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RESUMO

Visniauskas, B. Avaliacdo das alteracdes de metalopeptidases no sistema nervoso
central em modelos de privacdo de sono. 2010 Tese (Mestrado em Ciéncias) —
Universidade Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina.

Os neuropeptideos desempenham um papel fundamental no controle do ciclo vigilia-
sono e as suas acdes podem ser reguladas pela atividade das enzimas proteoliticas.
Enzimas proteoliticas sdo essenciais para metabolizacdo de neuropeptideos, seja pela
liberacdo a partir de precursores protéicos inativos ou ativos, ou pela inativacdo de
neuropeptideos ativos. Utilizando substratos com supresséo interna de fluorescéncia,
Western blot, inibidores especificos e PCR em tempo real, avaliamos as alteracdes na
expressao e atividade da enzima conversora de angiotensina-l (ECA - EC 3.4.15.1) e
thimet oligopeptidase (EP24.15 - EC 3.4.24.15) no sistema nervoso central de ratos em
modelos de privacdo de sono paradoxal. Ratos machos foram distribuidos em cinco
grupos: controle, privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96) e recuperacdo do sono
(rebote apoés privacdo 24, 48 e 96 horas apds PSP96). Encontrou-se variagbes nas
atividades, na expressdo e nos niveis de RNAm da ECA e EP24.15 em extratos do
hipotalamo, hipocampo, tronco encefalico, cértex e estriado. Mudancas significativas
nos parametros avaliados (atividade, niveis de RNAmM e expressao protéica) foram
observadas nos grupos PSP96 e nos rebotes. As alteracdes de atividade da ECA e
EP24.15 podem implicar em mudangas no metabolismo das angiotensinas, bradicinina,
peptideos opidides (dinorfinas e encefalinas), substancia P e GnRH e relacionar-se a
algumas das mudancas fisiologicas (estresse, memodria e cognicdo, nocicepcao e

alteracdes enddcrinas) observadas durante e apds a privagdo do sono.

Palavras-chaves: Enzima conversora de angiotensina-l, Thimet oligopeptidase,
privacdo de sono paradoxal, memoéria, peptideos opidides, GnRH, sistema nervoso

central.



ABSTRACT

Visniauskas, B. Sleep Deprivation and Metallopeptidases Activities Changes in Rat
Central Nervous System. 2010 Dissertation (Masther’s in sciences) — Universidade

Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina.

Neuropeptides have a fundamental role on sleep-wake cycle control and their actions
are regulated by proteolytic processing. Proteolytic enzymes are essential for the
metabolism of neuropeptides, either by release from active or inactive precursor protein,
or the inactivation of active neuropeptides. Using fluorescence resonance energy
transfer substrates, Western blot, specific inhibitors and real time PCR, we have
demonstrated changes in the expression and activity of angiotensin I-converting enzyme
(ACE - EC 3.4.15.1) and thimet oligopeptidase (EP24.15 — EC 3.4.24.15) in the central
nervous system of rats submitted to paradoxical sleep deprivation. Male rats were
distributed in 5 groups: control, paradoxical sleep deprivation during 96h (PSD96), and
sleep recovery (recovery after sleep deprivation 24, 48 and 96h after PSD96).
Alterations in the activities, expression and mRNA levels of ACE and EP24.15 were
found in extracts of the hypothalamus, hippocampus, brainstem, cortex and striatum.
Significant changes in these parameters (activity, mMRNA levels, protein expression)
were observed in groups PSD96 and recovery. Modifications on ACE and EP24.15
activities can result in alterations in the metabolism of angiotensins, bradykinin, opioid
peptides (dynorphins and enkephalins), substance P and GnRH and be related to some
of the physiological changes (stress, memory and cognition, nociception and endocrine

changes) observed during and after sleep deprivation.

Keywords: Angiotensin-I converting enzyme, Thimet oligopeptidase, paradoxical sleep

deprivation, memory, opioid peptides, GnRH, central nervous systems



1 INTRODUCAO

1.1 Sono

O sono representa um estado comportamental reversivel de desligamento da
percepcao do ambiente com modificacao do nivel de consciéncia e da responsividade a
estimulos internos e externos. Trata-se de um processo ativo envolvendo multiplos e
complexos mecanismos fisioldgicos e comportamentais em varios sistemas e regides

do sistema nervoso central (SNC) (KRYGER et al. 2005).

O estudo da fisiologia do sono tem-se destacado como area de grande interesse
tanto pelo aspecto basico, fornecendo informacdes sobre o funcionamento, regulacdo e
papel desse estado de consciéncia, quanto pelas importantes implicacdes para a saude
publica, advindas dos distlrbios de sono, como causa ou como consequéncia de outras
patologias, por exemplo, as cardiovasculares. (SIEGEL 2004;HOFFMANN et al.
2004; TUFIK 2008).

O sono nos mamiferos apresenta duas fases distintas: o sono de ondas lentas ou
NREM (non-rapid eye movement) e o sono paradoxal ou REM (rapid eye movement).
Os termos NREM e REM séao utilizados preferencialmente em humanos e sono de

ondas lentas e sono paradoxal no sono de animais (TUFIK et al. 2009).

Em humanos, as fases NREM e REM se alternam durante a noite em ciclos de
aproximadamente 90 minutos, sendo que na primeira metade da noite predomina o
sono NREM e na segunda metade o sono REM. As trés medidas necessarias para

definir os estagios do sono sédo o eletroencefalograma (registro da atividade cerebral),



eletromiograma (registro do tbnus muscular) e o eletrooculograma (registro de

movimentos oculares).

O ciclo vigilia-sono apresenta ritmo circadiano que estd sob o controle do nucleo
supraquiasmatico localizado no hipotalamo (MOORE 2007). A alternancia entre as
diferentes fases e estagios do sono € o resultado da interacdo das estruturas neurais
envolvidas no controle do sono REM (ou paradoxal), sono NREM (ou de ondas lentas) e
a vigilia. As mudancas de uma fase para outra e de estagio dependem do equilibrio
entre a excitacdo e a inibicdo dessas conexdes (STAUNTON 2005;HIPOLIDE

2008;SIEGEL 2009).

A vigilia € mantida principalmente pela acdo do sistema ativador reticular
ascendente (SARA) do tronco encefalico, do qual fazem parte os nucleos
monoaminérgicos, colinérgicos e células glutamatérgicas que se localizam ao longo de
toda a regido. Estes neurbnios projetam-se para o talamo e excitam células que, por
sua vez, projetam-se para diversas areas do cortex cerebral, produzindo a ativacéo
cortical que & uma caracteristica da vigilia. Os neurdnios reticulares do tronco cerebral
também se projetam para o hipotalamo, as células histaminérgicas da regido posterior
participam da ativacdo cortical, e para o prosencéfalo basal, que contém neurdnios
colinérgicos de projecdo para o cortex (STAUNTON 2005;HIPOLIDE 2008;SIEGEL
2009).

O sono NREM ou ondas lentas apresenta quatro estagios. O estagio | é a
transicdo entre a vigilia e o sono, caracterizado pela lentificacdo do EEG. No estagio Il

surgem os fusos, que sdo rajadas de disparo neuronal com alta freqiéncia, ondas de



alta voltagem e alta amplitude. Nos estégios Il e 1V, mais profundos (predominio de
ondas lentas), diminui a frequéncia de surgimento dos fusos. Nesta fase, a atividade
neuronal é baixa, diminui o tdnus muscular, a taxa metabdlica e a temperatura corporal
atingem seus menores niveis. HA um decréscimo na atividade simpética, com

diminuicao da freqtiéncia cardiaca e da pressao arterial. (HOFFMANN et al. 2004)

O sono REM ou paradoxal ndo possui estagios, mas apresenta eventos fasicos
(repetitivos) e eventos tonicos (constantes durante todo o episodio de REM). Os
eventos fasicos sdo os movimentos oculares rapidos (REM — rapid eye movement),
flutuacbes cardio-respiratérias, erecfes penianas e entumescimento clitoriano,
pequenos abalos musculares e as ondas ponto-geniculo-occipitais (PGO) no EEG. Os
eventos tonicos sdo a atonia muscular, a dessincronizacdo do EEG (que se torna
semelhante ao da vigilia), a perda do controle autonémico da temperatura (STAUNTON

2005;HIPOLIDE 2008;SIEGEL 2009).

O sono paradoxal ou REM ¢é regido pelo sistema colinérgico. Nesta fase ha
aumento no disparo das células colinérgicas da regido denominada tegmento
pedunculo-pontino/latero-dorsal (PPT/LDT) no tronco cerebral e também em células
colinérgicas do prosencéfalo basal. Ao contrario da vigilia, as células noradrenérgicas,
localizadas principalmente no locus ceruleus (LC), e as serotonérgicas dos nucleos da
rafe apresentam atividade significativamente reduzida, sugerindo o papel destes
neurotransmissores na geracao do sono paradoxal. O sono paradoxal pode ser inibido
pela estimulacdo de células do LC ou pelo bloqueio de receptores glutamatérgicos no

LDT/PPT. Os neurdnios do nucleo da rafe, quando inativos, permitem o surgimento das



ondas PGO. Existem dois tipos de neurénios: sp-on, inativos durante a vigilia e o sono
de ondas lentas, mas extremamente ativos durante o sono paradoxal; estdo distribuidos
ao longo da regido pontina PPT/LDT, sugerindo atuacdo na supressdo do tonus
muscular no sono paradoxal por meio de projecdes excitatérias ao tronco cerebral
inferior e, a partir dai, por projecdes inibitérias aos motoneurdnios da medula espinhal.
Os neurbnios sp-off estdo continuamente ativos durante a vigilia, mas tornam-se quase
inativos durante o sono paradoxal, sendo que alguns destes neurdnios sdo 0s
noradrenérgicos e serotonérgicos do LC e da rafe. O mecanismo dos movimentos
rapidos dos olhos parece ser dependente dos nucleos vestibulares, que por sua vez,
produzem os efeitos éculo motores por meio da complexa circuitaria neuronal existente
ao nivel do coliculo superior e do tegmento mesencefalico (STAUNTON

2005;HIPOLIDE 2008;SIEGEL 2009).

Vérias evidéncias indicam que o nucleo do trato solitario (NTS) esteja envolvido
na geracao do sono (HIPOLIDE 2008). Estimulacéo elétrica de baixa frequéncia no NTS
produz sincronizacao cortical, um indicativo de sono sincronizado. E ao contrario, lesédo
desta estrutura produz dessincronizacdo do EEG em animais que estavam dormindo. O
NTS projeta-se para o talamo, hipotalamo, regido pré-éptica, amigdala, mas néo para o
cortex (HIPOLIDE 2008).

