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RESUMO

EFEITOS DO AMPc INTRACELULAR SOBRE A DIFERENCIACAO DE
CELULAS PROGENITORAS NEURAIS

AUTOR: Felipe Schmiddel
ORIENTADOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello

Estimulos intrinsecos e extrinsecos contribuem para o crescimento e diferenciacdo de células
progenitoras neurais (NPCs). Os estimulos extracelulares fazem com que as NPCs se
diferenciem em células gliais e neur6nios. Ja no nivel intracelular, as vias de sinalizagdo, como
os processos dependentes de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc¢), também controlam a
expressao génica, a proliferagdo, a migragao celular e o crescimento de neuritos. A producao
de AMPc esta diretamente relacionada com o aumento do crescimento de neuritos em diferentes
linhagens celulares, mas os efeitos deste segundo mensageiro em NPCs embrionarios ainda ndo
foram totalmente esclarecidos. Para investigar o efeito do aumento do AMPc sobre a
proliferacdo, diferenciagdao de NPCs, utilizamos um modelo de neuroesferas, que sdo agregados
celulares flutuantes de NPCs, que contemplam a maior parte dos processos que ocorrem nos
estagios iniciais do desenvolvimento neural. Este ¢, portanto, um excelente modelo de estudo
in vitro para avaliar a influéncia das vias dependentes de AMPc nestes processos. Portanto,
neste estudo investigamos o efeito do aumento do AMPc nos processos de desenvolvimento
neural que contemplam a proliferacdo, o crescimento de neuritos, neurogénese, gliogénese e
migracao observados em NPCs in vitro. Observamos que a proliferacido das NPCs ¢
potencializada por forscolina, dibutiril AMPc (db-AMPc) e toxina pertussis (PTX). O db-
AMPc aumentou a diferenciacdo das NPCs em neurdnios, na medida em que aumentou a
frequéncia de células neuronais positivas para beta-3-tubulina e MAP2", além de promover o
crescimento de neuritos. Observamos ainda, que a migragdo neural foi amplamente restrita em
NPCs tratados com db-cAMP ou PTX em comparacdo com controles, evidenciado por um
numero reduzido de células que se distanciaram das neuroesferas. Concluimos que as vias de
sinalizacdo do AMPc estimulam o crescimento de neuritos e bloqueiam a migracdo de NPCs
durante a diferenciacao celular.

Palavras-chave: Monofosfato de adenosina. Neuroesferas. NPCs. Proliferacao cellular.
Diferenciacao de NPCs.



ABSTRACT

EFFECTS OF INTRACELLULAR cAMP ON DIFFERENTIATION OF NEURAL
PROGENITOR CELLS

AUTHOR: Felipe Schmiddel
ADVISOR: Prof. Dr. Carlos Fernando de Mello

Intermediate and extrinsic intrinsic stimuli contribute to the growth of progenitor cells (NPCs).
Extracellular stimuli cause NPCs to differentiate into glial cells and neurons. At the intracellular
level, as signaling pathways, cyclic adenosine (CAMP) expression is also dependent on the
control of gene expression, such as cell transition processes and neurite outgrowth. The
production of cAMP is directly related to the increase in deneurite growth in different cell lines,
but the effects of this second line of growth on NPCs are not yet fully understood. To investigate
the effects of cAMP on an augmented model of NPCs, which are augmented of the model of
NPCs, which increase the capacity of NPCs, which encompass the neurospheres of most neural
processes that extend into the early stages of development. This is, therefore, an excellent in
vitro study model to assess the influence of cAMP-dependent pathways on these processes.
Therefore, in this study, we investigated the effect of cAMP in the study of cAMPs that
contemplate an increase in the development of neurogenesis, neurogenesis, gliogenesis and
migrations in NPCs in vitro. We observed that the cAMP of the NPCs is potentiated, dibutyryl
cAMP (db-cAMP) and pertussis toxin (PTX). The db-cAMP increased the measurement, of the
NPCs, in which it increased the frequency of neuronal positive for beta-3-tublin and MAP2+,
neurite outgrowth cells. Neural migratory PTX was further configured in treated NPCs or with
a reduced number of cells that have distanced themselves from neuroscience. It is concluded
that cAMP signaling pathways stimulate neuron growth and stimulate NPC migrations during
cell media.

Keywords: Adenosine monophosphate. Neurospheres. NPCs. Cell proliferation. NPCs
differentiation.
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APRESENTACAO

O trabalho serd organizado da seguinte forma: primeiramente sdo apresentados
INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS ¢ REVISAO BIBLIOGRAFICA. As segdes
MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO ¢ REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS encontram-se no artigo submetido no periédico Current Medicinal
Chemistry e representam a integra deste trabalho. Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES
encontrados no final desta dissertacdo apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o
artigo cientifico contido neste trabalho. O Item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se
somente as citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA, REVISAO
BIBLIOGRAFICA E DISCUSSAO desta dissertacio.
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1. INTRODUCAO

Diferentes estimulos contribuem para o crescimento e diferenciacdo de células
progenitoras neurais (NPCs — do inglés, neural progenitor cell). Entre eles, os fatores de
transcrigdo sao as principais proteinas que lideram os estagios iniciais do fluxo de informagdes
biologicas durante o processo de desenvolvimento neural. As NPCs também respondem aos
sinais provenientes do exterior das células e se diferenciam em células gliais e neuronios. Ja no
nivel intracelular, as vias de sinalizagdo, como os processos dependentes de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), também controlam a expressao génica, a proliferacao, a migragao e
o crescimento de neuritos (ERHARDT et al., 1995; NICOL et al., 2005; DWORKIN et al.
,2009).

Estudos mostraram que a produgcdo de AMPc estd diretamente relacionada com o
aumento do crescimento de neuritos em ambientes permissivos € inibitorios em diferentes
linhagens celulares (BATTY, FENRICH e¢ FOUAD, 2016; DUMAN, MALBERG ¢
NAKAGAWA, 2001; MUNOZ-LLANCAO et al., 2017), mas os efeitos deste segundo
mensageiro em NPCs embriondrios ainda ndo foram totalmente esclarecidos (HANSEN,

REHFELD E NIELSEN, 2000).

As NPCs quando obtidas por cultura primaria, mostram-se superiores as linhagens
celulares imortalizadas como neuroblastoma e células PC12, pois permitem avaliar sua
capacidade de mimetizar as condigdes fisioldgicas. Desta forma, a pesquisa em neurogénese
além de ser extremamente importante para o campo da ciéncia, ¢ fundamental para caracterizar
a presenca de neuronios anormais com capacidade minima de regeneragdo axonal e crescimento
de neuritos que resultam no neurodesenvolvimento e doengas neurodegenerativas (BATTY,

FENRICH E FOUAD, 2016).

Neuroesferas, sdo agregados celulares flutuantes de NPCs, que contemplam a maior parte
dos processos que ocorrem nos estagios iniciais do desenvolvimento neural (PILLAT et
al.,2015), sendo assim sdao um excelente modelo de estudo in vitro para avaliar a influéncia
das vias dependentes de AMPc. Por tanto, neste estudo objetivamos investigar o papel do
AMPc nos processos de desenvolvimento neural que contemplam a proliferacao, o

crescimento de neuritos, neurogénese, gliogénese e migracao observados em NPCs in vitro.
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1.1 HIPOTESE

O nucleotideo adenosina monofosfato ciclico altera a proliferagdo de neuroesferas e a

diferenciagdo das células progenitoras neurais in vitro.

1.2 OBIJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito do AMPc sobre a proliferacao de células progenitoras neurais e sua

diferenciagao.

1.2.2 Objetivos Especificos

o Determinar os efeitos da toxina pertussis e da forscolina sobre os niveis de
AMPec, proliferagao e diferenciagdo de células progenitoras neurais.
. Determinar o efeito do dibutiril AMPc sobre a proliferagao e diferenciacao de

células progenitoras neurais.

1.3 JUSTIFICATIVA

Considerando as diversas doencas neuroldgicas que podem estar associadas a processos
relacionados com as células do SNC (YANG; ZHOU, 2019; CARTER et al., 2019;
DAMBACH et al., 2014; RAVIZZA et al., 2005), ¢ importante o estudo de mecanismos pelos
quais se avalia o efeito de determinados mensageiros sobre o desenvolvimento de células
embrionarias. Cada vez mais diferentes mecanismos e componentes t€ém sido usados para
avaliar a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras neurais (CHEN et al., 2018, 2012;
D’AIUTO etal.,2014; JAFARZADEH et al., 2014; LI; GAO; LIU, 2017; ZHANG et al., 2019).
Nao diferentemente, o AMPc, como um segundo mensageiro que ¢, tem sido associado a
regeneracao espontanea de células do SNC e ao aumento da proliferacdo e diferenciagdo de

células progenitoras neurais (CONTIL; BEAVO, 2007; SPENCER; FILBIN, 2004). Além disso
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diversos estudos mostraram que os niveis elevados de AMPc neuronal estao ligados ao aumento
do crescimento de neuritos (CAl et al., 1999, 2001, 2002; GAO et al., 2003; MING et al., 1997,
QIU et al., 2002).

