barras representam
média =+ EPM de trés ensaios realizados em triplicata. * Significativo para p<0,05 em relagdo ao
controle. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos: NGF 100 ng/ml e

doxiciclina 5uM.
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Com relagdo a expressdo de AMPK a, n&o foi observada diferenca
significativa entre os grupos controle (1,14 + 0,12), NGF (1,12 + 0,08) e o tratamento

com doxiciclina (1,20 £ 0,18), como demonstrado na Figura 23A e B.

Figura 23 — Efeito da doxiciclina na expressao de AMPK a em células PC12 ndo estimuladas com
NGF.
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(A) Representacdo grafica da expressdéo de AMPK a normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos:
NGF 100 ng/ml e doxiciclina 5uM.
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Também nado houve diferenca significativa da expressdo de fosfo-AMPK a
entre o controle (2,13 £ 0,41), o grupo tratado com NGF (3,07 + 0,43) ou o grupo da

doxiciclina (2,27 = 0,23), como apresentado na Figura 24A e B.

Figura 24 — Efeito da doxiciclina na expressao de fosfo-AMPK a em células PC12 néo estimuladas
com NGF.
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(A) Representacdo grafica da expressdo de fosfo-AMPK a normalizada pela B-actina. As barras
representam média + EPM de trés ensaios realizados em triplicata. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. (B) Bandas da proteina na membrana de Western Blot. Tratamentos:
NGF 100 ng/ml e doxiciclina 5uM.
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o potencial neurotréfico da doxiciclina como possivel
mecanismo de neuroprotecdo em células PC12 tratadas com MPP”, metabdlito ativo
da neurotoxina MPTP que induz parkinsonismo in vivo. Primeiramente,
demonstramos que a doxiciclina ndo interfere na viabilidade das células PC12. O
ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) € um
indicador de viabilidade celular, mais precisamente da funcdo mitocondrial das
células com base na redugdo enzimatica do MTT a cristais de formazan pelas
desidrogenases mitocondriais das células viaveis, produzindo uma coloracdo azul
escuro/purpura (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989). Nossos resultados demonstram
gue dentre as concentracdes de doxiciclina avaliadas, ndo houve dano a funcao
mitocondrial das células PC12. Tao et al. (2017) também demonstraram, através do
ensaio de MTT, que diferentes concentragdes de minociclina, outra tetraciclina de
segunda geracéo, ndo alteraram a viabilidade de células PC12.

Assim, com base no ensaio de viabilidade, foi avaliado o potencial
neuritogénico das concentracdes ndo citotoxicas da doxiciclina, determinando-se a
concentracdo efetiva que induz 50% de resposta (ECsp). A curva concentragao-
resposta apresentou um perfil de sino (bell-shaped), no qual a intensidade de
resposta (neuritogénese) atingiu um platd entre 1,25uM e 5uM (intensidade
maxima), diminuindo nas concentracdes mais altas. Semelhante ao efeito da
doxiciclina, alguns estudos demonstraram uma curva concentragao-resposta com o
perfil bell-shaped para o efeito do NGF sobre a neuritogénese em neurdnios
sensoriais da raiz do ganglio dorsal (ROSOFF et al., 2004) e em células PC12
(RAVNI et al., 2006). Em linha com esses achados, outro estudo de nosso grupo
demonstrou o0 mesmo perfil de sino para a curva concentracao-resposta de inducéo
de neuritogénese por outro agente neurotréfico, um peptideo sintético baseado em
um peptideo isolado de veneno de serpente (BERNARDES et al., 2018). Dentre os
agentes que induzem neuritogénese, o perfil bell-shaped em curvas dose-resposta &
comum e consistente com uma resposta hormética, isto €, uma resposta bifasica, na
qual ocorre um estimulo ou efeito benéfico em doses baixas e inibicho com doses
altas de neurotrofinas, tantos endogenas quanto exdgenas (CALABRESE, 2008;
MATTSON, 2008).
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Para a investigagdo dos mecanismos moleculares foram avaliados os efeitos
sobre véarios moduladores das vias neurotroficas, e para tal foi selecionada a
concentracdo de 5uM da doxiciclina, a maior concentracdo efetiva para inducéo de
neuritogénese nas ceélulas PC12. Essa concentracdo também teve por base um
estudo in vitro no qual a minociclina induziu o crescimento de neuritos em células
PC12 apods a privacdo de oxigénio-glicose seguida de reoxigenacdo (TAO et al.,
2017) e estudos clinicos sobre a concentracdo atingida no fluido cérebro-espinhal
apos tratamento oral com doxiciclina (YIM; FLYNN; FITZGERALD, 1985;
GONZALEZ-LIZARRAGA et al., 2017).