O sono de ondas lentas ou NREM esta associado ao aumento da atividade de
células da area nucleo pré-6ptico ventro-lateral (VLPO). Esta regidao contém células
gabaérgicas que projetam para o nucleo tubero-mamilar do hipotdlamo posterior e para

0s nucleos colinérgicos e monoaminérgicos do tronco encefalico, tendo entdo uma acéao



inibitéria sobre os geradores da vigilia e da ativagdo cortical. Durante o sono NREM as
células gabaérgicas do nucleo reticular do tdlamo tém seu modo de disparo alterado
devido a auséncia da influéncia das monoaminas e da acetilcolina (STAUNTON
2005;HIPOLIDE 2008;SIEGEL 2009). Estes neurdnios passam a apresentar um ritmo
de disparo em rajadas (bursts) de potencias de acdo, que hiperpolarizam os neurdnios
talamo-corticais e geram os fusos registrados nos estagios Il e Ill do sono NREM. A
medida que o sono se aprofunda, os neurbnios talamo-corticais tornam-se cada vez
mais hiperpolarizados, e neste estado passam a gerar o ritmo delta, sincronizando as
células corticais. No estagio mais profundo do sono NREM, os neurbnios corticais
passam a gerar seu proprio ritmo espontaneo de ondas lentas, disparando de maneira

altamente sincronizada (STAUNTON 2005;HIPOLIDE 2008;SIEGEL 2009).

1.2 Neuropeptideos e sono

Os neuropeptideos participam na regulacdo das fungdes do SNC como
nocicepgao, cognicdo, modulacdo do estresse, consumo alimentar, tdbnus adrenérgico
(HOOK et al. 1994) e na regulacdo dos estados de vigilia-sono (STEIGER and
HOLSBOER 1997) entre outras. Os peptideos ACTH, fator liberador de corticotrofina
(CRF ou CRH), arginina vasopressina e substancia P facilitam a vigilia e, portanto
exercem um papel modulador no sono (HIPOLIDE 2008).

O neuropeptideo orexina, também chamado de hipocretina, sintetizado
exclusivamente na area peri-fornical da regido tuberal do hipotalamo, € descrito como

um potente promotor de efeitos no ciclo vigilia- sono. Além de estimular a alimentagéo



promove a vigilia (TAHERI and HAFIZI 2002). Pedrazzoli e colaboradores mostraram
gue no liquido cefalorraquidiano de ratos privados de sono por 96 horas ocorre aumento
de orexina/hipocretina sugerindo, que 0s niveis desse neuropeptideo permanecem
elevados devido ao processo de adaptacdo e a vigilia forcada, levando
consequentemente ao aumento de consumo alimentar (PEDRAZZOLI et al. 2004). A
deficiéncia do sistema orexina/hipocretina esta diretamente relacionada ao distarbio de
sono conhecido como narcolepsia, tanto em humanos quanto em caes e camundongos

(CHEMELLI et al. 1999).

Os peptideos somatostatina, opidides e hormdnio estimulante de melandécitos
(MSH) sao considerados substancias hipnogénicas, ou seja, induzem sono. Esses
peptideos co-localizam com neurotransmissores e funcionam como neuromoduladores.
Porém existem poucas evidéncias indicando que a auséncia de um desses peptideos
resultaria em insdnia prolongada (PROSPERO-GARCIA and MENDEZ-DIAZ
2004;HIPOLIDE 2008)..

Em estudos humanos e pré-clinicos mostrou-se que a administracao periférica de
varios peptideos resulta em mudancas especificas no EEG do sono em seres humanos
(STEIGER and HOLSBOER 1997). Trabalho de revisdo de Axel Steiger mostrou que o
neuropeptideo somatostatina, quando administrado ICV, aumenta o sono paradoxal em
ratos e aumenta os niveis circulantes de GH. A grelina também quando administrada
ICV promove sono, especificamente sono de ondas lentas e aumenta os niveis séricos
de GH. A vasopressina, 0 mais importante cofator para acdo do CRH no stress,

aumenta a vigilia em ratos (STEIGER and HOLSBOER 1997).



Andersen e colaboradores analisaram o envolvimento da substancia P no ciclo
vigilia-sono. Ao administrar-se substancia P em camundongos C57BL/6J, sem ativar 0s
mecanismos de dor, verificou-se reducéo da eficiéncia do sono, aumento da laténcia do
sono e aumento da frequéncia de despertares. Portanto a substancia P produziu

alteragbes marcantes no ciclo vigilia-sono desses animais (ANDERSEN et al. 2006).

Cape e colaboradores mostraram que a neurotensina administrada nos
neurénios colinérgicos do prosencefalo basal reduz o sono de ondas lentas, sono

paradoxal e aumenta a frequéncia de despertares (CAPE et al. 2000).

Estudo realizado com mulheres adultas mostrou que 0 sono parece exercer
profundos efeitos sobre a secrecdo de gonadotrofinas (ROSSMANITH 1998). Durante a
primeira fase folicular do ciclo menstrual ocorre uma secregao tardia do hormodnio
luteinizante (LH) e aumento na amplitude dos pulsos do LH no periodo do sono. Esse
fendbmeno parece estar associado com aumento da atividade opidide no hipotalamo,
pois a respostas hipofisaria ao horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH ou LHRH)
ndo esta modificada mas o antagonista opidide naloxona reduz a secrecdo de LH no
sono (ROSSMANITH 1998).

A administracdo intravenosa do neuropeptideo Y em individuos jovens normais
do sexo masculino levou a uma diminui¢cdo na laténcia do sono e aumento de estagio Il

da fase NREM (ANTONIJEVIC et al. 2000).

1.3 Enzimas proteoliticas e neuropeptideos

Enzimas proteoliticas também sdo denominadas proteases ou peptidases,



correspondem a enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das
proteinas. Participam, entre muitas outras fung¢des, na geracdo ou inativacdo de
peptideos biologicamente ativos. Por estarem gerando novas moléculas bioativas e
também por metabolizarem apresentam uma grande relevancia no controle de varios
processos bioldgicos em todos os organismos vivos (LOPEZ-OTIN and BOND 2008).

Com base no mecanismo de catalise e natureza quimica do residuo de
aminoécido presente no sitio catalitico as protease sdo dividias em cinco classes:
aspartico peptidases, glutdmico peptidases, metalopeptidases, cisteinopeptidases,
serinopeptidases e treoninapeptidases. Como resultado direto das multiplas acdes sao
responsaveis na regulacdo do destino, localizacdo e atividade de muitas proteinas,
modulam interacdes entre proteinas-proteinas, contribuem para a transformacédo de
informacéo celular e na geracdo, transducdo e amplificacdo de sinais moleculares
(LOPEZ-OTIN and BOND 2008).

Os neuropeptideos inicialmente sao sintetizados como precursores inativos
como, por exemplo, a pré-pré-encefalina, pré-pro-opiomelanocortina e pré-pro-
neuropeptideo Y. A geracdo dos pro-neuropeptideos e neuropeptideos é feita por
enzimas proteoliticas classicamente enzimas intracelulares da familia das subtilisinas
(furinas e convertases) que reconhecem pares de residuos basicos, Lys-Arg, Arg-Arg,
Arg-Lys,Lys-Arg como sitio de clivagem para geracéo de proteinas maduras. (HOOK et
al. 1994;ZHOU et al. 1999;SEIDAH and PRAT 2002). Em seguida outras pepitdases
(aminopeptidases, carboxipeptidases e endopeptidases) podem participar na geracao

do peptideo ativo. Recentemente demonstrou-se em animais knockout que a catepsina



L tem papel importante na geracdo de neuropeptideos (HOOK 2006;HOOK et al.
2008;FUNKELSTEIN et al. 2009).

A catepsina L e proteinas convertases (PC) sao endopeptidases que a partir da
POMC geram varios neuropeptideos ativos. Por exemplo, a POMC é hidrolisada pela
enzima pro-hormonio convertase 1 (PC1) que gera o ACTH e a carboxipeptidase E
gera MSH dos 2 tipos a e y (a-MSH) e (y-MSH). A conversdo da POMC em varios
diferentes neurotransmissores e hormonios peptidicos é realizada de forma especifica
nos tecidos. Por exemplo, o ACTH ¢é produzido a partir de POMC na hipéfise anterior,
mas a-MSH e B-endorfina sao produzidas a partir de POMC na hipéfise (HOOK 2006).

Os precursores protéicos podem conter uma ou varias copias do mesmo
neuropeptideo, por exemplo, o precursor pré-pré-encefalina contém multilplas copias de
encefalinas, enquanto o precursor pré-pro-neuropeptideo Y contém apenas uma copia
do neuropeptideo ativo (HOOK 2006).

Embora exemplos das diversas familias de proteases (aspartil, serino, cisteinil e
metalopeptidases) sdo encontradas no SNC, a grande maioria das enzimas descritas,
envolvidas no metabolismo de peptideos, pertence a classe das metalopeptidases
(SHRIMPTON et al. 2002). As metalopeptidases apresentam no sitio ativo um cation
divalente Zn?*, que é responsavel pela ativacédo da molécula de 4gua que, por sua vez,
catalisa a hidrolise da ligacédo peptidica. Duas metalopeptidases muito importantes na
geracdo e metabolizacdo de peptideos biologicamente ativos sdo a enzima conversora
de angiotensina-l e thimet oligopeptidase (SHRIMPTON et al. 2002;BOHLEN UND and

ALBRECHT 2006).



1.3.1 Enzima conversora de angiotensina-l (ECA, EC. 3.4.15.1))

A ECA é uma metalopeptidases da familia M2 do clda MA (Banco de dados
MEROPS 2010). A ECA é uma ectoenzima de membrana e estd amplamente
distribuida no organismo dos mamiferos (PAUL et al. 2006;BADER 2010), sendo
também encontrada nas células do SNC (BOHLEN UND and ALBRECHT 2006). Uma
forma sollvel, resultante da clivagem da enzima de membrana é encontrada no plasma
(WEI et al. 1991), fluidos corpéreos como a urina, (HATTORI et al. 2000), liquor e

liquido amniotico (PAUL et al. 2006).

A ECA apresenta duas isoformas: forma somatica, contendo dois sitios (N- e C-
terminal) com alta massa molecular (150-180 kDa) presente no endotélio, epitélio e
células neuroepiteliais e a isoforma menor (90-110 kDa) presente em células
germinativas, correspondente ao dominio carboxi-terminal da forma somatica (EHLERS

et al. 1989).