Sabendo disso, 0 AMPc pode ter um grande papel na regulacdo da capacidade intrinseca
de resposta das células do SNC a fatores extrinseco, ja que, com o aumento intracelular ha o
crescimento de neuritos e regeneracao celular (STILES; KAPILOFF; GOLDBERG, 2014).
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais o AMPc aumenta o crescimento
neuronal. Por isso, determinar o efeito do AMPc sobre a proliferacao de células progenitoras

neurais e sua diferenciacao, pode auxiliar no estudo deste mecanismo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULAS-TRONCO E PROGENITORAS NEURAIS

As células-tronco sdo células que possuem duas caracteristicas principais, sao capazes
de se reproduzir, ou seja, duplicar-se, gerando duas células com caracteristicas iguais e ainda
conseguem diferenciar-se, transformando-se em diversas outras células de diferentes tecidos e
orgios (DALEY, 2015). Esse conceito de hierarquia de desenvolvimento de células derivadas
de uma célula inicial, fo1 empregado pela primeira vez no final do século XIX. Foram Till e
McCulloch (MCCULLOCH; TILL, 1960; TILL; MCCULLOCH, 1961), em uma série de
artigos pioneiros, que estabeleceram as definicdes de progenitores multipotentes auto
renovadores de todas as linhagens das células sanguineas. Seus estudos permitiram
compreender as hierarquias do desenvolvimento de tecidos e 6rgaos a partir das células-tronco

pluripotentes do embrido inicial.

Existem diversos tipos de células-tronco, classificadas de acordo com sua origem e
potencial de diferenciagdo. Quando consideradas pelo potencial, as células-tronco pluripotentes
e multipotentes sdo as mais importantes. As primeiras possuem uma grande capacidade de
diferencia¢do e podem dar origem a todos os tipos de células do organismo adulto. J& as
multipotentes, possuem uma capacidade de diferenciacdo limitada e s6 geram tipos celulares

no mesmo tecido de origem (OLIVEIRA et al, 2013; ZHU & HUANGFU, 2013).

As células-tronco neurais (NSCs- do inglés, neural stem cells) sao consideradas células

multipotentes, pois se diferenciam em neurdnios e células da glia. Sdo responsaveis pela
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formac¢ao do sistema nervoso na fase fetal e pos-natal, e pela manutencdo da sua integridade
fisiolégica na fase adulta. Assim, ¢ possivel isolar este tipo celular do cérebro em
desenvolvimento, sendo a sua manipulacao ex vivo um excelente modelo para o estudo da auto-
renovacgao, diferenciagdo neural e migragao, bem como da influéncia de fatores externos nestes
processos. Nos tltimos anos, tém surgido diversos estudos tratando do uso de células-tronco na
regenera¢do neural, em doengas neurodegenerativas e ainda em doengas inflamatérias do SNC,
gerando boas revisdes sobre o assunto (BATISTA et al., 2014; LIU; DENG, 2016; MAGNUS;
RAO, 2005; PLUCHINO; COSSETTI, 2013).

2.2 RESPOSTAS CELULARES A SINAIS EXTERNOS NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

No processo de formagao de um organismo multicelular, todas as células possuem a
tarefa de proliferar, migrar, diferenciar, morrer ou amadurecer de modo espacgo-temporal
preciso, permitindo a formagao de estruturas e 6rgaos com fungdes complexas. Este processo
s0 € possivel em decorréncia da interagdo entre as células que estdo em constante contato entre
si ou por meio de mensageiros quimicos, como hormonios, fatores de crescimento e agentes
quimiotéaxicos. Estes mensageiros podem ser produzidos por células distantes, células proximas
ou pela propria célula que interpretard a mensagem. Desta forma, o modo e intensidade que o
mensageiro atinge as células pode interferir na dire¢ao da migragao, na divisao ou diferenciagao
destas células. Assim, a fase em que o mensageiro encontra a célula, também ¢ muito
importante para determinar a resposta celular, no caso da embriogénese, as células estdo
constantemente sofrendo mudancas, ¢ desta forma pode reagir de forma diferente a um dado
mensageiro conforme o momento em que ela entra em contato. O reconhecimento de um
determinado mensageiro se d4 por meio de proteinas especificas inseridas na membrana
plasmatica e a ligagdo ao receptor especifico ira disparar vias de sinaliza¢do intracelulares

(CAVINESS et al, 1995; POLLEUX et al, 2001)

2.3 MONOFOSFATO DE ADENOSINA CICLICO

Os nucleotideos, de forma geral, possuem fungdes bem variadas no metabolismo

celular. Sdo essenciais nas respostas das células a hormdnios e a outros estimulos, compdem
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uma estrutura ordenada de cofatores enzimaticos intermediarios metabolicos e sdo formados
por trés componentes. Mais especificamente, um nucleotideo ¢ composto por uma base

nitrogenada, uma pentose € um ou mais fosfatos (NELSON; COX,2018) (Figura 01).

Figura 01: O monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
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Fonte: PubChem, National Library of Medicine

O monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) ¢ um nucleotideo ciclico da adenina que
atua como segundo mensageiro intracelular. Em 1971, Earl Wilbur Sutherland Jr. foi premiado
com o Nobel de fisiologia ou medicina pelo seu trabalho envolvendo a descoberta da fungdo do
AMPc. Ele mostrou como o AMPc serve como mensageiro secundario dentro da célula, em
resposta a adrenalina (SUTHERLAND, 1971). Mais tarde, outros trabalhos mostraram que essa
molécula e o monofosfato de guanosina 3-5-ciclico (GMPc) juntamente com outros
nucleotideos, lipidios e ions atuam como segundos mensageiros intracelulares (CONTI,

BEAVO, 2007).

Um grande nimero de receptores de sinalizagdo celular atua aumentando (ou
diminuindo) a produ¢do do segundo mensageiro AMPc, que se da através da ativagdo (ou
inibicao) da adenilil ciclase (AC, também chamada adenilato ciclase), uma enzima geralmente

ligada @ membrana celular (GLOERICH; BOS, 2010).
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Figura 02: Sequéncia de ativacdo da AC apo6s a ativagdo de um receptor acoplado a proteina

G.

Neurotransmissor/
Horménio

Receptor

Adenilatociclase

r % Proteina G

Sitio de ligacdo Sitio de ligacdo
do ATP da forscalina

Fonte: Adaptado de Pierre et al., 2009.

O sitio de ligagdo da forscolina, um ativador da AC, e do ATP sdo mostrados, entre as duas

subunidades cataliticas C1 e C2 (Pierre et al. 2009).

A ativagdo da AC desencadeada por um neurotransmissor envolve quatro componentes
sendo, destes, trés protéicos (Figura 02). O primeiro € o neurotransmissor ou hormonio ativador.
O segundo ¢ o receptor (primeiro componente protéico) que sofre uma modificagdo
conformacional transitoria induzida pela ligacdo do neurotransmissor/hormonio. O terceiro ¢
uma proteina que liga nucleotideos da guanina (conhecida como proteina G — segundo
componente protéico). O quarto componente ¢ a unidade catalitica da AC (terceiro componente
protéico) (MULLER; AMMON, 1986; SCHRAMM; SELINGER, 1984). Como os receptores
podem ser acoplados tanto a proteinas Gs (cuja subunidade alfa ativa aAC), como proteinas Gi
(cuja subunidade alfa inibe a AC), a AC tem sua atividade regulada por meio de sinais positivos
(transduzidos por Gs) e negativos (transduzidos por Gi) (SIMONDS, 1999). De fato, a
elucidacdo dos mecanismos pelos quais as proteinas G — proteinas ligantes de GTP - acoplam
receptores a uma atividade adenilil cicldsica acabou rendendo o prémio Nobel a Alfred

Goodman Gilman e Martin Rodbell, em 1994.
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2.3.1 As adenilil ciclases

Todas as adenilil ciclases consistem de uma cadeia amino terminal curta, seguida de
duas repeticoes de um modulo composto por seis sequéncias transmembrana (cada repeticao
denominada M1 e M2) e dois dominios citoplasmaticos de aproximadamente 40 kDa cada,
denominados C1 e C2. Estes dominios citoplasmaticos formam o sitio ativo da enzima (dai a
denominacdo “C”, de catalitico) (TESMER et al., 1997; TANG; GILMAN, 1995; TESMER et
al., 1999).