Nossos resultados mostraram que a doxiciclina induz a neuritogénese em
células PC12 sem a necessidade de adicdo de NGF. Esta resposta foi reduzida na
presenca de inibidores das vias de sinaliza¢do neurotrofica, 0 que sugere que essas
vias exercem um papel crucial na agdo neurotrofica da doxiciclina. Assim, este
estudo mostra que a doxiciclina estimula o crescimento de neuritos através da
ativacdo do receptor trkA e das cascatas de sinalizacdo PI3K/Akt e MAPK/ERK. Até
0 presente, ndo ha dados na literatura que mostrem a relacédo da doxiciclina com as
vias de diferenciagdo neuronal analisadas neste estudo. Lu et al. (2016)
demonstraram o efeito protetor de outro antibiético da mesma classe, a minociclina,
contra o dano induzido pela ketamina em células tronco neurais por mecanismo
envolvendo a via PISK/Akt/Gsk-3[ e correlacionaram o efeito a inibicdo da apoptose,
uma vez que essa via é diretamente relacionada a inibicdo de proteinas apoptéticas
e sobrevivéncia celular. Porém, a ativacdo de PI3K também estd associada a
iniciacdo e ao alongamento dos neuritos em células PC12 estimuladas com NGF,
em neurbnios simpaticos e em neurbnios sensoriais (KOBAYASHI, 1997,
KURUVILLA; YE; GINTY, 2000; KIM et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que a
fosforilacdo de Akt (ativacdo de PI3K/Akt) estd relacionada a regeneracdo de
axonios motores (NAMIKAWA et al., 2000). Assim, a via PI3K/Akt ativada por fatores
neurotréficos regula a formacao, maturagédo e ramificacdo de neuritos (BENNISON et
al., 2020). O inibidor especifico de Akt, LY294002, € amplamente utilizado para
estudar a via PI3K/Akt (PHAN et al., 2014) e foi empregado em nosso estudo para
caracterizar a acdo da doxiciclina sobre essa via e correlaciona-la a inducdo de
neuritos nas ceélulas PC12 ndo estimuladas com NGF. A cascata de sinalizagédo
MAPK/ERK - também envolvida na ag¢do neurotrofica da doxiciclina — € ativada por

uma diversidade de ligantes e receptores relacionados a diversos processos
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biolégicos, como proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia em diferentes tipos
celulares, além de responderem em situacbes de estresse e inflamacéo
(CARGNELLO; ROUX, 2011; PHAN et al., 2014; BENNISON et al., 2020). Também
ja foi descrita sua relacdo com a modulacdo da plasticidade sinaptica pelas
neurotrofinas (JOVANOVIC et al., 1996). A sinalizacdo de MAPK/ERK é essencial
em todos os aspectos da neuritogénese, como iniciacdo e rapido alongamento e
ramificacdo de neuritos (XIAO; LIU, 2003; BENNISON et al., 2020). Portanto, a
atuacao da doxiciclina sobre essas vias esta em linha com a nossa hipotese inicial
de que a doxiciclina poderia agir sobre as mesmas vias de sinalizacao que o NGF.