Ingrid Fleming tem sugerido uma nova agédo da ECA, como um transdutor de
sinal. A ECA é fosforilada na Ser-1270, na sua porc¢ao intracelular, pela proteina kinase
C que desencadeia uma cascata de sinalizacdo via ativagdo de c-Jun que pode levar
aumento de ciclooxigenase-2 (COX-2) e influenciar na expressédo génica (FLEMING et

al. 2006).
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1.3.1.1 Fungdes fisioldgicas

1.3.1.2 Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)

A acdo do SRAA no sistema circulatério e na manutencéo da pressao arterial é
conhecida ha décadas (PAUL et al. 2006). O SRAA é responsavel por regular a pressao
arterial. Uma das principais funcdes da ECA é a sua participacdo no sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Quando ocorre a queda no fluxo sangtineo renal, que pode
ter sido provocada pela diminuicdo da pressédo arterial, a protease &acida renina
(EC.3.4.23.15) é secretada no sangue pelas células justaglomerulares renais. A renina
age sobre o angiotensinogénio (a - globulina sintetizada no figado e tecidos adiposos e
liberado na circulacdo) liberando o decapeptideo angiotensina | ou Ang | (Asp-Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu). Este é convertido em Ang Il (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-
Phe) pela acdo da ECA que cliva o di-peptideo His-Leu, na por¢cdo C-terminal da Ang |I.
A acao biologica do SRAA é mediada pelo octapeptideo Ang Il através dos receptores
especificos de Ang Il, denominados AT; e AT,. O peptideo Ang Il € um potente agente
vasoconstritor, a qual leva a um aumento na resisténcia periférica e, consequentemente
aumento de pressao arterial. A Ang Il circulante além do seu efeito vasoconstritor, pode
estimular a secrecdo de aldosterona no cortex adrenal aumentando a retencéo renal de
sodio (através da aldosterona) e agua (através da liberagdo de vasopressina) (BADER
2010). A Ang Il circulante pode atravessar a regido do orgéao circunventricular (CVOs), e
ativar o orgdo subfornical que envia projecdes para nucleo paraventricular que modula

diretamente a atividade simpética.

11



Figura 1. Representacdo esquematica do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e seus efeitos fisiolégicos nos diferentes tecidos.
Modificado (BADER 2010).

Recentemente novos componentes do SRAA foram descritos (PAUL et al. 2006).
Através da enzima conversora da angiotensina Il (ECA-2; EC. 3.4.17.23), que retira
fenilalanina da porcdo amino terminal da Ang Il gerando Ang 1-7 (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro). A Ang 1-7 promove vasodilatagdo e diminuicdo da pressao arterial, este
peptideo é ligante do receptor Mas que € expresso no cérebro, testiculos, rins, coracdo

e vasos (BADER 2010).
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Ha mais de 30 anos demonstrou-se que o angiotensinogénio, a renina e a ECA
sdo também sintetizadas em regides do cérebro (FISCHER-FERRARO et al. 1971).
Varias revisfes recentes ressaltam a importancia e possiveis implicagdes da existéncia
do sistema SRAA completo no cérebro (MCKINLEY et al. 2003;PAUL et al.
2006;BOHLEN UND and ALBRECHT 2006;WRIGHT et al. 2008;ALBRECHT 2010). Os
fragmentos Ang Il (Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) e Ang IV (Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe),
cuja funcdo era desconhecida, foram descritos no sistema nervoso central (PAUL et al.
2006;BOHLEN UND and ALBRECHT 2006). A formacdo de Ang lll se da a partir da
metabolizagdo pela aminopeptidase A (EC. 3.4.11.7) na Ang ll, retirando o aspartato
amino terminal. A acdo subsequiente da aminopeptidase N (EC. 3.4.11.2), remove a
arginina e promove a formacéo de Ang IV.

A presenca dos componentes do SRAA foi mostrada com técnicas de imuno-
histoquimica, hibridizacdo in situ, auto-radiografia e ensaios de competicdo. Algumas
regides mostraram uma marcacdo predominante nas regides do hipotalamo como no
orgao circunventricular, nucleo do trato solitario e nucleo paraventricular, estriado,
medula ventrolateral, hipocampo, cértex pré-frontal (MCKINLEY et al. 2004;PAUL et al.
2006). Os receptores ATy, AT,, AT3 e AT, estdo presentes diversas regidbes do SNC
(MCKINLEY et al. 2003).

No SNC o receptor AT1 e Ang Il séo sintetizados localmente nas regides da area
postrema, oOrgdo vascular da lamina terminal e 6rgado subfornical. Podendo enviar
projecdes angiotensinérgicas para o nucleo paraventricular, ndcleo supra-optico, nacleo

do trato solitéario e medula ventrolateral. Estudos sugerem gque a Ang Il pode agir como
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neurotransmissor (MCKINLEY et al. 2004;ALBRECHT 2010). A Ang Il pode estimular
neurdnios do oOrgdo subfornical, que envia proje¢cBes para 0s nucleos pré-opticos
medianos. Essas proje¢des angiotensinérgicas para o nucleo pré-optico conectam com
0 nucleo paraventricular para liberar vasopressina, aumentando a atividade simpatica e
consequentemente a pressédo arterial. Também tem sido sugerido que os fragmentos
Ang IV e Ang 1-7 também podem agir como neurotransmissores (ALBRECHT 2010).
Além de gerar Ang Il no SNC, o SRAA, em particular a ECA esta envolvido no
processamento de neuropeptideos, regulacdo sistémica da pressdo arterial,
manutencdo do balanco de eletrdlitos (PAUL et al. 2006), estimulacdo do
comportamento da sede (MCKINLEY et al. 2004), modulacdo do apetite por sal e

parece também afetar o aprendizado e memoria (WRIGHT et al. 2008).

1.3.1.3 ECA e sistema calicreina-cininas

Outra importante fungdo da ECA é inativar o peptideo vasodilatador bradicinina
(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg). Esse sistema esta envolvido na transmissao
de dor (DRAY and PERKINS 1993), controle da presséao arterial (SCHOLKENS 1996) e
no processo de geracdo e manutencdo do estado inflamatério (BHOOLA et al. 1992).
Trabalhos recentes indicam que na membrana celular a ECA e o receptor de bradicinina
B2 podem interagir resultando na modulagcédo das respectivas atividades (SABATINI et

al. 2008).
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1.3.1.4 Substratos da ECA in vitro e in vivo

A ECA é uma carboxidipeptidase que age na extremidade carboxi-terminal livre
liberando, em geral, dois residuos de aminoécidos e pode atuar sobre diversos
oligopeptideos biologicamente ativos (ACHARYA et al. 2003). Além da Ang | e
bradicinina, ensaios in vitro mostraram que a ECA pode hidrolisar hemopressina (RIOLI
et al. 2003), peptideo B-amildide (MINERS et al. 2008), corticotrofina (SCHOLZEN et al.
2007), neurotensina (SKIDGEL and ERDOS 2004) e os peptideos opioides, p-endorfina,
met-encefalina e dinorfina (AKAHORI et al. 2008). Foi mostrado que na substancia P a

ECA pode gerar dipeptideo e tripeptideo (SKIDGEL and ERDOS 2004).

A ECA hidrolisa in vitro (RIEGER et al. 1993) e in vivo (JUNOT et al. 2001) o
tetrapeptideo Ac-SDKP (N-Acetil-Ser-Asp-Lys-Pro). Este peptideo regula negativamente
a hematopoese, impedindo que as células pluripotentes da medula 6ssea entrem na
fase S do ciclo celular. A inibicdo da enzima na medula 6ssea resulta no acimulo do

peptideo Ac-SDKP (HAZNEDAROGLU and OZTURK 2003).

Na literatura estédo descritos muitos substratos para avaliar a atividade da ECA. A
primeira metodologia foi desenvolvida por Friedland & Silverstein em 1977 que utiliza o
substrato Hip-His-Leu. A atividade da ECA é determinada pela velocidade de geracao
do dipeptideo His-Leu que é derivatizado e medido no fluorimetro (FRIEDLAND and
SILVERSTEIN 1976). Recentemente, para avaliar a atividade da ECA, foi descrito um
substrato fluorogénico de alta sensibilidade e especificidade, Abz-Phe-Arg-Lys(Dnp)-
Pro-OH, para dosagem em fluidos em tecido humano e de rato. (ALVES et al.

2005;CARMONA et al. 2009). Outro substrato, derivado da sequéncia Ac-SDKP (Abz-
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Ser-Asp-Lys(Dnp)-P-OH) permite ainda distinguir seletivamente entre a atividade do
sitio N-terminal e C-terminal da ECA, sendo praticamente hidrolisado apenas pelo

dominio N-terminal (ARAUJO et al. 2000).

1.3.2 Thimet oligopeptidase (EP24.15, TOP, EC 3.4.24.15)

A thimet oligopeptidase ou endopeptidase 24.15 (EP24.15) pertence a familia M3
das metalopeptidases. A EP24.15 esta presente em aves e mamiferos e muito
certamente em mais grupos de animais (TISLJAR 1993). Orlowski e colaboradores em
1983 isolaram EP24.15 de extrato de cérebro de ratos (ORLOWSKI et al. 1983).
Inicialmente confundida com oligopeptidase A (EC 3.4.22.19) descrita anteriormente por
Camargo e Graeff (CAMARGO and GRAEFF 1969) foi posteriormente identificada
como uma nova enzima recebendo a classificacédo EC. 3.4.24.15 (CAMARGO 1991).

Experimentos imuno-histoquimicos em cérebro de rato revelaram uma marcagéo
dominantemente nuclear para EP24.15, porém, apdés o sub-fracionamento celular, a
fracdo nuclear obtida do cérebro de rato apresenta pouca atividade enzimatica
(TISLJAR 1993). Experimentos de microscopia eletrénica confirmam a presenca de
EP24.15 no nucleo de células de cérebro de rato, e também no citoplasma
(FONTENELE-NETO et al. 2001). Esse estudo mostrou que nos compartimentos
neuronais a EP24.15 esta associada as membranas dos elementos secretérios, como o
cis-Golgi, organelas tubo vesiculares, endossomos e finalmente as vesiculas sinapticas
(FONTENELE-NETO et al. 2001), confirmando outro estudo anterior em que a EP24.15

foi também identificada associada as membranas sinapticas do cérebro de rato (ACKER
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et al. 1987). A maior parte da atividade da EP24.15 é obtida na fracdo soluvel do
citoplasma, onde pode estar participando da degradacdo de oligopeptideos
(FONTENELE-NETO et al. 2001). Recentemente foi mostrado que a EP24.15 pode ser
secretada 0 que parece ocorrer através de uma via secretéria ndo convencional, e
depende da interagcdo com a proteina 14.3.3 (CARRENO et al. 2005) e calmodulina
(RUSSO et al. 2009). Portanto a EP24.15 esta presente no nucleo, citoplasma e no
meio extracelular, sugerindo que a enzima pode trafegar por esses 3 compartimentos

celulares.

1.3.2.1 Funcdes fisioldgicas

O metabolismo de peptideos no citoplasma € um importante aspecto da
proteodlise celular em que a EP24.15 parece estar envolvida, devido a sua presenga no
citoplasma e também a presenca de peptideos possiveis substratos da EP24.15. Essa
endopeptidase tem sua acao restrita a peptideos entre 6 a 17 residuos de aminoacidos,
tamanho que inclui véarios peptideos biologicamente ativos (OLIVEIRA et al. 2001).
Foram descritos substratos in vitro como a somatostatina, Ang | gerando Ang 1-7,
neurotensina (VINCENT et al. 1997), e os peptideos opidides como dinofirna A;.g, B-
neoendorfina (SHRIMPTON et al. 2002) e nociceptina/orfanina (NOBLE and ROQUES
1997) e in vivo como a bradicinina (SANDEN et al. 2008) e o GnRH (MOLINEAUX et al.