A estrutura terciaria destes dois dominios ¢ praticamente idéntica e, juntos, eles formam

uma enzima pseudo-simétrica (TESMER et al., 1997; ZHANG et al., 1997).

O sitio ativo da enzima se situa na interface de C1 e C2, sendo formado por residuos
de ambos dominios. Devido ao fato do sitio ativo utilizar residuos de ambos dominios, a
orientagdo espacial correta dos dois dominios cataliticos ¢ crucial para que ocorra a atividade
catalitica. A proteina Gas se liga a uma fenda na porgao externa do dominio C2 e a porgao N-
terminal de C1, causando um rearranjo espacial nos dois dominios que culmina com um
aumento da eficiéncia catalitica. Ou seja, tal rearranjo leva a um aumento da atividade
enzimatica. A forscolina, um ativador da AC que sera utilizado neste estudo, se liga a enzima
em um sitio especifico (ver Figura 03) e causa uma alteragdo conformacional semelhante e,
consequentemente, ativa a enzima (TESMER et al., 1997; TANG; GILMAN, 1995; TESMER
etal., 1999). Por outro lado, a ligagdo de uma proteina Gajao dominio C1 dificulta esta mudanca
conformacional e, por este mecanismo, inibe a atividade enzimatica (DESSAUER et al., 1998;

DESSAUER et al, 2002; CHEN-GOODSPEED et al., 2005).

Estudos bioquimicos e cristalograficos mostram que o ATP se liga a um dos sitios de
ligagao pseudosimétricos na interface de C1 e C2 (ver Figura 03). O bolsao catalitico inclui um
sitio secundario que liga purinas, formado por residuos que se originam do dominio C2. Estes
residuos dao especificidade para ligagao do ATP. Um segundo sitio secundério no dominio C1
inclui uma alca P (P-loop), que acomoda os fosfatos dos nucleotideos e dois residuos acidos
conservados que se ligam ao ATP por meio de dois ions magnésio. Um ion magnésio contribui
para a catdlise, enquanto o outro interage com os fosfatos beta e gama do nucleotideo,
contribuindo para a ligagdo do substrato e, possivelmente, para a estabilizagdo do complexo

(TESMER et al., 1997; SINHA; SPRANG, 2006).
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Existem 10 isoformas descritas da AC, sendo 9 destas ligadas a membrana e uma
isoforma soluvel. E interessante que o sistema nervoso central é o tnico 6rgio que expressa
todas as isoformas da enzima, embora AC1, AC2, AC5, AC6, AC8 e AC9 parecam ser as
isoformas mais abundantes. Também cabe apontar que a expressdao das ACs varia de acordo
com as estruturas cerebrais e que, devido a utilizacdo de métodos qualitativos, pouco se pode
dizer sobre a real proporcao de expressao das isoformas da AC neste e em outros tecidos. Assim,
¢ mais apropriado indicar somente que o sistema nervoso central expressa todas as isoformas

da enzima (PIERRE et al., 2009).

Uma vez ativada, a AC catalisa a formac¢ao de AMPc a partir do ATP.

2.3.2 Elementos de resposta ao AMPc (proteinas efetoras)

Como um segundo mensageiro, o AMPc regula diferentes proteinas efetoras que, por
sua vez, medeiam respostas celulares e fisioldgicas. Atualmente sdo reconhecidas como
proteinas responsivas ao AMPc: a proteina quinase dependente de AMPc (PKA), a proteina
trocadora ativada diretamente por AMPc (EPAC, do inglés exchange protein directly activated
by cAMP), os canais controlados por nucleotideos ciclicos (CNG - do inglés, cyclic nucleotide-
gated channels), canais controlados por nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizagao
(HCN - do inglés, hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels) e as proteinas
que contém genes do dominio Popeye, que modulam a atividade do canal de potassio de dois
poros TREK-1 (ANDREE et al., 2000; REESE et al., 1999; SCHINDLER et al., 2012).

Contudo, a proteina quinase A tem sido considerada a principal proteina efetora do AMPc.

2.3.3 Proteina quinase A (PKA)

A proteina quinase A foi a primeira proteina efetora a ser descoberta e caracterizada, no
ano de 1968, pelo grupo de Edwin Krebs, outro ganhador de Nobel (WALSH; PERKINS;
KREBS, 1968). Por fosforilar residuos de serina e treonina, a PKA ¢ classificada como uma
uma serina/treonina quinase. A proteina quinase A ¢ formada por duas subunidades regulatorias
(R) ligadas a duas subunidades cataliticas (C), formando um tetramero (R2C2) no estado inativo

(CORBIN et al.,, 1978; TAYLOR et al. 2004; TAYLOR et al. 2013). As subunidades
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regulatdrias contém um dominio N-terminal (conhecido como dominio “DD” de dimerizacdo e
acoplamento - docking - em inglés) o qual medeia a dimerizag¢ao das subunidades e a interagdo
com proteinas de ancoramento especificas, denominadas “proteinas de ancoramento da quinase
A” (AKAPs, do inglés 4 kinase anchoring proteins). Tais proteinas funcionam com um
arcabougo que posiciona e aproxima a PKA de outras proteinas que formam o signalossoma
(complexo multimolecular composto por efetores, moduladores e alvos da via de sinalizagio
que sao organizados em sitios subcelulares especificos, confinados espacialmente) do AMPc
(POPPINGA et al. 2014). A subunidade regulatéria possui, também, um dominio auto
inibitério (AD) que se liga a fenda catalitica da subunidade C e, desta forma, inibe a fosforilag¢ao
de substratos, mantendo o complexo na forma inativa. Na por¢ao carboxi-terminal de cada
subunidade regulatoria ha dois dominios de ligagdo de nucleotideos ciclicos (CNBs, do inglés
cyclic nucleotide-binding domains) que tornam a PKA responsiva ao AMPc. Assim, quatro
moléculas de AMPc (uma para cada CNB), sdo necessarias para a ativagdo de uma PKA
heterotetramérica. A ligacdo dos nucleotideos ciclicos as subunidades regulatorias as dissocia
das subunidades cataliticas, que agora ficam livres, na sua forma ativa (Figura 3). Quatro
isoformas de subunidades regulatdrias, codificadas por diferentes genes, foram identificadas
em mamiferos. Sao elas: Rla, RIP, Rlla, and RIIB (LEE et al. 1983; JAHNSEN et al. 1986;
SCOTT et al. 1987; CLEGG et al. 1988). As isoformas tipo I ((RIa e RIB) inibem as
subunidades cataliticas como pseudosubstratos, que ndo podem ser fosforilados, pois
apresentam uma alanina em vez de uma serina na sequéncia que interage com o sitio ativo da
subunidade catalitica. Em contraste, as subunidades tipo II (RIla and RIIB) possuem uma
sequéncia de aminoacidos que pode ser fosforilada pela PKA, se comportando como um
substrato inibidor. Curiosamente, mesmo fosforilada, esta subunidade regulatoria ainda
apresenta uma afinidade grande pela subunidade catalitica, o que pode ainda manter a inibi¢do

desta (SHABB, 2001).

A sequéncia de consenso de aminoacidos para reconhecimento pela PKA ¢
[R/K][R/K/X]X[pS/pT], onde R ¢ arginina; K ¢ lisina; X ¢ qualquer aminodcido; S € serina
e T ¢ treonina, que sao os residuos a serem fosforilados pela enzima (TAYLOR et al., 1990).
Até 2001 estimava-se, por analise de sequéncias de de aminoacidos de consenso para
reconhecimento pela enzima, que mais de uma centena de proteinas, com diferentes funcdes
metabolicas e celulares, eram fosforiladas pela PKA (SHABB, 2001). Em 2017, 29 novas
proteinas fosforiladas pela PKA foram propostas. Tal estimativa foi baseada em estudo de

fosfoprotedmica com ativadores e inibidores da PKA e analise de sequéncias de aminoacidos
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que sdo reconhecidas como de consenso para reconhecimento pela enzima (IMAMURA et al.,
2017). De fato, o estudo de Imamura confirmou a fosforilag@o in vitro de 19 destas proteinas
pela PKA. Dentre as proteinas fosforiladas pela PKA, uma ¢ de especial interesse: o fator de
transcrigdo CREB (do inglés cAMP response element binding protein), ndo sé por ter sido o
primeiro fator de transcricdo ativado por AMPc (via PKA) descoberto, mas em nosso caso
porque Fujioka e colaboradores (2004) mostraram que a forscolina atua na regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo neural, mediada pela cascata de AMPc-CREB, em células-tronco

neurais adultas (FUJIOKA et al., 2004).