O mecanismo molecular de acdo da doxiciclina na neuritogénese foi avaliado
através dos seus efeitos na expressdo de proteinas alvo da acdo neurotréfica do
NGF, e que estdo relacionadas a plasticidade sinaptica e crescimento axonal. A
sinalizacdo mediada pelo receptor trk € importante para a manutencédo do sistema
nervoso central e periférico (FUKUDA et al.,, 2015). O NGF promove a
autofosforilagcdo do trkA, que leva a ativacdo das vias como PI3K e MAPK/ERK, e
finalmente resulta na ativacdo da expressdo génica, sobrevivéncia neuronal e
crescimento de neuritos (KAPLAN; STEPHENS, 1994; HUANG; REICHARDT,
2001). O aumento da expressdo da forma ativada do receptor (fosforilada) causada
pela doxiciclina reforga que a doxiciclina mimetiza o0 mecanismo de acgéo pelo qual o
NGF age. A sinapsina | esta presente no citoplasma de vesiculas sinapticas dos
terminais nervosos (VALTORTA et al., 1989). As neurotrofinas estimulam a
expressdo da sinapsina | através da cascata MAPK/ERK e regulam as interaces
entre sinapsina | e a actina do citoesqueleto, contribuindo para a comunicagao
sinaptica através da liberacdo de neurotransmissores (JOVANOVIC et al., 1996).
Dessa forma, a ativacdo da via MAPK/ERK e 0 aumento da expresséao de sinapsina |
induzidos pela doxiciclina sugerem que a doxiciclina simula os efeitos das
neurotrofinas, modulando a plasticidade sinaptica nas células PC12 nédo estimuladas
pelo NGF. A proteina GAP-43, por sua vez, estd associada com o processo de
crescimento axonal, trata-se da proteina neurotipica mais abundante nos cones de
crescimento, sendo usada como marcador de diferenciacdo neuronal (DAS;
FREUDENRICH; MUNDY, 2004; ENCINAS et al., 1999). A correlacdo entre o
aumento da sintese e do transporte axonal de GAP-43 com o crescimento de
neuritos e diferenciacdo em células PC12 estd bem estabelecida (DAS;
FREUDENRICH; MUNDY, 2004). Nossos resultados sugerem que a regulagcéo
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positiva do GAP-43 esta envolvida na formacgéo e alongamento de neuritos induzidos
pela doxiciclina. Dados da acdo da doxiciclina sobre essas proteinas ainda séo
escassos na literatura, mas o aumento da expressdao de GAP-43 relacionado a
formacdo de neuritos ja foi observado em células PC12 expostas a privacdo de
glicose/oxigénio e reoxigenacao tratadas com minociclina (TAO et al., 2017).

A doxiciclina também aumentou a expressao do neurofilamento NF-200, o
principal componente do citoesqueleto dos axoénios. Os neurofilamentos formam
uma rede densa de filamentos que fornece estabilidade mecéanica aos axénios,
sendo responsaveis pelo diametro axonal e pela conduc¢éo do sinal elétrico ao longo
do axénio (PERROT et al., 2008; KOUNAKIS; TAVERNARAKIS, 2019). A sua
regulacdo positiva indica o seu envolvimento na neuritogénese estimulada pela
doxiciclina.

Além de induzir a formacgéo de neuritos em células PC12 (sem a presenca de
NGF) através das vias e moduladores neurotréficos, a doxiciclina protegeu contra a
inibicio da neuritogénese causada pela neurotoxina dopaminérgica MPP*. Outros
mecanismos de protecao da doxiciclina contra doencas neurodegenerativas ja foram
propostos, incluindo diminuicdo da ativacdo de microglia e consequentemente da
neuroinflamagao; inibicdo da formacdo de agregados de a-sinucleina e de
agregados de peptideos B-amiloide, principais marcadores das doencas de
Parkinson e Alzheimer, respectivamente (COSTA et al, 2011; GONZALEZ-
LIZARRAGA et al., 2017; LAZZARINI et al., 2013). Cho et al. (2009) demonstraram
in vitro e in vivo que a doxiciclina protege neurbnios dopaminérgicos apos o
tratamento com MPTP (precursor do MPP™) por um mecanismo anti-apoptotico e
anti-inflamatério. Em nosso estudo, demonstramos o efeito protetor da doxiciclina
em modelo tratado com MPP* e associamos o mecanismo de neuroprotecio a
atividade neurotréfica da doxiciclina, o que, teoricamente sugere um potencial de
regeneracao axonal. Nao ha ainda dados a respeito desse mecanismo neuroprotetor
da doxiciclina na literatura cientifica.