1988a;WU et al. 1997).

A EP24.15 pode hidrolisar os peptideos que sao gerados pelo proteasoma, de

fato, essa teoria foi verificada em dois trabalhos (SILVA et al. 1999;PORTARO et al.
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1999) onde se mostrou que os epitopos apresentados pelo MHC classe | ndo sao
hidrolisados eficientemente pela EP24.15 in vitro, podendo ser considerados inibidores
competitivos com alta afinidade por esta protease. Mostrou-se ainda que a
apresentacao destes epitopos possa ser modulada pelo inibidor da EP24.15 (CPP-AAY-
pAb) e/ou pela adicdo desta enzima em um sistema onde se mede a proliferagéo de
células T CD8 (SILVA et al. 1999). Juntos estes trabalhos indicam fortemente que a
EP24.15 tem um papel importante nesta rota de apresentacdo dos peptideos
antigénicos, e ainda que esta pode estar protegendo estes peptideos no citoplasma, e
nao os degradando como seria esperado por se tratar de uma peptidase. Embora exista
ainda alguma controvérsia sobre a funcdo exata da EP24.15 nesse sistema, (SILVA et
al. 1999;SARIC et al. 2001), parece claro que essa protease desempenha um papel
essencial na apresentacdo dos antigenos peptidicos gerados no citoplasma (ROCK et

al. 2004).

1.3.2.2 Substratos da EP24.15 in vivo e in vitro

Alguns trabalhos mostram atividade da EP24.15 in vivo e in vitro sobre a
bradicinina (SHRIMPTON and SMITH 2000;SANDEN et al. 2008). A EP24.15 modula
negativamente a resposta do receptor B2, e age como uma peptidase intracelular na
degradacdo de bradicinina internalizada através deste receptor (SANDEN et al. 2008).
Foram mostradas evidéncias da secrecédo da EP24.15 pelo epitélio da traquéia bovina,
sendo nesse tecido a principal via de metabolizac&o da bradicinina (DENDORFER et al.

1997). No figado de rato uma peptidase, primeiramente denominada de BIE
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(Bradykinin-Inactivating-Endopeptidase) tem grande semelhanca com a EP24.15 e
apresenta importante participagdo na degradacdo da bradicinina (MOLINA et al.

1996;MOLINA et al. 2000)

Outros trabalhos tém sugerido uma participacdo da EP24.15 na doenca de
Alzheimer. Sugere-se a acado direta da EP24.15 sobre a proteina precursora do
peptideo B-amildide, com a liberacdo desse peptideo (KOIKE et al. 1999) , o que é
pouco provavel pois se trata de uma proteina grande. Outro trabalho sugere uma acéo
indireta da EP24.15 porém mostrando que a atividade da enzima € essencial para a
liberagao do peptideo p-amildide (YAMIN ET AL. 1999;SHRIMPTON ET AL. 2002).

O GnRH ou LHRH é um decapeptideo (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly-NH2) sintetizado no nucleo arqueado e tem projecdo para axonios da eminéncia
mediana do hipotalamo (ROSSMANITH 1998) que atua sobre a hipéfise promovendo a
liberagcdo dos hormonios FSH e LH que vao atuar estimulando os ovarios e testiculos. A
EP24.15 esta localizada na regido da eminéncia mediana associada com GnRH nos
terminais axonais (WU et al. 1997), sugerindo uma relacdo funcional entre a
endopeptidase e hormonio (WU et al. 2009). Tullai e colaboradores demonstraram que
a EP24.15 pode ser fosforilada in vitro pela proteina quinase A na Ser-644 modificando
0S parametros cinéticos para hidrolise do GnRH (TULLAI et al. 2000).

A neurolisina (EC.3.4.24.16 ou EP24.16) é uma metaloprotease com grande
similaridade de sequéncia com a EP24.15. O peptideo neurotensina (pGlu-Leu-tyr-Glu-
Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu), um importante neurotransmissor (CAPE et al.

2000) é clivado na ligacdo Arg-Arg pela EP24.15 e Pro-Tyr pela EP24.16, gerando dois
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fragmentos inativos (CHECLER et al. 1983).

1.4 Privagéo de sono

Devido as exigéncias e oportunidades da sociedade moderna tornou-se habito a
reducdo do tempo de dormir. A prevaléncia de distlrbios de sono e a restricdo crbnica
de sono tém aumentado nos habitantes em cidades industrializadas (TUFIK et al. 2009).
Efeitos da privacdo de sono no balanco energético tém sido relatado durante décadas

(SPIEGEL et al. 2005).

Em seres humanos algumas das condi¢gdes de privagdo de sono séo a insénia e
a sindrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS). Estudo realizado pelo Departamento
de Psicobiologia da UNFESP em 2007 na cidade de S&o Paulo com 1054 voluntarios

mostrou que 32,8% dos individuos apresentavam SAOS (TUFIK et al. 2010).

A privacao de sono é uma das principais ferramentas de estudo que nos levam a

compreensao da fisiologia e dos mecanismos de regulacéo do ciclo vigilia-sono.

A importancia do sono paradoxal ou REM foi comprovada mediante estudos de
supressédo desta fase do sono. Em humanos e em animais, observou-se que a medida
gue aumenta o tempo de privacdo de sono paradoxal estimulos mais intensos e mais
frequientes sdo necessarias para impedir que ele entre nessa fase do sono. Nos casos
extremos torna-se praticamente impossivel impedir a entrada em sono REM
(SUCHECKI and D'ALMEIDA V 2008). Outra evidéncia da importancia do sono
paradoxal é o chamado efeito rebote. Ap6s um periodo de privacdo de sono paradoxal

(PSP), na noite de recuperacédo o individuo tem maior quantidade de sono paradoxal,

20



aparentemente como compensacao do periodo perdido. Esse efeito ocorre tanto em
humanos quanto em animais (SUCHECKI and D'ALMEIDA V 2008; TUFIK et al. 2009).
Na privacdo de sono paradoxal sdo encontradas alteragbes no comportamento
sexual (ANDERSEN et al. 2000;ANDERSEN et al. 2004b;ANDERSEN et al.
2009;CALEGARE et al. 2010), estresse oxidativo (D'ALMEIDA et al. 1997;D'ALMEIDA
et al. 1998;DE OLIVEIRA et al. 2002;CALEGARE et al. 2010), ansiedade e depressao
(ADRIEN 2002), aprendizagem e memoria (SILVA et al. 2004;ALVARENGA et al. 2009),
balanco energético, resisténcia a insulina e obesidade (SPIEGEL et al. 2005;VAN

CAUTER et al. 2008;KOBAN et al. 2008) entre muitas outras (TUFIK et al. 2009).

1.4.1 Modelos de privagcao de sono

A adocédo de modelos animais em experimentos de privacdo de sono tornou-se
necesséria, permitindo que fossem feitas avaliagbes bioquimicas, farmacoldgicas,
neuronatdbmicas e comportamentais. Ratos (Rattus novergicus) e camundongos (Mus
musculus) séo frequentemente utilizados em estudos de vigilia, privacéo e restricdo de
sono. Estes animais apresentam sono polifasico (varios ciclos sono-vigilia por dia) e
dormem aproximadamente 13 horas. A andlise do EEG mostrou semelhancas ao sono

humano (TIMO-IARIA et al. 1970;STAUNTON 2005).
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1.4.2 Métodos de privacédo de sono

Alguns métodos instrumentais foram desenvolvidos para reduzir, suprimir ou
privar animais de sono paradoxal. A primeira metodologia instrumental para a PSP em
animais foi a técnica flower-pot, desenvolvida por Jouvet e colaboradores (JOUVET et
al. 1964). Nesse estudo eram utilizados gatos que ficavam posicionados sobre um vaso
de flor (flower-pot) invertido com o nivel da agua abaixo da sua superficie. A atonia
muscular presente no sono paradoxal faz com que o animal acorde ao encostar o
focinho ou, ainda, o corpo inteiro na agua. Pouco tempo depois, este método foi
adaptado para ratos por Cohen e Dement utilizando plataforma circulares de 6,5 cm de
diametro (COHEN and DEMENT 1965). O grupo controle era colocado sobre uma
plataforma de 14 cm de diametro sob as mesmas condicbes ambientais. Estudo
posterior mostrou que o0 grupo controle perdia 50% de sono paradoxal.
(PORKKAHEISKANEN et al. 1995). Essa metodologia recebeu outras criticas por
manter o animal em isolamento e restringir oS movimentos, o que poderia levar a
interpretacdes erradas dos resultados (SUCHECKI and D'ALMEIDA V 2008). Outros
estudos foram realizados para discriminar as alteracdes observadas apés a PSP e
reduzir os efeitos do estresse. Na tentativa de eliminar a restricdo de movimento Van
Hulzen e Cohen propuseram a plataforma mdultipla. O rato é colocado dentro de um
grande tanque de agua contendo sete plataformas permitindo que o animal se
movimente (VAN HULZEN and COENEN 1981). Mas essa metodologia ndo eliminava o
isolamento social, Suchecki e Tufik propuseram o método da plataforma mdultipla

modificada (MPMM), utilizando grupos socialmente estaveis (10 animais de uma
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gaiola), em vez de animais provenientes de varias gaiolas. Os resultados deste trabalho
sugerem que a variaveis relacionadas com o estresse do MMPM podem ser atenuadas
em grupos estaveis (SUCHECKI and TUFIK 2000). Recentemente estudo do mesmo
grupo mostrou que durante o periodo de PSP96, o MPMM foi capaz de suprimir
totalmente o sono paradoxal nos animais e que também reduzia em 38% o sono de
ondas lentas (MACHADO et al. 2004). Portanto essa técnica é denominada de privacdo

de sono paradoxal.

Foi proposto também um modelo crénico de privacéo, a restricdo de sono. Esse
método consiste em submeter os animais a plataforma multipla por 18 horas (inicio as
16 h) durante 21 dias. Apos cada periodo de 18 horas de PS, os ratos podem dormir
por seis horas (janela de sono iniciando as 10 h). Como resultado da restricdo, obtem-
se uma supressdo completa da PSP e perda do sono de ondas lentas, que séo
parcialmente compensados durante a janela de dormir de 6 h. A escolha desse intervalo
de tempo (10 h as 16 h) deve-se ao fato de ser o periodo em que 0 sono paradoxal
atinge sua maior concentragdo e o sono de ondas lentas € estabilizado (MACHADO et

al. 2005).