De fato, a cascata de sinalizagdo de AMPc/PKA controla varios fatores biologicos no
SNC, mais especificamente a excitabilidade e transmissdo sinaptica, o crescimento axonal e a
proliferacdo de diferenciagdao de células totipotentes. (CASTRO; YAPO; VINCENT, 2016;
FUJIOKA et al., 2004).

Figura 03: Representacdo da atuacdo do AMPc como segundo mensageiro.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2022).
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2.3.4 Proteinas trocadoras ativadas diretamente por AMPc (EPAC)

Como assinalamos anteriormente, a sinalizagdo do AMPc também pode ocorrer via um
grupo de proteinas responsivas ao AMPc denominadas proteinas trocadoras ativadas
diretamente por AMPc (Epacs, do inglés exchange protein directly activated by cAMP)
(YARWOOD, 2020). As Epacs foram identificadas durante uma triagem em um banco de
genes, que foi conduzida com o intuito de explicar como o0 AMPc ativa uma pequena proteina
G, chamada Rap, por um mecanismo que independe da PKA (GLOERICH; BOS, 2010; ROOJ
et al., 1998). Assim, foram procuradas proteinas que possuissem dominios de ligacdo de
nucleotideos ciclicos (CNB), e que pudessem interagir com a Rap. A andlise de RNA
mensageiros contendo tal sequéncia génica revelou a existéncia de duas proteinas, Epacl (que
possui uma sequéncia CNB) e Epac2 (que possui duas sequéncias CNB), que sdo bastante
abundantes no nucleo estriado (KAWASAKI et al. 1998). Estudos posteriores mostraram que
Epacl e Epac2 estdo presentes na maioria dos tecidos, embora com niveis diferentes de
expressdo. A Epacl ¢ muito abundante nos vasos sanguineos, rim, tecido adiposo, sistema
nervoso central, ovario e utero, enquanto a Epac2 se expressa principalmente no sistema
nervoso central, adrenal e pancreas (DE ROOIJ et al, 1998; KAWASAKI et al., 1998;
KILPINEN et al., 2008).

As Epacs funcionam como fatores de troca de nucleotideos da guanina para as proteinas
Rapl e Rap2 (DE ROOIJ et al, 1998), promovendo a troca de um GDP por um GTP ligado a
estas proteinas. As proteinas Rap assim se alternam em dois estados: um inativo, quando estdo
com uma guanosina difosfato (GDP) ligada e outro ativo, quando possuem uma guanosina
trifosfato (GTP) ligada. Assim, o papel das Epacs ¢ ativar as proteinas Rap. As proteinas Rap,
por sua vez, interagem com vdrias proteinas-alvo, ativando-as. Entre as proteinas-alvo das
proteinas Rap estdo varias proteinas efetoras, incluindo proteinas adaptadoras implicadas na
modulagdo do citoesqueleto de actina, reguladores de proteinas G da familia Rho e fosfolipases

(revisado em RAAIJIMAKERS; BOS, 2009).

A Epac2 pode estar envolvida na neurogénese adulta (SEO; LEE, 2019). De fato, o
estudo de Zhou e colaboradores (2016) mostrou que a proteina Epac2 ¢ necessaria para a
proliferagdo de c€lulas progenitoras neurais € neurogénese. O mesmo grupo mostrou que esta
proteina tem papel na diferenciacdo de células gliais, incluindo astrocitos e oligodendrocitos.

Assim, embora pouco se saiba sobre o papel da Epacl na neurogénese e diferenciagao de células
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progenitoras neurais, a isoforma Epac2 parece estar diretamente relacionada ao

desenvolvimento normal de neuronios e astrocitos.

2.3.5 Fosfodiesterases

Enquanto a proteina G estimula a AC para produzir AMPc a partir de ATP,
fosfodiesterases especificas degradam o AMPc e, desta forma, desligam o sinal deste segundo
mensageiro. Vinte e um genes codificando fosfodiesterases (PDEs) foram identificadas no
genoma humano, e as proteinas correspondentes tém sido caracterizadas em termos de suas
propriedades fisico-quimicas e regulatérias (CONTI; JIN, 1999; SODERLING; BEAVO,
2000). Baseado na sua semelhanga de estrutura primaria, cinética, formas de regulag¢do e
propriedades farmacologicas, as fosfodiesterases de classe I (presentes nos metazoarios) podem
ser subdivididas em 11 familias (PDE1-PDE11) (BEAVO; CONTI; HEASLIP, 1994). Em
mamiferos, 3 das 11 familias de PDEs hidrolisam seletivamente AMPc (PDEs 4, 7 ¢ 8); 3
familias sdo seletivas para 0o GMPc (PDEs 5, 6 ¢ 9), e 5 familias hidrolisam ambos nucleotideos
com eficiéncia variavel (PDEs 1, 2, 3, 10 e 11). Além das diferentes familias, uma variedade
em particular de isoformas da PDE4 ¢ gerado por splicing alternativo. Por exemplo, o gene
PDEA4D ¢ composto por 24 exons que codificam pelo menos 8 unidades transcricionais com
promotores correspondentes se originando em nove transcritos, os quais correspondem a nove
variantes distintas da proteina (MONACO; VICINI; CONTI, 1994; RICHTER; JIN; CONTI,
2005). Mais de 20 proteinas, subdivididas em formas longas e curtas, sdo derivadas dos quatro
genes PDE4. Tal diversidade (existem pelo menos uma centena de fosfodiesterases diferentes
descritas em mamiferos!) aponta a complexidade das fungdes e distribuicao celular destas
enzimas, que também podem se associar as AKAPs ou, como elas, funcionar como um
arcabougo para interagdo com outras proteinas, incluindo a proteina efetora Epac, compondo o
signalossoma do AMPc. De fato, as fosfodiesterases sio componentes praticamente cativos do

signalossoma do AMPc¢ (CONTI; BEAVO, 2007).

No que diz respeito a atividade catalitica, o dominio catalitico da PDE4 (e
provavelmente de todas as outras PDEs da classe 1) sdo compostos por 16 alfa-hélices
consistindo de 3 subdominios que definem um bolsao profundo, no qual os substratos se ligam.
O sitio ativo contém 11 dos 17 residuos conservados em todas as PDEs, bem como alguns dos

residuos previamente implicados como importantes para a fun¢do catalitica das PDEs (JIN;
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SWINNEN; CONTI, 1992). Residuos importantes emergem de cada um dos subdominios. A
presenca de trés subdominios provavelmente facilita a ocorréncia de mudangas
conformacionais no dominio catalitico, o que pode contribuir para as aparentes diferentes

conformagdes observadas em estudos de cristalografia com ligacao de substrato ou inibidor

(XU et al., 2000).

Por fim, uma das estratégias que poderia ter sido utilizada neste trabalho para aumentar
o AMPc intracelular seria a utilizacdo de um inibidor da fosfodiesterase. Contudo, dada a
organizagao subcelular complexa destas enzimas, que permite oscilagdes nas concentragdes de
AMPc em subregides celulares de diferentes graus e duragdes de tempo, optou-se por métodos
que aumentam a concentracao de AMPc de forma mais inespecifica, o que causaria uma suposta

maior resposta celular.

2.3.6 Toxina Pertussis

A toxina pertussis (PTX — do inglés, pertussis toxin) ¢ uma exotoxina, também
conhecida como fator de promogao de linfocitose que € o principal fator de viruléncia de B.
pertussis. Os efeitos desta toxina sobre a comunicacgao celular foram estudados pela primeira
vez em 1979 (KATADA & Ul, 1979), quando ela era ainda chamada “proteina ativadora de
ilhotas”, uma vez que ela provocava a liberagao de insulina pelas ilhotas pancreaticas de ratos.
Tal efeito in vivo resultava do bloqueio da inibi¢do da liberacdo de insulina mediada pelos
receptores alfaz-adrenérgicos. A toxina também bloqueava a diminui¢do de produgao de AMPc
mediada por receptores alfar-adrenérgicos, sugerindo que ela (a toxina) provocava um
desacoplamento entre o receptor e a adenilil ciclase. A acdo da PTX requeria um fator
citosolico, a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e, mais tarde, se mostrou que o efeito
desacoplador da PTX era devido a uma ADP-ribosilacio de uma proteina de 41 kDA,
promovida pela toxina. O substrato de 41 kDa da PTX foi purificado e identificado como sendo
a subunidade alfa da proteina Gi que, quando ADP-ribosilada, fica inativa. Enfim, foi
demonstrado que a PTX inibe a cascata de sinalizagdo mediada por receptores acoplados a
proteina Gi por induzir a sua inativa¢do. Em fung¢do desta propriedade, a PTX tem sido usada
ao longo dos anos para caracterizar o tipo de proteina G acoplada a receptores com 7 dominios
transmembrana (se for uma Gi, a PTX deve interromper a resposta) € para promover o aumento

nos niveis de AMPc em tecidos sensiveis (SMITH et al., 2001; KATADA, 2012).