Nossos achados indicam que o efeito negativo do MPP™ na neuritogénese
estd associado a diminuicAo da expressdo das proteinas relacionadas a
comunicacao sinaptica (sinapsina | e sinaptofisina), ao crescimento axonal (GAP-
43), além das proteinas do citoesqueleto, que fornecem o suporte estrutural para a
plasticidade axonal e sinaptica. A doxiciclina protegeu contra a regulagdo negativa

do GAP-43 pelo MPP*, mas nédo contra a regulacdo negativa da sinapsina | ou da
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sinaptofisina. Holahan (2017) j& destacou a importancia da funcdo de GAP-43 e da
busca por reguladores positivos desta proteina como possiveis terapias para facilitar
a regeneracdo do SNC apds danos axonais, disfuncbes da memoria ou doencas
neurodegenerativas.

O processo de degeneracgdo induzido pelo MPP® se inicia nas porgdes
terminais do axbénio e retrocede até atingir o corpo celular; esse padrdo de
degeneragdo axonal retrégrada (“dying back”) é caracterizado pela perda dos
terminais sinapticos e axonopatia precedendo a degeneracdo somatica e a morte
celular (MORFINI et al., 2007). De fato, estudos em animais e humanos sugerem
que a degeneracdo axonal dopaminérgica € um evento chave nos estagios iniciais
da doenca de Parkinson e envolve mecanismos distintos da degeneracédo do corpo
celular neuronal (TAGLIAFERRO; BURKE, 2016; O'KEEFFE; SULLIVAN, 2018). Os
mecanismos pelos quais o MPP" causa a perda significativa de sinapses e axonios
antes de atingir o corpo celular ainda néo foram completamente elucidados. Um dos
mecanismos sugeridos é a disfuncdo do transporte axonal em geral e,
particularmente, do transporte vesicular, que afeta a disponibilidade de
neurotransmissores e funcao sinaptica (SERULLE et al., 2007). A diminuicdo da
expressdo de sinapsina | pelo MPP”, observada em nosso estudo, esta em linha
com as anormalidades no transporte vesicular causadas pelo MPP”, pois essa
proteina regula o trafego de vesiculas sinapticas e a transmisséao sinaptica (SONG;
AUGUSTINE, 2015). Adicionalmente, o citoesqueleto axonal, formado por
microtibulos e filamentos de actina que continuamente crescem e encolhem,
facilitando o remodelamento do citoesqueleto, desempenha um papel crucial no
transporte axonal. A rede de microtubulos formados por heterodimeros de a- e B-
tubulina constitui a base para o transporte axonal ativo, enquanto os filamentos de
actina, especialmente F-actina, determinam a direcdo do crescimento do axdnio
(KEVENAAR; HOOGENRAAD, 2015). Em nosso estudo, o MPP" afetou
negativamente a expressao de BllI-tubulina e F-actina. Essa observacdo estd de
acordo com Cappelletti, Surrey e Maci (2005), que mostraram que o MPP" afeta a
dindmica dos microtubulos in vitro, com a reducdo do comprimento e nimero de
microtubulos. Além disso, a interferéncia na dinamica dos microtubulos axonais e
actina pode comprometer a eficiéncia sinaptica, pois a colaboracdo entre essas
proteinas contribui para a regulagédo da sinalizacao sinaptica através da organizacao

e ancoragem de vesiculas nos terminais sinapticos (KOUNAKIS; TAVERNARAKIS,
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2019). A doxiciclina aumentou a expressao da Blll-tubulina nas células tratadas com
MPP”, mas nao foi capaz de interferir na reducdo da expresséo da F-actina induzida
pelo MPP™.