Outro método descrito usado para suprimir 0 sono, o gentle handling, consiste
em manusear delicadamente o animal assim que este apresenta indicios de sonoléncia
(SANTOS et al. 2008a;CALEGARE et al. 2010). Este método permite tanto a privacéao
total do sono quanto a fragmentagcéao do sono.

O método do disco giratério consiste em colocar dois animais (um privado de

sono e outro controle) sobre um disco giratorio. Por meio do registro polissonogréafico o
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computador é acionado toda vez que o rato experimental inicia 0 sono que se deseja
suprimir, assim o disco comeca a girar. O animal experimental precisa andar no sentido
contrario ao do disco para ndo cair na agua. O animal controle também se encontra no
mesmo disco tem que se locomover podendo ser acordado em fases nao determinadas
do seu ciclo sono-vigilia. Essa metodologia recebeu algumas criticas como a locomocao
forcada que o animal é obrigado a executar, a falta de um controle adequado, ja que o
animal controle do disco pode ser também parcialmente privado de sono

(RECHTSCHAFFEN et al. 1983).
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2 OBJETIVOS

Considerando a importancia das metalopeptidases na metabolizacdo de
neuropeptideos envolvidos do SNC e na regulagcdo do sono procuramos determinar o
efeito da privacdo de sono paradoxal em ratos sobre a expressao e atividade de duas
importantes peptidases a ECA e EP24.15.

Espera-se também correlacionar as variagdes de expressao e atividades dessas
peptidases com os efeitos observados da privagcéo de sono sob diversos sistemas como
cardiovascular, enddécrino, reprodutor e nas fungdes nociceptivas, cognitivas e de

resposta ao estresse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese de peptideos em fase sélida

Para avaliar a atividade das enzimas ECA e EP24.15 utilizamos substratos
peptidicos com supressao intramolecular de fluorescéncia. Estes substratos foram
desenvolvidos para tornar mais sensivel e rapida a determinacdo da atividade de
enzimas proteoliticas (CHAGAS et al. 1991;HIRATA et al. 1994) e tém sido usados com
sucesso no estudo de especificidade de todas as classes de peptidases (CARMONA et

al. 2009).

Nestes substratos, do tipo Abz-peptidil-EDDnp, na por¢cdo amino-terminal esta
presente o grupo fluorescente acido orto-aminobenzdico (Abz) e na porcdo carboxi-
terminal é introduzido o grupo supressor da fluorescéncia etilenodiamino 2,4-dinitrofenil
(EDDnp). Enquanto a cadeia peptidica estiver integra e estes dois grupos (fluorescente
- Abz e supressor de fluorescéncia — EDDnp) estiverem relativamente préximos, a
fluorescéncia do composto sera baixa. Apos a hidrdlise, em solucdo, os grupos Abz e
EEDnp afastam-se e a fluorescéncia aumenta varias vezes, sendo este aumento
proporcional a velocidade de hidrdlise.

Para a sintese dos substratos peptidicos utilizou-se a estratégia Fmoc, em fase
sélida e as etapas de acoplamento e desprotecdo foram realizadas sob irradiacdo de
microondas e estdo descritas na tabela 1 (Discovery, CEM Company, Estados Unidos)

(BACSA et al. 2006).
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Tabela 1. Protocolo utilizado para sintese de peptideos em fase soélida utilizando

microondas.
Etapas Reagentes Irradiacdo das microondas
5 equivalentes de TBTU
Acoplamento 5 equivalentes de HoBt 100W por 30 segundos
1 equivalente de DIPEA
Desprotecao 20% piperidina em DMF 50W por 5 minutos

Nas etapas de purificacdo de substratos fluorescentes foi utilizado o sistema de
HPLC preparativo (SCL-10A, Shimadzu, Japéo), constituido de duas bombas modelo
CTO-10A, injetor Rheodyne com aplicador de 2ml, coluna Interchrom C-8 (150 x 21,2
mm), monitor UV (SPD-10A) para deteccdo em A = 212 nm e monitor de fluorescéncia
(RF-10AXL) ajustado para Aex = 320 nm e Aem = 420 nm. Os tampdes utilizados foram
solvente A (TFA 0,1% em &agua) e solvente B (Metanol/agua 9:1, TFA 0,1%). O fluxo foi
mantido em 3 ml/min e os gradientes variados segundo a necessidade de cada
peptideo.

Para o HPLC analitico foi utilizado o sistema HPLC (LC-20A Prominence,
Shimadzu, Jap&o), o substrato peptidico foi analisado em sistema gradiente 10 a 100%
utilizando os solventes A (TFA 0,1% em agua) e B (Metanol/agua 9:1, TFA 0,1%),
coluna Ultrasphere C-18 (250 x 4.6 mm), monitor Diode Array (SPS-M20A) e monitor de

fluorescéncia (RF-10AXL) ajustado para Aex = 320 nm e Aem =420 nm.

O material foi caracterizado por espectrometria de massa (Varian, 1200L

Quadrupole, Estados Unidos). A concentracdo dos substratos fluorogénicos foi
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determinada pela medida fotométrica a 365nm do grupo Dnp, utilizando seu coeficiente
de extingdo molar (17300 M*.cm™) e comparados com a andlise de aminoéacidos (LC-

10A/C-R7A, Shimadzu,Jap&do) com derivatizacéo por orto-diftalaldeido.

3.2 Privagao de sono paradoxal

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, da mesma
linhagem, provenientes do Biotério do Departamento de Psicobiologia da Universidade
Federal de Sdo Paulo. Os experimentos foram conduzidos segundo principios éticos
(INSTITUTE OF LABORATORY ANIMAL RESOURCES 1996;ANDERSEN ML et al.
2004) e sob aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de S&o Paulo.

(Aprovacéo: CEP0144/09)

Os animais foram submetidos a PSP96 pelo método da plataforma mdltipla, a
sala foi mantida em condi¢cées de temperatura constante (23 + 2°C) e sob um ciclo
claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara as 7 horas da manha. A racéo e
agua foram fornecidos ad libitum por meio de uma grade localizada sobre o tanque. A
agua do tanque foi trocada diariamente. Os ratos foram distribuidos em 5 grupos: Grupo
Controle: os animais foram mantidos em suas gaiolas e manipulados apenas para a
limpeza da forragdo da gaiola. Foram mantidos na mesma sala que 0 grupo

experimental para igualar suas condi¢cdes experimentais. Grupo privacédo de sono por

96 horas: os animais foram submetidos a PSP pelo MPMM por 96 horas e sacrificados

logo apods o término desses periodos. Grupo rebote de privacdo de sono: 0s animais
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foram submetidos a PSP pelo MPMM por 96 horas e ap0s esse periodo, retornaram as
suas gaiolas de moradia e puderam dormir por 24 horas, 48 horas ou 96 horas,

chamado de periodo rebote.

3.3 Extracdo de RNAm e proteinas

Ao final de cada experimento, os animais foram imediatamente eutanaziados
pelo método da decapitacdo em uma sala adjacente. Os cérebros foram removidos
imediatamente apds o sacrificio para a dissecacao do estriado, hipocampo, hipotalamo,
cortex e tronco encefalico. As regides escolhidas estao envolvidas na ativacdo do sono

ou sao sabidamente afetadas pela privacdo de sono (MACHADO et al. 2008).

Para a extracdo de proteinas as amostras foram homogeneizadas em tampéao
apropriado. Para cada 1g de tecido foram adicionados 3 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 7.4
contendo NaCl 50 mM e 0,1% Triton X-100. O homogenato obtido foi centrifugado a
1000 g por 10 minutos a 4 C. O sobrenadante resultante foi aliquotado e armazenado a
—80° C até sua utilizagao.

Para a extracdo de RNAm utilizou-se o método do Trizol® (Invitrogen Life
Sciences, Estados Unidos). A fim de se obter RNAm livre de contaminagbes de DNA
gendmico, que pode interferir na analise de RT-PCR, as amostras foram incubadas com
a enzima DNAse | (Invitrogen Life Sciences, Estados Unidos) a 37°C por 30 minutos. A
DNAse | foi inativada através da adicdo EDTA 1mM e incubando por 65°C por 10

minutos. A qualidade e quantidade do RNAm foi avaliada em equipamento
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espectofotometro (NanoDrop 8000, Termo scientific, Estados Unidos) e em gel de

agarose 2%.

3.4 Determinagéo de atividade enzimética

Para medida da atividade enzimatica da ECA utilizou-se o substrato Abz-Phe-
Arg-Lys(Dnp)-Pro-OH na concentracao final de 10 pM em tampéao Tris-HCI 100 mM,
pH7.0 contendo NaCl 100 mM e ZnCl, 10 uM conforme descrito (CARMONA et al.
2006). Foram utilizados 20 ul de extrato tecidual para um volume final de 200 ul de
incubado. Como controle positivo foi utilizada ECA purificada de pulmdo de coelho
(Sigma Chemical Company) e como controle negativo utilizamos o inibidor Lisinopril
(Sigma Chemical Company) na concentracdo final de 0,5 pM conforme descrito na
tabela 2.

Para medida da atividade da EP24.15 utilizou-se o substrato Abz-GFDPFRQ-EDDnp
em tampao Tris-HCI 50 mM em pH7.4, NaCl 100 mM conforme foi descrito (OLIVEIRA
et al. 2001). Foram utilizados 20 pul de extrato tecidual para um volume final de 200 pl de
incubado. A Enzima foi ativada por DTT na concentragéo final 0.5 mM, durante 5
minutos a 37°C, antes da adi¢c&o do substrato. Como controle positivo utilizamos enzima
recombinante EP24.15 e como controle negativo o inibidor especifico JA-2 (N-[1-(R, S)-
carboxi-3-fenilpropil]-Ala-Aib-Tyr-p-aminobenzoato (SMITH et al. 2000) na concentragcao
2 uM, ambos cedidos pelo prof. Vitor Oliveira do Departamento de Biofisica da

UNIFESP.
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Tabela 2. Substratos e inibidores validados para determinagéo das atividades de ECA e

EP24.15 em tecidos do SNC de ratos.

Enzima Substrato Inibidor Referéncia
ECA Abz-FRK(Dnp)P-OH  Lisinopril (0,5uM) (CARMONA et al. 2006)
EP24.15 Abz-GFDPFRQ-EDDnp JA2 (2uM) (OLIVEIRA et al. 2001)

Os parametros cinéticos para a hidrolise dos peptideos com fluorescéncia
suprimida pelas enzimas ECA e EP24.15 foram determinados em fluorimetro com leitor
de microplacas (Gemini XS, Molecular Devices Company, Estados Unidos). As medidas
foram feitas em triplicatas, com Aex = 320nm e Aem = 420nm. A partir da leitura das
amostras obtém-se uma curva de fluorescéncia por unidade de tempo e a inclinacao

desta curva resulta na atividade enzimatica.