24

2.3.7 Forscolina

A forscolina (7-beta-acetoxi-1-alfa,6-beta,9-alfa-trihidroxi-8,13-epoxi-labd-14-en-11-
ona) ¢ um composto natural, proveniente das raizes da planta indiana Plectranthus barbatus,
muito utilizada na pesquisa in vitro pois ativa a enzima adenilil ciclase de forma direta, rapida
e reversivel, aumentando os niveis intracelulares de AMPc (ALASBAHI; MELZIG, 2012). O
mecanismo pelo qual a forscolina ativa a maioria das adenilil ciclases, j& comentado
anteriormente, ¢ pela interacao direta com os dois dominios cataliticos da enzima (C1 e C2),

levando a sua estabilizagdo e ativacdo (TESMER et al., 1997).

2.4 NEUROESFERAS

Em 1992, Reynolds e Weiss cultivaram NSCs do cérebro de camundongo adulto e
observaram que a maioria das células primarias diferenciadas do sistema nervoso central (SNC)
ndo sobreviveram. Entretanto, uma pequena populagdo de células responsivas ao fator de
crescimento epidérmico (EGF- do inglés, epidermal growth factor) foi mantida em um estado
indiferenciado e as mesmas proliferaram formando aglomerados, desde entdo estes
aglomerados foram chamados de neuroesferas (DELEYROLLE; REYNOLDS, 2009;
REYNOLDS; WEISS, 1992).

As neuroesferas sdo agregados de NSCs que podem ser cultivadas e expandidas in vitro
(Figura 04) e que proporcionam um modelo vélido para o estudo e compreensdo da formacao
de diferentes tecidos cerebrais e interagdes celulares durante o desenvolvimento neural (LEE et
al., 2020; OSTENFELD; SVENDSEN, 2003). Estas neuroesferas tém sido cada vez mais
utilizadas para isolar e expandir NSCs nos tecidos embrionarios e adultos, considerando o facil
manuseio e rapida adaptacao de laboratdrios convencionais (GRITTI et al., 1996; SHAKER et
al., 2015; WEISS et al., 1996).

As neuroesferas podem ser dissociadas para formar grandes nimeros de esferas
secundarias e/ou induzidas a se diferenciar, com isso gerando os dois principais tipos de células
que compdem o SNC: células gliais e neuronios (DELEYROLLE; REYNOLDS, 2009). As
células gliais receberam este nome pelo bidlogo alemao Rudolf Virchow (1859). O autor definia

a glia como um tecido conectivo, e ¢ dai que deriva seu papel como suporte estrutural ao SNC,
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mais tarde demonstrado por Golgi (1903) e Ramoén y Cajal (1913). Com o passar do tempo as
células da glia foram sendo descritas em maior detalhe por diferentes autores (PRINZ; ERNY;
HAGEMEYER, 2017), que as subdividiram em astrocitos, micréglia e oligodendrocitos
(VIRCHOW, 1859; VAN LENHOSSEK,1891; RAMON Y CAJAL,1888; CAJAL, 1913; DEL
RIO-HORTEGA,1921).

As células da glia possuem funcdes bem definidas, sendo responsaveis pela

manutengdo, conservacao e sinalizacado do SNC (GALLAND et al., 2019). Sao elas:

Astrdcitos: t€ém a forma de estrela (quando ativados), com iniumeros prolongamentos;
em grande quantidade, apresentam-se sob duas formas: astrocitos protoplasmaticos, localizados
na substancia cinzenta; e astrocitos fibrosos localizados na substincia branca. Os astrocitos
possuem funcao de sustentacdo e participam da composi¢do ionica e molecular do ambiente
extracelular dos neurdnios. De fato, os astrdcitos possuem a importante funcdo de regular os
niveis de neurotransmissores na fenda sinaptica, particularmente de glutamato e acido gama-
amino-butirico (GABA) (MAHMOUD et al, 2019). Alguns astrocitos apresentam
prolongamentos chamados pés vasculares, que se expandem sobre os capilares sanguineos,
envolvendo-os em sua totalidade. Esses prolongamentos se constituem em camada adicional
entre o vaso € 0 meio interno do sistema nervoso, transferindo seletivamente moléculas e ions
do sangue para os neurOnios. Desta forma, estes astrocitos t€ém um papel importante na

organizagdo da barreira hemato-encefalica (ABBOTT; RONNBACK; HANSSON, 2006).

Microglia: Compreende macrofagos residentes, que tém como principal fungdo
contribuir com a defesa do SNC, o que inclui a “poda” de neurdnios, o que lhes implica no
processo de plasticidade sindptica. E considerada uma das células mais versateis do corpo,
possuindo a capacidade de se adaptar morfologica e funcionalmente ao seu ambiente em
constante mudanca e a desregulacdo dessas células pode dar origem a doengas neurologicas

(NAYAK; ROTH; MCGAVERN, 2014).

Oligodendrocitos: Sao responsaveis pela mielinizagcdo no sistema nervoso central e
expressam varios fatores de crescimento e influenciam a sobrevivéncia e/ou funcdo de

neurdnios vizinhos (DU; DREYFUS, 2002).

Todas estas células estdo associadas com o surgimento ou progressdo de diversos
eventos neurologicos (BURDA; BERNSTEIN; SOFRONIEW, 2016; KIM; CHOI; YOON,
2020), o que inclui os processos de neuroinflamagdo (YANG; ZHOU, 2019), a doenga de
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Alzheimer (CARTER et al., 2019) e epilepsia (DAMBACH et al., 2014; RAVIZZA et al.,
2005).

As neuroesferas fornecem um campo viavel para avaliar o comportamento de SNCs e
podem ser usadas em diferentes experimentos para delinear as caracteristicas moleculares e
celulares (WATANABE et al., 2021). Sabendo isto, escolhemos 0 modelo de neuroesferas por
ser um modelo tradicional de obtencdo e cultura de células progenitoras neurais (NPCs -do
inglés, neural progenitor cells) de tecido animal (GIL-PEROTIN et al., 2013), com intimeras
publica¢des desde a publicagdo original de Reynolds e Weiss (REYNOLDS; WEISS, 1992).

Figura 04: Formacao e diferenciacdo de neuroesfera.
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A figura apresenta de forma simplificada o processo em que as células-tronco se dividem por
meio de fatores de crescimento, gerando aglomerados de células-progenitoras neurais,

originando a neuroesfera, que se constitui de diferentes progenitores de novas células do SNC.

2.5 EFEITOS DO AMPc SOBRE PROLIFERACAO NEURONAL

O estudo de Spencer e Filbin (2004) mostrou que a elevagdo dos niveis intracelulares
de AMPc em neurdnios adultos pode iniciar uma cascata de sinalizacdo que leva a transcri¢ao
de genes associados a regeneragdo e sintese de poliaminas. Este fator ¢ determinante para a
regeneragdo espontdnea de neuronios durante o desenvolvimento do SNC (SPENCER;
FILBIN, 2004). Além disso, diversos estudos mostraram que o bloqueio de PKA elimina os

efeitos promotores de crescimento de niveis aumentados de AMPc, e comprovaram que os



27

niveis elevados de AMPc neuronal estao ligados ao aumento do crescimento de neuritos (CAI

etal., 1999, 2001, 2002; GAO et al., 2003; MING et al., 1997; QIU et al., 2002).