Além de microtubulos e actina, o citoesqueleto também €& formado por
neurofilamentos, que sao particularmente abundantes nos axdnios. A expressao de
neurofilamentos est4 associada ao crescimento axonal e a manutencdo da
homeostase neuronal, sendo relevantes nos processos neurodegenerativos e na
regeneracao axonal (WANG et al., 2012). Cataldi, et al. (2016) demonstraram que o
MPTP (precursor do MPP") reduziu o comprimento e a espessura de
neurofilamentos de alto peso molecular (200-220 kDa) no mesencéfalo de
camundongos. O MPP* também inibiu o desenvolvimento do NF-200 em nosso
estudo. Ainda, a doxiciclina, que por si s6 € capaz de aumentar a expressao dessa
estrutura nas células PC12, também ¢é capaz de contrapor a acdo prejudicial do
MPP™.

Os neurénios utilizam a glicose como principal fonte de energia para a sua
grande demanda energética e a captacdo de glicose nestas células é feita por
transportadores GLUT 3 (POWERS et al., 2017). Assim como 0S neurdnios, as
células PC12 possuem a maior fracdo do transportador GLUT 3 na membrana
plasmatica e outra parte € encontrada em vesiculas intracelulares (THOIDIS et al.,
1999). Neste estudo verificamos que a doxiciclina ndo altera a captacédo de glicose
em células PC12. O MPP" reduziu a captacdo de glicose pelas células PC12, o que
pode interferir no metabolismo e prejudicar as atividades normais da célula, porém a
doxiciclina ndo apresentou efeito protetor com relacéo a esse efeito.

No presente estudo, também foi investigado o efeito da doxiciclina na
expressdo de proteinas relacionadas a bioenergética celular, pois a diferenciacéo
neuronal é um processo que depende de uma alta disponibilidade de energia. Em
nossas analises, a doxiciclina nao alterou a expressao de SIRT1, AMPK a ou fosfo-
AMPK a, enquanto o NGF induziu apenas a SIRT1. Essa observacao estd em linha
com outros achados de nosso estudo que indicam que a doxiciclina n&o influenciou
na captacao de glicose, particularmente o AMPK que estimula a captacéo celular de
glicose ao induzir a translocacdo dos transportadores GLUT para a membrana
plasmatica, além de mobilizar a glicose armazenada sob a forma de glicogénio
(CURRY et al., 2018). O estimulo causado pelo NGF através do receptor trkA na
expressdo de SIRT1 ja foi demonstrado em hepatécitos (TSAI et al.,, 2018). Em
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células PC12-615, que tem a expressdo aumentada de trkA e consequente
aceleracdo da diferenciacdo celular induzida pelo NGF, também néo foi observada
alteracdo na expressdo de AMPK apds o tratamento com NGF. No entanto, a
diferenciacdo estimulada pela neurotrofina causou um aumento na expressao de
fosfo-AMPK a (MARTORANA et al.,, 2018). Em nosso estudo, ndo observamos
indugcédo de fosfo-AMPK a pelo NGF. Talvez isso se deva ao fato de que esse
aumento seja transitorio e em nossa avaliacdo de 72 horas esse aumento ja tivesse
ocorrido e os valores normais tivessem sido restabelecidos. De fato, quando as
células completam a diferenciacdo, os niveis de ATP sao restaurados e as células
retornam a sua homeostase energética, ndo sendo mais necesséaria a ativacao
(fosforilacdo) do AMPK (MARTORANA et al., 2018).