Foram realizadas dosagens de proteinas de cada amostra, pelo método de
Bradford (BRADFORD 1976) e a atividade enzimatica convertida em atividade
especifica em Unidades Arbritarias de Fluorescéncia por mg de proteina por minuto
(UAF/mg/min). Os fragmentos resultantes da hidrélise dos substratos fluorogénicos

pelas enzimas foram identificados por HPLC analitico e espectrometria de massa.

3.5 Reacgdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

A técnica de PCR em tempo real permitiu a quantificacéo relativa de RNAm das

proteases e a correlagdo com as atividades enziméticas medidas.

Para quantificacdo relativa de RNAmM das proteases e a correlacdo com as
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atividades enziméticas medidas foi utilizada a técnica de PCR em tempo real e

metodologia de quantificacdo relativa Sybr Green, (Universal Master Mix, Applied

Biosystems, Estados Unidos). Para utilizacdo em nosso laboratoério foram validados os

primers da ECA e beta-actina (Tabela 3). Estudos preliminares ja nos permitiram validar

os primers da EP24.15. Lee e colaboradores mostraram que os genes beta-actina e

GAPDH néo sofrem modificagcdes nos experimentos de privacao de sono por 96 horas,

portanto foram escolhidos como controle enddgeno para normalizacdo (LEE et al.

2009).

Tabela 3. Sequéncias de primers da ECA, EP24.15 e Beta-actina e seus respectivos

cbdigos de acesso no Genbank.

Cdbdigo acesso

Genes Pares de primers
Genbank
sense: 5 TGATGTGGAGATGAGCATGAGGCAYS’
ECA NM_012544
anti-sense: 5’AGGCTTCAGTGAGTCTTTCGGGAT3’
sense: 5 TGATGTGGAGATGAGCATGAGGCAY
EP24.15 NM_172075.2
anti-sense: 5’AGGCTTCAGTGAGTCTTTCGGGAT3’
sense: 5’ AGGCCAACCGTGAAAAGATGS3'
Beta-actina NM_031144.2

anti-sense: 5"CCAGAGGCATACAGGGACAACT’

Na reacao de RT-PCR foram utilizadas aproximadamente 200 ng de cDNA como

molde os primers sense e anti-sense na concentracao final del00 nM e adicionados
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10ul de Sybr Green, essa solucao foi colocada em placa éptica de 96 pocos (Applied
Biosystems, Estados Unidos) e lacrada com adesivo Opticos (Applied Biosystems,
Estados Unidos) e submetido a amplificacédo e detec¢éo através do RT-PCR em tempo

real (7500, Applied Biosystems, Estados Unidos) por 40 ciclos.

3.6 Western Blot

Os extratos bioldgicos foram diluidos a fim de se obter 50ug de proteina total em
15ul de solucdo que foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos e aplicados nos
pocinhos do gel de poliacrilamida na concentracdo 10%. Em um dos pocinhos foram
aplicados 2ul do padrao de peso molecular (Kaleidoscope, BioRad, Estados Unidos). O
tampdo de corrida consistiu de Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM e 0,1% SDS, as
proteinas foram separadas através da aplicacdo de 230 volts por 1hora. Apés a corrida
as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond
C,Millipore, Estados Unidos) utilizando tampé&o gelado Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM,
20% Metanol, 0,05% SDS durante 2 horas a 250 mA. Ap6s a transferéncia, a
membrana foi submetida a um processo de bloqueio com PBS 1X, contendo 1%, BSA,
durante uma noite sob agitacdo. O tampéo de bloqueio foi descartado, a membrana foi
lavada trés vezes com PBS 1X e 0,1% Tween-20, em seguida, foi adicionado o
anticorpo anti-EP24.15 (Proteimax, Brasil) diluido 1:1000 em PBS 1X e 0,1% Tween-20
sob agitacdo durante 4 horas. Apds a incubagcédo com anticorpo primério a membrana foi

lavada com PBS 1X e 0,1% Tween-20. Foi adicionado o anticorpo secundario (anti-
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coelho marcado com Alexa-Fluor 680, Invitrogen, Estados Unidos) diluido 1:10.000 em
PBS 1X e 0,1% Tween-20. ApoOs a incubacédo do anticorpo secundario por uma hora e
meia a membrana foi lavada durante uma hora com PBS 1X e 0,1% Tween-20. As
membranas foram escaneadas (Odyssey, Li-Cor Biosciences, Estados Unidos) usando
filtros apropriados. Como controle enddgeno utilizamos anti-GAPDH (Proteimax, Brasil)
na diluicdo 1:3000 em PBS 1X e 0,1% Tween-20 sob agitacdo durante 4 horas. Apos a
incubagédo a membrana foi lavada com PBS 1X e 0,1% Tween-20. Foi adicionado
1:10.000 do anticorpo secundario (anti-coelno marcado com Alexa-Fluor 680,

Invitrogen, Estados Unidos).

3.7 Andlises estatisticas

A distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
(P<0,05). Os resultados foram analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis (P<0,05) seguido do teste de Mann-Whitney quando apropriado (P<0,01). Os
dados foram representados pela mediana e quartis inferiores e superiores. O programa

STATISTICA 6.0 foi empregado para efetuar as analises.
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4. RESULTADOS

4.1 Preparacdao e teste de substratos para as enzimas proteoliticas

Foram sintetizados e purificados em sistema HPLC os substratos para as

enzimas ECA e EP24.15. Na figuras 2 e 3 estdo os perfis de HPLC dos substratos

peptidicos Abz-FRK(Dnp)P-OH e Abz-GFDPFRQ-EDDnp.

Figura 2. Perfil de HPLC do substrato fluorogénico Abz-FRK(Dnp)P-OH. Coluna
Ultrasphere C-18 25cm, gradiente 0 a 90% solvente B em 30 min; solvente A:
TFA 0,1% em agua, solvente B: Metanol/dgua 9:1, TFA 0,1%; fluxo

1,0ml/min.
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Figura 3. Perfil de HPLC do substrato fluorogénico Abz-GFDPFRQ-EDDnp. Coluna
Ultrasphere C-18 25 cm, gradiente 0 a 90% solvente B em 30 min; solvente

A: TFA 0,1% em &gua, solvente B: Metanol/agua 9:1, TFA 0,1%; fluxo
1,0ml/min.

4.2 Hidrélise dos substratos por extratos de tecidos do SNC.

Combinando substratos e inibidores especificos avaliamos as atividades das

enzimas ECA e EP24.15 no extrato total do hipotdlamo de ratos controle como

representado na figura 4.

36



700

600

500

400

ILm

300

200

100

o T T T T T T T T T T T
o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Vmax Points = 16

Wwell © D9 D10

Vmax Per Second 0,816 -0,002
RN2 0,992 0,002

Figura 4. Leitura no fluorimetro apds a incubacdo do substrato Abz-FRK(Dnp)P-
OH com extrato total do hipotadlamo de rato controle. Incubacédo de
subtratol0 uM com 20 ul de extrato total do hipotalamo de rato controle,
volume 200 ul, 37°C, em tampé&o Tris-HCI 100 mM em pH7.0, NaCl 100 mM
e ZnCl, 10 uM. Controle negativo nas mesmas condi¢cdes contendo 0,5 pM
de lisinopril.

A figura 5 exemplifica o perfil em HPLC da incubagdo do substrato Abz-
FRK(Dnp)P-OH com extrato obtido de hipotalamo de rato controle, apdés 2h de
incubacdo a 37°C no tampé&o Tris 100 mM pH 7.0 contendo NaCl 100 mM e ZnCl, 10
MM, utilizando 20 pl do extrato feito com 3ml de tampéao/g de tecido em 200 ul finais de

incubacéao.

Figura 5. Produtos de hidrdlise do substrato Abz-FRK(Dnp)P-OH apés incubacéo
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com extrato de hipotalamo.

A figura 6 representas a atividade da EP24.15 no extrato total do hipotalamo de

ratos controles
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Figura 6. Leitura no fluorimetro apés a incubacéo do substrato Abz-GFDPFRQ-
EDDnp com extrato total do hipotalamo de rato controle. Incubacdo de
substrato 10 uM com 20 pl de extrato total do hipotalamo de rato controle,
volume 200 pl, 37°C, em tampéo Tris-HCI 50 mM em pH7.4 contendo NaCl
100 mM. Controle negativo nas mesmas condi¢des contendo 2 pM de JA-2.

A adicao do inibidor especifico JA-2 como controle negativo apresentou valores
de taxa de hidrélise proximos de zero, 0 mesmo que no controle de estabilidade
(tampéo + substrato). Quando a extracao de proteinas é realizada utilizando um tampéao
de extracdo na proporcao 1g de tecido para 3 ml de tampéao, entre 2 e 20 ul de extrato
em 200 pl de volume final de incubacéo em leitor de placas, sao o suficiente para obter
10% de hidrolise em 10 a 20 minutos para todas amostras.

Nas figuras 7 e 8 estdo representadas a atividade especifica da ECA e EP24.15

para extratos totais de diferentes regides do SNC de animais controle.
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Figura 7. Atividade especifica da ECA no extrato total do diferentes regifes do

SNC. As barras representam a média e o desvio padrao.
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Figura 8. Atividade especifica da EP24.15 no extrato total do diferentes regides do

S

NC. As barras representam a média e o desvio padrao.

39



4.3 Atividade e expresséo génica da ECA nos tecidos do SNC

A figura 9 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de

expressao génica e atividade especifica da ECA no extrato de hipotalamo.
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Figura 9. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm e atividade da ECA no
extrato total do hipotalamo. (A) niveis de RNAmM (B) atividade enzimatica.
Grupo controle (CTRL), privacédo de sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos
periodo rebote 24 horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo
rebote por 96 horas (RT96). A mediana estd representada pela barra
horizontal. (A) * diferente do RT96 (P<0,005). (B) * diferente do CTRL
(P<0,005), ® diferente do RT96 (P<0,001) e * diferente do RT24 (P<0,01).

Os valores para o hipotalamo estdo apresentados nas figuras 9A e 9B e ambos
0s parametros mostram perfis semelhantes. Uma reducéo estatisticamente significante
€ atingida em PSP96 (P<0,005) quando comparada com RT96 nos niveis de RNAm

(figura 9A). Encontrou-se uma reducao da atividade em PSP96 e RT24 (P<0,005) em
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relacdo aos valores do controle (figura 9B), essas mudancgas s6 foram completamente
revertidas apds 96h de sono voluntario.