Os niveis de AMPc sdo fundamentais na regulacdo da capacidade intrinseca de
crescimento e nas respostas dos neurdnios a fatores extrinsecos. O aumento intracelular nos
neurdnios promove consequentemente o crescimento de neuritos e facilitam a regeneracao apos
a lesdo (STILES; KAPILOFF; GOLDBERG, 2014). Entretanto, os mecanismos pelos quais o
AMPc aumenta o crescimento neuronal ainda nao foram totalmente compreendidos, e podem
variar de acordo com o estado de diferenciagdo celular. Por esta razdo, neste estudo
investigamos os efeitos do aumento do AMPc celular por mecanismos diversos sobre a

proliferacdo e diferenciagao celular de NPCs.
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Abstract

Throughout the development of the central nervous system (CNS), cells fulfill the
mission of proliferating, differentiating, and migrating with high-precision patterns. In this
context, the impact of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) on proliferation,
differentiation, and migration of several cell lines has been observed. However, the influence
of this second messenger on embryonic neural progenitor cells (NPCs) is yet to be explored.
Thus, the present study aimed to investigate the functional role of cAMP in neural
developmental processes observed in NPCs in vitro: proliferation, neurite outgrowth,
neurogenesis, gliogenesis, and migration. As expected, treatment with pertussis toxin and
forskolin increased intracellular cAMP concentration in NPCs. Interestingly, treatment with
forskolin, together with growth factors (EGF + FGF-2) increased the proliferation rate in the
samples compared with those treated with these factors alone, probably by inducing the process
of neuron-generating division. Furthermore, the stable cAMP analog dibutyril (db)-cAMP
increased the neurogenic differentiation of NPCs, evidenced by the augmented frequency of
B3-tubulin™- and MAP2 -positive neuronal cells, facilated neurite outgrowth and altered

gliogenesis. Moreover, neurospheres exposed to pertussis toxin and db-cAMP exhibited a
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reduced number of migrating cells compared with untreated controls. Thus, we conclude that
cAMP signaling pathways stimulate neurite elongation and block migration of NPCs during
differentiation, besides enhancing neuronal fate determination of embryonic NPCs, possibly by

inducing neurogenesis through neuron-generating division.

Keywords

Second messenger, Neurogenesis, Migration, Neurite growth, Cell differentiation.

INTRODUCTION

Among many stimuli that contribute to growth and differentiation of neural progenitor
cells (NPCs), transcription factors lead the early stages of biological information flow during
neural development. NPCs also respond to extracellular signals and differentiate into neurons
and glial cells. At the intracellular level, signaling pathways, such as cAMP-dependent
processes, also control gene expression and physiological phenomena, such as proliferation,
migration and neurite outgrowth (Erhardt et al. 1995; Nicol et al. 2005; Dworkin et al. 2009).
It has been shown that cAMP production is associated with neurite growth in permissive and
inhibitory environments in different cell lines (Batty, Fenrich, and Fouad 2016; Duman,
Malberg, and Nakagawa 2001; Muifioz-Llancao et al. 2017), but the effects of this second
messenger on embryonic NPCs have not yet been fully understood (Hansen, Rehfeld, and
Nielsen 2000). Therefore, in our study, we evaluated whether increasing cAMP levels alters
neurogenesis in NPCs in vitro. These cells obtained by primary culture are advantageous over
immortalized cell lines, such as neuroblastoma and PC12 cells due to their ability to recapitulate

physiological conditions.
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Neurogenesis research is of fundamental importance, especially for the understanding
of neurodevelopment and neurodegenerative diseases, characterized by the presence of
abnormal neurons with a minimal capacity of axonal regeneration and neurite growth (Batty,
Fenrich, and Fouad 2016). Therefore, in addition to representing a therapeutic alternative for a
wide variety of diseases, NPCs are a useful source for investigating critical issues related to the
effects of cAMP on in vitro neurogenesis (Trujillo et al. 2012). Neurospheres, the
heterogeneous free-floating aggregates of NPCs, encompass most of the complex processes that
occur in the early stages of neural development (Pillat et al, 2015), emerging as an excellent
model for assessing the influence of cAMP-dependent pathways. Therefore, in order in this
study we investigated the effect of cAMP on the following neural development processes
observed in embryonic NPCs in vitro: proliferation, neurite outgrowth, neurogenesis, and

migration.

MATERIALS AND METHODS

NPC Isolation and Neurosphere Cultures

All procedures were approved by and followed the guidelines of the Animal Ethics
Committee at the University of Sdo Paulo (USP). The day when the vaginal plug was detected
was defined as day zero, and mouse embryos were collected on day 13 by cesarean section.
Afterwards, embryonic telencephalons were dissected and enzymatically dissociated using
trypsin (0.1%) for 10 min at 37 °C. Trypsin was then inactivated by the addition of phosphate
buffered saline (PBS) with 2% fetal bovine serum (FBS), and telencephalons were

mechanically dissociated.
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For neurosphere formation, following centrifugation NPCs were resuspended and
cultured in suspension at a density of 2 x 10° cells/mL in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM, high glucose, Invitrogen) and F-12 (Invitrogen) (70/30%) containing 100 IU/ml
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 2 mM L-glutamine, Sug/mL heparin, supplemented with
20 ng/mL fibroblast growth factor (bFGF; Chemicon, Temecula, CA), epidermal growth factor
(EGF; Chemicon) and 2% B-27 (v:v; Invitrogen). In order to prevent cell senescence, cultures
were maintained at 37 ° C in a humidified atmosphere consisting of 95% air and 5% CO- for
only 5 days.

Neurosphere Differentiation and Treatments

Whole neurospheres were washed twice with DMEM for complete removal of growth
factors that keep them proliferating and undifferentiated. Subsequently, cells were seeded on
coverslips, plates or bottles treated with poly-L-lysine (1 mg/mL, Sigma-Aldrich) and laminin
(20 pg/mL, Sigma-Aldrich) providing an adherent matrix. For cell differentiation, DMEM-F12
culture medium (Life Technology) supplemented with 2% B-27 and antibiotics was used in the
absence of EGF and FGF-2 growth factors. The cell differentiation medium was changed every
two days until the complete differentiation of NPCs, after 7 days of culture. With each exchange
of culture medium, pertussis toxin (PT; a Gi protein inhibitor) was added to a final
concentration of 200 ng/mL, according to Mukhin and colleagues (2003).

In addition, cells were treated with 50 uM of forskolin (Frsk; Calbiochem), which is an
activator of all adenylate cyclase classes, as described by Santos and Aratijo (2001). The stable
cAMP analog db-cAMP (dibutyryl cyclic adenosine monophosphate) was added to a final

concentration of 250 uM, according to Matsuura and colleagues (2002).

Determination of Intracellular cAMP Production
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NPCs were cultured as described above, and 10,000 cells were transferred to each well
of 96-well plates in DMEM/F12 medium supplemented with 0.5% B-27. Intracellular cAMP
concentration measurements were performed using the Biotrak Enzymeimmunoassay System
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Twenty-four hours after plating, cells were
incubated with the above-mentioned drugs. To obtain the cell lysates, the medium was removed
and 200 pL per well of 1BR lysis reagent (Amersham Biosciences, UK) was added to the plate,
followed by 10 min incubation on a shaker. Cell lysates were immediately used for cAMP
detection as described below.

The cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) System aims to assess, by several anti-
cAMP antibody binding sites, the competition between cellular cAMP and a fixed number of
peroxidase-conjugated cAMP. The amount of bound cAMP-peroxidase was determined by the
addition of the tetramethylbenzidine (TMB) peroxidase substrate, resulting in a colored product
after the addition of 1M hydrochloric acid, which is quantifiable in a spectrophotometer at 450
nm. For quantification of the intracellular cAMP concentration, the optical density values of
the samples were compared with those obtained from cAMP standards of known

concentrations.

Measurement of Neurosphere Number and Size

To assess the number and size of neurospheres, about 30 images per well of
undifferentiated neurospheres were captured by differential interference contrast microscopy.
Analysis of neurosphere number and mean diameter after 5-day Frsk (50 uM) and db-cAMP

(250 uM) treatments were calculated using the tool “Straight” (freehand lines) from Image J
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software (National Institutes of Health). Results represent the average of three sets of each

treatment.

Flow Cytometry

On day 7 of differentiation, the samples were dissociated both mechanically and
enzymatically with trypsin for 3 min at 37°C. The enzymatic digestion was interrupted with
fetal bovine serum (FBS) and the suspension was filtered through a 40um pore size to obtain
individualized cells. After washing, cells were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS) for 20 min at 4°C and further incubated for 20 min in PBS containing 3%
FBS-0.1% Triton X-100 to block non-specific sites and permeabilize cell membranes. Then,
cells were incubated with anti-B3-Tubulin primary antibodies (1:500) for 30 min at room
temperature, washed with PBS, and incubated with secondary antibodies (Alexa Fluor 555) for
30 min. Finally, cells were washed and resuspended in 500mL of PBS, and at least 30,000
events per sample were acquired with Attune flow cytometer (Life Technology).

To determine the percentage of cells in S and G2/M cell cycle phases (proliferating
cells), NPCs were incubated with a 50pg/mL propidium iodide (PI solution (Life
Technologies). Thirty-thousand events were acquired per sample, and fluorescence was
measured in linear scales. Doublet exclusion gate was based on PI-A vs PI-H signals. Forward
and side light-scatter signals were used to exclude dead cells and debris. Data were analyzed

using the FlowJo V10 software (Ashland, OR).