Alguns estudos sugerem que aumentar a atividade de AMPK seria uma
estratégia viavel para estimular o metabolismo energético celular ou reverter falhas
em neurbnios vulneraveis, como por exemplo, as populacdes neuronais da
substancia nigra acometidas pela degeneracdo na DP. Entretanto, ha diversos
estudos contraditérios sobre sua acdo na formacéo de neuritos ou como mecanismo
de neuroprotecdo. Ativadores farmacologicos de AMPK, como metformina e
resveratrol, possuem efeitos neuroprotetores, mas estudos indicam que essas
drogas também podem induzir efeitos neuroprotetores por outras vias,
independentes da ativacdo da AMPK (KIM et al.,, 2016; CURRY et al., 2018).
Variaveis como tipo celular, multiplas isoformas das subunidades que compdem o
AMPK, status bioenergético, estressores celulares ou intensidade de ativagdo séo
fatores relevantes e que provavelmente contribuem para as evidéncias conflitantes
(CURRY et al., 2018; BENNISON et al., 2020). No caso da doxiciclina, ndo ha
relatos anteriores a respeito do seu efeito na expressdao de AMPK a ou SIRT1.
Baseado no que foi discutido anteriormente, é possivel que o antibiético possa
causar inducdo da AMPK anterior ao periodo de 72 horas avaliado ou, ainda, que a
acdo neurotrofica da doxiciclina seja independente da modulacdo dessas proteinas.
Assim, este estudo sugere que o efeito neuroprotetor da doxiciclina independe da
modulacao da bioenergética celular.

Apesar de nao ter protegido contra a regulacdo negativa de todas as
proteinas avaliadas, a doxiciclina protegeu contra a diminuigdo da neuritogénese nas
células tratadas com MPP®. Similarmente, a minociclina aumentou a plasticidade

sinaptica e sinaptogénese no hipocampo de camundongos idosos, revertendo a
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reducdo da proteina poés-sinaptica PSD-95, sem, contudo, causar alteragbes na
expressao de sinaptofisina (JIANG et al., 2015). Em conjunto, essas observacgdes
indicam que nem todas as proteinas associadas a neuroplasticidade axonal

precisam ter regulacéo positiva para a efetividade da neuroprotecao.
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6. CONCLUSAO

A doxiciclina induz o processo de neuritogénese por mecanismo envolvendo a
ativacdo do receptor trkA e das vias de sinalizacdo neurotréfica PI3K/Akt e
MAPK/ERK, acompanhada pela regulacdo positiva de proteinas relacionadas a
plasticidade axonal e sinaptica (sinapsina |, GAP-43 e NF-200). A atividade
neurotréfica da doxiciclina protege as células PC12 expostas & neurotoxina MPP”,
promovendo a modulacdo de proteinas axonais (GAP-43, NF-200) e do
citoesqueleto (BllI-tubulina).

Nossos achados demonstram o dano axonal induzido pelo MPP*e
corroboram a importancia da regeneracdo axonal como estratégia terapéutica para
doencas neurodegenerativas. O efeito neurotréfico e neuroprotetor sugere que a
doxiciclina é uma alternativa para retardar processos neurodegenerativos ou
promover a regeneracdo axonal, mas estudos adicionais sdo necessarios para

comprovar esse potencial.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com a intengéo de aperfeicoar e complementar os resultados deste estudo,
pesquisas futuras podem abordar:

e A acdo da doxiciclina em proteinas relacionadas a sobrevivéncia e
diferenciacdo neuronal, além das que foram investigadas neste estudo.
O foco no papel de proteinas quinases, como PKC, mTor e Rho kinase,
na neuritogénese induzida pela doxiciclina permitiria a compreensao
mais detalhada da sua atividade e pode contribuir com a descoberta de
novos alvos para promover a regeneragdo axonal.

e Analises moleculares através de métodos computacionais (por
exemplo, Molecular Docking) para descrever a forma de interacéo
entre receptores de membrana, como o trkA, e a doxiciclina.

e O potencial neurotréfico da doxiciclina como um dos mecanismos de
protecdo para diferentes modelos de doencas neurodegenerativas,

como doenca de Alzheimer.
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