A figura 10 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
expressdo génica (figura 10A) e atividade da ECA (figura 10B) no extrato total do cértex
nos grupos controle, PSP96 e nos rebotes 24h, 48h e 96h. Esses dados ndo mostraram

diferencas estatisticas comparada ao controle.
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Figura 10. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm e atividade da ECA no
extrato total do cortex. (A) niveis de RNAm (B) atividade enzimatica.
Grupo controle (CTRL), Privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96),
grupos periodo rebote 24 horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e
periodo rebote por 96 horas (RT96). A mediana esta representada pela
barra horizontal. Os niveis de RNAm (P=0,06) e atividade da ECA (p=0,07)
no cortex ndo encontramos diferencas estatisticas comparada ao controle.
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A figura 11 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de

atividade da ECA no extrato total do hipocampo nos grupos controle, privagdo de sono

e rebotes 24h, 48h e 96h.
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Figura 11. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm e atividade da ECA no
extrato total do hipocampo. (A) niveis de RNAm (B) atividade enzimatica.
Grupo controle (CTRL), privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96),
grupos periodo rebote 24 horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e
periodo rebote por 96 horas (RT96). A mediana esta representada pela
barra horizontal. (A) * diferente do RT96 (P<0,01).

Os valores para o hipocampo sao apresentados nas figuras 11A e 11B, uma

reducdo estatisticamente significante € atingida em RT48 (P<0,01) quando comparada

com RT96 nos niveis de RNAm (figura 11A), essa variacdo foi revertidas apds 96h de

sono voluntario.

A figura 12 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
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atividade da ECA no extrato total do tronco encefalico nos grupos controle, privacao de

sSono e rebotes 24h, 48h e 96h.
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Figura 12. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm e atividade da ECA no
extrato total do tronco encefélico. (A) niveis de RNAm (B) atividade
enzimatica. Grupo controle (CTRL), privacdo de sono paradoxal por 96h
(PSP96), grupos periodo rebote 24 horas (RT24), periodo rebote 48 horas
(RT48) e periodo rebote por 96 horas (RT96). A mediana esta representada
pela barra horizontal. (A) * diferente do CRTL (P<0,01). (B) * diferente do
CTRL, PSP96, RT24h e RT48 (P<0,01).

Os valores para o tronco encefalico estdo apresentados nas figuras 12A e 12B,
ambos os parametros mostram perfis semelhantes. Uma reducdo estatisticamente
significante é atingida em RT24, RT48 e RT96 (P<0,01) quando comparada com CTRL
nos niveis de RNAm (figura 12A). Encontrou-se uma reducao da atividade da ECA em

RT96 (P <0,01) em relacdo aos valores do controle, PSP96, RT24 e RT48 (figura 12B).
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A figura 13 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
atividade da ECA no extrato total do estriado dos grupos controle, privagédo de sono e

rebotes 24h, 48h e 96h.
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Figura 13. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm e atividade da ECA no
extrato total do estriado. (A) niveis de RNAm (B) atividade enzimatica.
Grupo controle (CTRL), Privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96),
grupos periodo rebote 24 horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e
periodo rebote por 96 horas (RT96). A mediana estd representada pela
barra horizontal. Os niveis de RNAm (P=0,31) e atividade da ECA (P=0,06)
no estriado ndo encontramos diferencas estatisticas comparada ao
controle.

A figura 13 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
expressdo génica (figura 13A) e atividade da ECA (figura 13B) no extrato total do

estriado nos grupos controle, PSP96 e nos rebotes 24h, 48h e 96h. Esses dados néo
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mostraram diferencas estatisticas comparada ao controle.

4.4 Atividades e expressao génica da EP24.15 nos tecidos do SNC

A figura 14 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos niveis de

RNAmM, expresséao e atividade da EP24.15 no extrato total do hipotalamo.
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Figura 14. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm, expresséo e atividade da
EP24.15 extrato total do hipotalamo. (A) niveis de RNAm (B) niveis de
proteinas (C) atividade enzimatica. Grupo controle (CTRL), grupos privacao
de sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos periodo rebote 24 horas
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(RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo rebote por 96 horas
(RT96). A mediana estad representada pela barra horizontal. (A) né&o
encontramos diferencas significativas (P=0,06). (B) * diferente do RT96
(P<0,001). (C) * diferente do CTRL (P<0,001) e ° diferente do RT96
(P<0,005).

Nos niveis de RNAm do hipotdlamo n&o foram encontradas diferencas
significativas P=0,06 (figura 14A). Uma reducao estatisticamente significante foi atingida
em RT48 (P<0,001) quando comparada com RT96 nos niveis de proteinas (figura 14B).
Encontrou-se uma reducao da atividade em PSP96 e RT24 (P<0,001) em relagéo aos
valores do controle e rebote 96 horas (figura 14C).

A figura 15 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos niveis de
RNAm (figura 15A), expresséo (figura 15B) e atividade (figura 15B) no cortex nos
grupos controle, PSP96 e nos rebotes 24h, 48h e 96h.

Nos niveis de RNAm do cértex ndo foram encontradas diferencas significativas
P=0,24 (figura 15A). Uma reducéo estatisticamente significante é atingida em PSP96
(P<0,01) quando comparada com RT96 nos niveis de proteinas (figura 15B).
Encontrou-se reducdo da atividade em PSP96 e RT24 (P<0,005) em relacdo aos

valores do controle e rebote 96 horas (figura 15C).
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Figura 15. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm, expresséo e atividade da
EP24.15 no extrato total do cortex. (A) niveis de RNAm (B) niveis de
proteinas e (C) atividade enzimatica. Grupo controle (CTRL), grupos
privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos periodo rebote 24
horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo rebote por 96
horas (RT96). A mediana esta representada pela barra horizontal. (A) nao
encontramos diferengas significativas (P=0,24). (B) * diferente do CTRL
(P<0,01). (C) * diferente do CTRL, PSP96, RT24 e RT96 (p<0.005) e ®
diferente RT96 (p<0.01).
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A figura 16 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
expressdo génica (figura 16A), niveis de proteina (figura 16B) e atividade da EP24.15

(figura 16C) no hipocampo dos grupos controle, PSP96 e nos rebotes 24h, 48h e 96h.
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Figura 16. Representagcdo Box plot dos niveis de RNAm, expresséo e atividade da
EP24.15 no extrato total do hipocampo. (A) niveis de RNAm, (B) niveis
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de proteinas e (C) atividade enziméatica. Grupo controle (CTRL), grupos
privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos periodo rebote 24
horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo rebote por 96
horas (RT96). A mediana esta representada pela barra horizontal. (A) nao
encontramos diferengas significativas (P=0,51). (B) * diferente do CTRL
(P<0,01). (C) * diferente do CTRL P<0,005 e Sdiferente do RT24 P<0,005).

Os valores para o hipocampo estdo apresentados nas figuras 16A, 16B e 16C.
Os parametros dos niveis de proteina e atividade da EP24.15 mostram perfis
semelhantes. Um aumento estatisticamente significante é atingido em RT48 e RT96
(P<0,01) quando comparada com CTRL nos niveis de proteina (figura 16B). Encontrou-
se um aumento da atividade em RT48 e RT96 (P <0,005) em relacdo aos valores do
controle e RT24 (figura 16C).

A figura 17 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
expressdo génica (figura 17A), niveis de proteina (figura 17B) e atividade enzimética
(figura 17C) da EP24.15 no tronco encefalico nos grupos controle, PSP96 e nos rebotes

24h, 48h e 96h.
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Figura 17. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm, expresséo e atividade da
EP24.15 no extrato total do tronco encefalico. (A) niveis de RNAm, (B)
niveis de proteinas e (C) atividade enzimatica. Grupo controle (CTRL),
Privacdo de sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos periodo rebote 24
horas (RT24), periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo rebote por 96
horas (RT96). A mediana estd representada pela barra horizontal. (A) *
diferente do CTRL (P<0,001). (B) ndo encontramos diferencas significativas
P=0,91. (C) * diferente do CTRL RT24, RT96 P<0,001).
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A figura 18 apresenta as medianas e intervalos interquartilicos dos valores de
expressdo génica (figura 18A), niveis de proteina (figura 18B) e atividade enzimética
(figura 18C) da EP24.15 no estriado nos grupos controle, PSP96 e nos rebotes 24h,

48h e 96h.
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Figura 18. Representacdo Box plot dos niveis de RNAm, expresséo e atividade da
EP24.15 no extrato total do estriado. (A) niveis de RNAm, (B) niveis de
proteinas e (C) atividade enzimética. Grupo controle (CTRL), Privacdo de
sono paradoxal por 96h (PSP96), grupos periodo rebote 24 horas (RT24),
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periodo rebote 48 horas (RT48) e periodo rebote por 96 horas (RT96). A
mediana esta representada pela barra horizontal. (A) ndo encontramos
diferencas significativas (P=0,11). (B) * diferente do CTRL (P<0,001). (C) *
diferente do CTRL (P<0,01).

Os valores do estriado estdo apresentados nas figuras 18A, 18B e 18C. Os
parametros dos niveis de proteina e atividade da EP24.15 mostram perfis semelhantes.
Uma diminuicdo estatisticamente significante € atingido em RT24, RT48 e RT96
(P<0,001) quando comparad com CTRL nos niveis de proteina (figura 18B). Encontrou-
se uma diminuicdo da atividade em RT48 (P <0,01) em relacdo aos valores do controle

(figura 18C).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados em animais controle mostram que € possivel determinar a
atividade de enzimas processadoras de neuropeptideos em extratos totais de tecido
originados de hipotalamo, hipocampo, tronco encefalico e cértex de ratos, utilizando-se
substratos e inibidores seletivos, RT-PCR e Western Blot, procuramos determinar se
uma menor expressao génica ou modificacdes pés-traducionais poderiam justificar as
mudancas de atividade enzimatica observadas.

A proposta da dissertacdo foi encontrarmos evidéncias de alteracdo em
atividades proteoliticas importantes no processamento de neuropeptideos.
Consideramos que esse objetivo inicial foi alcangcado. As alteracdes na expressao e
atividade da ECA e da EP24.15, nos modelos de privagdo de sono paradoxal, s&o uma
contribuicdo original na area. Mostramos uma redugdo na atividade enzimética e
expressdo génica da ECA no hipotdlamo dos animais submetidos a privagdo de sono
paradoxal, quando comparados com 0s animais do grupo controle. Os resultados
mostraram uma lenta recuperacao da atividade da ECA nos grupos rebotes de 24 e 48
horas. No grupo rebote 96h verificamos o retorno da atividade e da expressédo da ECA
aos mesmos niveis do grupo controle (figura 9). No momento, em continuacdo a esses
achados, nossa hipétese de trabalho é que a reducéo na expressao génica e atividade
da ECA levariam a uma menor formacdo de Ang Il e de seus fragmentos. No
hipotadlamo, especificamente, estas alteracdes podem estar na origem de varios efeitos

cardiovasculares e prejuizo de cognicdo e memoria observadas na privagcdo de sono

53



paradoxal.

Tem sido demonstrado que a privagdo do sono é um fator de estresse,
provocando modificacdes no eixo HPA que podem permanecer além do periodo de
privacdo (MEERLO et al. 2002;SUCHECKI et al. 2002;SGOIFO et al. 2006;MEERLO et
al. 2008;GALVAO et al. 2009). Como Ang Il é um efetor essencial nesta resposta ao
estresse, é bastante razoavel supor que a reducdo da atividade da ECA na PSP e
durante o periodo de recuperacdo poderia estar envolvida na resposta alterado ao
estresse incluindo alteragBes cardiovasculares como na frequéncia cardiaca e forca
cardiaca (MEERLO et al. 2008;VAARA et al. 2009).