Immunocytochemistry
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After 1 week of differentiation, samples were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS
for 10 min and washed with PBS containing 0.1% Triton X-100 and 3% bovine serum albumin
(BSA). Then, cells were incubated 2 hours at room temperature with the following primary
antibodies: anti-microtubule-associated protein 2 (MAP2) at 1:200 dilution (Chemicon), glial
fibrillary acidic protein (GFAP) and B3-Tubulin 1:500 dilution. Samples were then washed and
incubated for 60 min at room temperature with Alexa Fluor® 488 conjugated or Alexa Fluor®
555 conjugated secondary antibodies (1:500) (Invitrogen, USA). Then, samples were washed
and incubated for 5 min at room temperature with DAPI (nuclear marker, Molecular Probes,
USA, 1:500) for nuclear staining. Coverslips were mounted using DPX (1,3-diethyl-8-phenyl
xanthene) (Sigma-Aldrich), and samples were scanned on the TissueFAXS PLUS™ platform
(TissueGnostics, Vienna, Austria), and analyzed with the Strataquest software

(TissueGnostics). Experiments were performed in triplicate.

Neurite Outgrowth and Migration Assay

Neurite length and neurosphere-derived cell migration were assessed by phase contrast
images and analyzed through Image J. Furthermore, cells showed a radial pattern of cell
migration and neurite growth from the edge of neurospheres (Pillat et al. 2016). The region
limited by lines comprised about 95% of migrating cells or neurite limits. Radial migration and
neurite lengths were evaluated after 7 days of differentiation in the absence (control) or

presence of treatments, considering a minimum of 70 neurospheres per sample.

Statistical Analysis
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Data are presented as mean £ SEM of two or more independent experiments unless
otherwise stated. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.1 (Graph-Pad
Software Inc.). Student’s t-test, one- or two-way analysis of variance (ANOVA) were used to
analyze data. For quantification of immunolabeled cells, a minimum of 800-1000 cells per
sample was analyzed using Image J. For flow cytometry, a minimum of 30,000 cells per sample

was analyzed. The criterion for statistical significance was set at p< 0.05.

RESULTS
Neural Progenitor Proliferation is Potentiated by Forskolin plus Growth Factors

and db-cAMP

Growth factors (GFs; EGF + FGF-2) stimulate the proliferative division of NPCs,
keeping them undifferentiated (Lukaszewicz, Savatier, Cortay, Kennedy, & Dehay, 2002; B.
A. Reynolds & Weiss, 1992; B. A. Reynolds & Weiss, 1996). Here, we investigated the effects
of Frsk on GF-induced proliferation of undifferentiated cells. As revealed by flow cytometry,
Frsk increased the number of cells in S and G2/M phases (23.9£1.6 %) when compared to the
treatment with GFs alone (17.6+3.5 %), suggesting that Frsk potentiates the proliferation of
NPCs (p=0,04) (Fig. 1A). Afterwards, we measured the intracellular levels of cAMP triggered
by PT or Frsk in NPCs using the Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) system. As expected,
both treatments increased cAMP levels (Fig. 1B). Forskolin treatment induced the maximum
effect and was therefore chosen for subsequent assays. The effects of Frsk and db-cAMP on
number and size of neurospheres were also determined (Fig. 1C), showing that db-cAMP
treatment resulted in significantly reduced neurosphere diameter (17%, p=0.02) compared with
control. Fig.1D shows enhanced cAMP concentration following Frsk treatment, which also

potentiated GF-induced NPC proliferation (p=0.0003) (Fig.1E)
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Db-cAMP Induces Neurogenesis of NPCs

Since proliferation mobilizes NPCs for neurogenesis (Orford & Scadden, 2008), we
further asked whether the higher proliferation rate triggered by Frsk plus GFs is owed to
enhanced neuron—generating division. Thus, in order to characterize the influence of cAMP-
dependent pathways on neurogenesis of embryonic NPCs in vitro, the neuronal phenotypes of
differentiated cells were determined by anti-B3-Tubulin and anti-MAP2 immunostaining. Flow
cytometry analysis showed that db-cAMP treatment increased by 42% the frequency of B3-
Tubulin+ cells (Fig. 2A and B). In addition, immunocytochemistry showed that db-cAMP also
increased the number of MAP2+ cells by about 30% (Fig. 2C and 2D). These data suggest that
cAMP signaling pathways favor the neurogenesis from NPCs.

According to Kim and colleagues (2010), NPCs proliferate at almost all stages of the
developmental process, followed by the formation of neurons and lately, glial cells. Hereupon,
we also investigated the role of cAMP on glial differentiation, evaluating the influence of Frsk
and db-cAMP on the expression of GFAP astrocyte marker protein. However, as shown in Fig.

2E and 2F, these treatments did not promote any changes in the percentage of glial cells.

Db-cAMP Induces Neurite Outgrowth of NPCs

The neurite lengths of db-cAMP-treated and untreated cells were compared using phase
contrast microscopy. We observed that db-cAMP stimulation triggered morphological changes
in NPCs, resulting in an enrichment of cells with longer neurites (878 um + 41, p<0,0001),

from the edge of the neurospheres after 7 days of differentiation (Fig. 3A, 3B and 3C).
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Effects of Pertussis Toxin and db-cAMP on Cell Migration

Cell migration is an orchestrated movement, susceptible to modulation by a number of
signaling factors, occurring during neural development (Chen, Zhang, and Huang 2008). For
this reason, we studied the influence of db-cAMP in this process. Representative images of the
neurospheres on the 7" day of differentiation and the quantification of cell migration between
the dotted lines are shown in Fig. 4. As an underlying mechanism, we found that neural
migration was largely restricted in NPCs treated with db-cAMP or PT compared to controls, as

evidenced by a reduced number of cells that distanced from neurospheres.

DISCUSSION

In the current study, we investigated the role of cAMP-dependent pathways in four
neural development processes observed in NPCs in vitro: proliferation, neurite outgrowth,
neurogenesis, and migration. We found that Frsk plus GFs and db-cAMP increased NPC
proliferation when compared with samples treated with GFs alone, probably by inducing
neuron-generating division. In this way, db-cAMP increased neurogenesis, as evidenced by the
increased frequency of B3-Tubulin® and MAP2"* cells in addition to promoting neurite
outgrowth. Moreover, PT and db-cAMP decreased the number of migrating cells that distanced
from neurospheres. Thus, we conclude that cAMP signaling pathways stimulate neurite
elongation and block NPC migration during differentiation, besides improving the neuronal fate
determination of embryonic NPCs, possibly inducing neurogenesis by neuron-generating
division.

Cyclic AMP is a downstream effector molecule of the PT-sensitive G protein family.

The spontaneous GTPase activity of Gi subunits remains blocked, generating an uncontrolled
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cAMP production and accumulation, disrupting normal cell functions (Chen, Zhang, and Huang
2008). It is well established that Frsk increases cAMP levels through the stimulation of
adenylate cyclase (Totsuka et al. 1983), representing a valuable tool for studying cAMP
functions. We observed that high Frsk-triggered cAMP levels potentiated the proliferation of
embryonic NPCs stimulated with GFs. In agreement with our studies, Fujioka and colleagues
(2004) have demonstrated that Frsk acts in the regulation of proliferation and differentiation,
mediated by cAMP-CREB cascade, in adult neural stem cell.

Regarding the activation of downstream cAMP pathways by the administration of db-
cAMP, our data did not reveal changes in the number of GFAP-positive cells mediated by this
second messenger, corroborating previous findings of Kim and colleagues (2010). Importantly,
db-cAMP exposure promoted neurite outgrowth and favored neurogenesis in NPC cultures,
supporting other studies using neural cell lines (Cai et al. 2001; Shewan et al. 2002).
Furthermore, previous studies have also shown that combined treatment with cAMP activators
and GFs, such as NGF and FGF-2, increased neurite outgrowth of PC12 cells (Gunning et al.
1981; Heidemann et al. 1985). Batty and colleagues (2017) recently showed that the increase
of neuronal cAMP levels enhances neurite growth and regeneration of injured neurons in the
adult central nervous system. Similarly, Mufioz-Llancao and colleagues (2017) inferred that
pharmacological modulation of EPAC (Exchange Protein directly Activated by cAMP) activity
induced cell differentiation and increased neurite number and length in N1E-115 cell line.
Taken together, these data suggest that cAMP accumulation is closely related to neurogenesis,
as well as neurite growth and elongation of embryonic NPCs.

Although several studies have shown that the effect of cAMP on neurite growth
occurs in many different cell types, its impact on migration seems to be more complex, since
migration of some cell types is inhibited by cAMP increase while other cell types require cAMP

signaling for efficient migration (Howe 2004; Howe 2012). We found that PT and db-cAMP
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inhibited migration of NPCs. In line with our findings, Gilder and colleagues (2016) found PT-
induced decrease of tumorspheres cell migration in HGG neuroblastoma cells. On the order
hand, cAMP acts as a mediator of dynamic regulation of the microtubules and actin filaments,
promoting neuroblast migration (Toriyama et al. 2012). Similarly to our results, Zimmerman
and colleagues (2015) showed that inhibitory effects of cAMP on migration are prevented by
pharmacological protein kinase A (PKA) inhibition in pancreatic cancer cells, further
suggesting that cAMP effectors control cell migration (Burdyga et al. 2013).

Consequently, we conclude that cAMP signaling pathways stimulate neurite
elongation and block migration of NPCs during differentiation (Fig.5). Moreover, cAMP
signaling pathways improve the neuronal fate determination and proliferation of embryonic

NPCs, possibly inducing neurogenesis by neuron-generating division.
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Figure 1: Treatment with pertussis toxin (PT, 200 ng/mL) or Forskolin (Frsk, 50 uM) increases
[cAMP] levels and enhances self-renewal of neural precursors: A) Increase in number and
decrease in diameter with db-cAMP treatment. B) Increase in the number of neurospheres
compared to control groups. C) db-cAMP (250uM) and forskolin (50 uM) decrease the
diameter of the neurospheres compared to the control. D) Second messenger concentration of
cAMP, which was evaluated by comparing the control groups with PTX at a concentration of

200 ng/mL and Fsk at 50 uM. E) Proliferation after Fsk treatment, GFs (EGF and FGF-2 growth
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factors, both at 20 ng/mL) or GFs + Frsk were analyzed.The data are representative of two

independent experiments conducted in duplicate (* p<0.05).
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Figure 2: Effects of [cAMP] level modulation on neurogenesis and neurite growth. A)
Immunostaining with anti-B3-Tubulin (neuronal marker) and secondary Alexa Fluor 555
antibodies analyzed by flow cytometry. Overlap of histograms demonstrating the labeling
difference between the control and the samples treated with PT (200 ng/mL) or db-cAMP (250
uM). B) Percentage of B3-Tubulin® cells in control and PT and db-cAMP. C) Representative

immunofluorescence images of NPCs treated with db-cAMP for 7 days showing enhanced
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neuronal differentiation, based on anti-MAP2 (microtubule-associated-protein. 2)
Immunostaining compared to the control group (D). Scale, 100um. E) Representative
immunofluorescence images of NPCs cultured for 24 h in the absence (control), db-cAMP (250
uM) presence or Frsk (50 uM) treatment. GFAP, B3-Tubulin-positive cells and nuclei are
shown in green, red, and blue, respectively. The data are representative of two independent

experiments conducted in duplicate. Data are quantified in F (* p<0.05). Scale bars, 100um.
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Figure 3: Stimulation of cAMP production augmented the proportion of cells with longer
neurites. A) Demonstration of neurite growth in the control group. B) Representation of the
neurite elongation in a group treated with 250 pM db-cAMP. The data are representative of two
independent experiments conducted in duplicate (*p<0.05). C) db-cAMP stimulation triggered
morphological changes in NPCs cells, characterized by the augmented proportion of cells with

longer neurites compared to unstimulated cells. (p<0.001).

Neural Migration (%)

Figure 4: Increasing cAMP production decreases neural migration during differentiation. A)
Cells revealed radial migration patterns from the edge of neurospheres, which were measured
following 7 days of differentiation induction (Scale bar: 100um). (B) Mean percentages + S.D.
of neural migration treated with PT (200ng / mL) or db-cAMP (250 uM), compared to the
control group, which was set to 100%. The data are representative of three independent

experiments conducted in duplicate (* p<0.05).
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Figure 5: Effects of cAMP production during differentiation of embryonic NPCs. Neural
progenitor cells (NPCs) proliferate in the presence of growth factors (GFs; EGF + FGF-2) and
forskolin (Frsk). Frsk + GFs treatment produced stronger increase in NPC proliferation
compared to cells treated with GFs alone, suggesting that GFs plus Frsk stimulated neuron-
generating division. Moreover, here, we have shown that dibutyrilcyclic adenosine
monophosphate (db-cAMP) favored neurogenesis (based on MAP2 and B 3-Tubulin-positive

cells) and decreased migration.
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4 DISCUSSAO

De acordo com o apresentado neste estudo, investigamos o papel das vias dependentes
de AMPc nos processos de desenvolvimento neuronal em NPCs. Avaliamos o efeito deste
segundo mensageiro na proliferacdo, crescimento de neuritos, neurogénese e migragao.
Observamos um aumento na proliferacio de NPCs quando expostas a forscolina e GFs
provavelmente por induzir a divisdo geradora de neurdnios. De acordo com o estudo pioneiro
de Lepski e colaboradores (2013), o AMPc promove a diferenciacao de células progenitoras
neurais através da via de modulacdo dos canais de calcio dependentes de voltagem. Assim como
em nosso estudo, os autores observaram um aumento na sinalizagdo de AMPc com forscolina,
0 que resultou na maturacdo neuronal. Estes resultados sugerem uma relacdo direta entre o
aumento da sinalizagdo de AMPc com o aumento nas correntes de Ca2+ do tipo L (LEPSKI et
al., 2013). Muito semelhante com o que foi mostrado por Horvat e Vardjan (2019) em que Ca2+
potencializa a sinalizagdo de AMPc, indicando interferéncia entre as vias de sinalizacdo de

Ca2+ e AMPc.

O aumento das células B3-Tubulint e MAP2+ apresentadas em nosso estudo,
representam o aumento na neurogénese que foi induzida pelo db-AMPc, e que também
promoveu o crescimento de neuritos. Concomitantemente a PT e o db-AMPc diminuiram o
nimero de células migratorias que se distanciaram das neuroesferas. Gilder e colaboradores
(2016), em seus estudos encontraram diminui¢do induzida por PT na migracdo de células
tumorais em células de neuroblastoma HGG. Estes achados estdo de acordo com nosso estudo,

pois observamos que PT e db-AMPc diminuem a migragao de NPCs.

Esta bem definido que a forscolina aumenta os niveis de AMPc através da estimulacao
da adenilato ciclase (TOTSUKA et al. 1983). O estudo de Fujioka e colaboradores (2004)
demonstraram que a forscolina atua na regulacdo da proliferagao e diferenciacdo neural,
mediada pela cascata de AMPc-CREB, em células-tronco neurais adultas, o que estd em
concordancia com o nosso estudo, ja que, observamos que altos niveis de AMPc desencadeados
por forscolina potencializam a proliferagdo de NPCs embrionarios estimulados com fatores de
crescimento. Portanto, ¢ possivel que a PKA e a CREB medeiem os efeitos observados no
presente estudo. De fato, tem sido sugerido que o AMPc atua como mediador da regulagao
dinamica dos microtiibulos e filamentos de actina, promovendo a migracdo de neuroblastos
(TORIYAMA et al. 2012). Segundo Zimmerman e colegas (2015), os efeitos inibitorios do

AMPc na migragdo sao prevenidos pela inibi¢do farmacoldgica da PKA em células de cancer
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pancreatico, sugerindo ainda que os efetores do AMPc controlam a migracdo celular

(BURDYGA et al. 2013).

Muioz-Llancao e colaboradores (2017) mostraram que a modulagao farmacologica da
atividade da EPAC induz a diferenciacdo celular ¢ aumenta o niumero ¢ o comprimento de
neuritos na linhagem celular N1E-115, e sugerem que o acimulo de AMPc esté relacionado a
neurogénese, ao crescimento de neuritos e ao alongamento de NPCs embrionarios (LEE, 2021).
No SNC a expressao de EPAC2 ¢ encontrada em maior abundancia em neurdnios, contudo a
regulacao da func¢do neural ¢ feita pela EPAC1 (KAWASAKI et al., 1998). Portanto, € possivel
que a EPAC tenha algum papel na diferenciagdo celular induzida por AMPc, e estudos com

drogas que bloqueiem estes efetores sdo necessarios para esclarecer este ponto.

5 CONCLUSOES

° PTX e forscolina aumentaram os niveis de AMPc; A forscolina aumentou a
percentagem de células em proliferacao; PTX e forscolina ndo alteraram a diferenciacdo de
NPCs em células gliais nem em neurdnios.

° O dibutiril AMPc¢ diminuiu o didmetro das neuroesferas mas aumentou o seu namero;
O db-AMPc aumentou a diferenciacdo de NPCs em neurdnios e nao alterou a diferenciagao de

NPCs em astrocitos.
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