Em ratos machos, foi demonstrado que PSP por 96 horas induz uma reducao
significativa nos niveis plasmaticos de testosterona e estrona (ANDERSEN et al. 2005).
Parece haver uma correlacdo temporal entre retorno aos niveis basais destes
hormonios e o retorno observado para a atividade da ECA no hipotalamo como foi
mostrado no presente trabalho. Além disso, os niveis de prolactina também foram
elevados em PSP (ANDERSEN et al. 2005). Em ratos machos, submetidos a um
modelo de estresse de imobilizacdo, a administracdo ICV de antagonista do receptor de
angiotensina, induziu um aumento de quatro vezes nos niveis séricos de prolactina,
guando comparados aos controles (MYERS and STEELE 1991). Estes resultados
sugerem que o estresse esta associado a PSP e que a reducéo da atividade da ECA no
hipotalamo pode ser responsavel pelo aumento dos niveis de prolactina como foi
observado por Andersen e colaboradores.

Estudos mostram que a Ang Il é responsavel por suprimir a ingestdo de
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alimentos, provavelmente pelos receptores AT2 (PORTER and POTRATZ
2004;0HINATA et al. 2008). Administracdo de inibidor da ECA promove aumento do
consumo caldrico e reducdo de massa corpérea (SANTOS et al. 2008b). Nesse sentido,
a hiperfagia e reducéo de peso corporal observada durante a PSP (HIPOLIDE et al.
2006;KOBAN et al. 2006;KOBAN et al. 2008) também é um efeito que pode estar
relacionado a reducdo na disponibilidade de Ang Il.

Administracdo de Ang Il na area mediana pré-Optica de ratas ovariectomizadas
induz a um forte aumento na liberacdo de hormdnio luteinizante (LH), provavelmente
através da secrecdo de GnRH (FRANCI et al. 1990). Os efeitos séo revertidos pelo
antagonista do receptor AT; o losartan. Outras evidéncias indicam que a Ang Il € um
fator importante na regulacdo central de hormoénios sexuais (GANONG 1995).
Alteracdes nos hormonios sexuais durante a PSP (ANDERSEN et al. 2005) podem
estar relacionadas a mudanca da atividade da ECA como foi observado em nosso
trabalho. Reducdo na formacéo de Ang Il ira provavelmente resultar em reducéo da
liberacdo de GnRH, menos LH e FSH e, finalmente, menos testosterona e estrona.

Ang IV tem demonstrado ser importante na memoria e processos de
aprendizagem (BRASZKO 2006;WRIGHT et al. 2008) e ambas as funcdes estédo
afetadas na PSP em ratos (SILVA et al. 2004;ALVARENGA et al. 2008). E possivel que
a diminuicAo da atividade da ECA leve a menos formacdo de Ang Il e
consequentemente Ang IV, o que poderia explicar a memdéria prejudicada nos ratos
privados de sono.

A bradicinina é um substrato classico inativado pela ECA, com um papel central
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nos processos inflamatérios, a percep¢do da dor, fungcdo imune e vascularizagao.
Peptideos opidides, como as endorfinas e encefalinas, sdo substratos da ECA cuja
dindmica é provavelmente alterada por mudancas na atividade da enzima, com
consequéncias na percepc¢ao da dor (AKAHORI et al. 2008).

A ECA por atuar como uma molécula sinalizadora na membrana celular
(FLEMING et al. 2006;FLEMING 2006) permite concluir que a auséncia da proteina,
devido a uma expresséao reduzida, deverd ter consequéncias muito além do seu efeito
catalisador na formacdo de Ang Il. Essas consequéncias, ainda a serem abordadas,
devem ser completamente diferentes de sua simples inibicdo por inibidores da ECA.

Encontramos também uma diminuicdo da atividade da EP24.15 no hipotadlamo
(figura 14) e no cortex (Figura 15) dos animais submetidos a privacdo de sono
paradoxal. No grupo RT96 ocorre o retorno da atividade da enzima aos mesmos niveis
do grupo controle. Entretanto, ao contrario da ECA, a expressao génica da enzima
EP24.15 no hipotadlamo e cortex, determinada por RT-PCR, ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos experimentais e o controle.

No caso da EP24.15 varias evidéncias indicam que, no hipotalamo, sua principal
funcéo fisiologica é a inativacdo do nonapeptideo GnRH e a geracdo do GnRH1-5,
como foi mostrado em estudos in vivo e in vitro (MOLINEAUX et al. 1988b;WU et al.
1997;WU et al. 2005;ROBERTS et al. 2007;WU et al. 2009) O fragmento 1-5 do GnRH,
gerado pela EP24.15, é muito importante no estimulo da sintese do proprio GnRH, apo6s
a remocao do C-terminal de Gly-NH2 por uma prolil- peptidase (EC.3.4.21.26) (LEW et

al. 1994). A EP24.15 pode ser fosforilada pela acdo da proteina kinase A (PKA)
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podendo levar a diminuicdo da atividade, sugerindo que a fosforilagdo é um regulador
fisiologico da EP24.15 (TULLAI et al. 2000). Shaila K. Mani, em um artigo de revisdo
descreveu que a progesterona pode aumentar a atividade da PKA em ratos machos
(MANI 2006). Andersen e colaboradores mostraram que a PSP96 promove aumento
nos niveis de progesterona em ratos. A nossa hipotese atual € que o aumento de
progesterona, na PSP, aumentaria a fosforilagdo e reduziria a atividade da EP24.15 no
hipotdlamo e conseqiientemente aumento na disponibilidade do peptideo GnRH1-9. O
GnRH1-9 pode regular negativamente a sua prépria expressdo através de um loop
ultrashoort feedback (PIVA et al. 2004;WU et al. 2009). A privacdo de sono paradoxal
reduziria os niveis de GnRH através do mecanismo de auto-inibi¢cdo, de forma indireta,
levaria a diminuicdo nos hormoénio LH e FSH e a reducdo dos niveis de testosterona
como demonstrado por Andersen e colaboradores em 2004 e 2005 (Figura 19)

(ANDERSEN et al. 2004a;ANDERSEN et al. 2005).

Figura 19. Comparacéao dos niveis sérico de progesterona e os dados atividade da
EP24.15 no extrato de hipotalamo total. (A) Modificada (ANDERSEN et
al. 2005). Grupos controle (CTRL), privacdo de sono paradoxal por 24h
(SD24), privacdo de sono paradoxal por 48h (SD48), privacdo de sono
paradoxal por 72h (SD72) e privacdo de sono paradoxal por 96h (SD96).
Grupos periodo rebote 24 horas (R24), periodo rebote 48 horas (R48),
periodo rebote 72 horas (R72) e periodo rebote por 96 horas (R96). Estao
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representadas as médias e + SEM. * diferente do CTRL, diferente do SD96
e diferente do R48 e R96. (B) atividade da EP 24.15 no extrato total de
hipotalamo * diferente do PSP96 e RT24 (P<0,005) e ° diferente do RT96
(P<0,005).

Portanto estamos supondo que na auséncia da atividade enzimatica esse o
fragmento GnRH 1-5 que estimula a sintese de GnRH nao se forma e adicionalmente
aumento dos niveis de GnRH inibem a sua prépria sintese. Em tese, esse fenbmeno
poderia explicar as variagbes de niveis de horménios sexuais. Por essa razdo serao
realizados experimentos para quantificacdo da EP24.15 fosforilada e n&o fosforilada por
Western Blotting bem como a padronizagdo dos métodos de imuno-histoquimica para
localizar a enzima no hipotalamo.

EP24.15 participa do metabolismo de peptideos opidides enddgenos (dinorfina
a1-s; P-neoendorfina, Met-encefalina-Arg-Gly-Leu) (ACKER et al. 1987),
nociceptina/orfanina (MONTIEL et al. 1997) e neurotensina (SKIDGEL and ERDOS
2004) afetando nocicepgao (SHRIMPTON and SMITH 2000). Privagdo de sono
paradoxal por 96h diminuiu os limiares nociceptivos, sugerindo que a PSP promove
uma acao de hiperalgesia (LAUTENBACHER et al. 2006). Esse efeito € revertido
guando administrado inibidor de encefalinase, promovendo efeito anti-nociceptivo
(UKPONMWAN et al. 1984;LAUTENBACHER et al. 2006). Foi demonstrado que o
aumento da nocicepcao observado na PSP ndo se deve a variacbes na densidade de
receptores p-opiodide (NASCIMENTO et al. 2007). Conforme mostrado por Onen e
colaboradores apés periodos de 72h e 96h de PSP ocorre aumento da nocicepg¢ao que
leva mais de 24 horas para voltar aos valores de controle. Em contraste até mesmo um

efeito analgésico pode ser detectado apds 48h de recuperacdo do sono (ONEN et al.
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2000;0ONEN et al. 2001). Conforme observado na figura 14 verificamos uma reducdo na
atividade da EP24.15, significativo entre RT24 e RT48 no cértex e um aumento
significativo também foi observado em RT48 e RT96 no hipocampo (figura 15). Estes
resultados séo bastante paralelos as mudancas de nocicepcdo observadas em ratos e
em seres humanos (ONEN et al. 2000;0ONEN et al. 2001). A diminuicdo da EP24.15
seria responsavel por uma menor producdo de encefalinas e aumento da nocicepc¢ao.
Esses resultados poderiam explicar por que a inibicdo da encefalinase nao reverte o
aumento de nocicepc¢dao induzido pela PSP (UKPONMWAN et al. 1984). Na auséncia ou
na diminuicdo de EP24.15 ndo haveria ou estaria diminuida formacéo de Met-encefalina
a partir da dinorfina A 1-8. Além disso, nociceptina/orfanina seria menos hidrolisada e
contribuiria para aumento de nocicepcdo (LAMBERT 2008). O oposto pode ser
esperado na RT96, onde foi observado um aumento da atividade EP24.15 no cortex e
hipocampo. Onen e colaboradores, de fato, observaram efeito de anti-nocicepgdo em
ratos e seres humanos apods 48 horas de rebote, embora este efeito tenha sido
relacionado a supressdo do sono de ondas lentas e ndo ao sono paradoxal, sabe-se
gue cerca de 35% do sono de ondas lentas € diminuido no MPMM e poderia ser
responsavel por este efeito.

Os peptideos opidides sé&o essenciais no controle do tronco encefalico durante a
respiracdo (LALLEY 2008). Pode-se especular que a privacdo de sono, a longo prazo,
leve a variagcbes do RNAmM da EP24.15 e, finalmente, mudancas na expressao. O
desequilibrio resultante do metabolismo opidide no tronco encefélico pode estar

relacionado com alteracdes das vias aéreas da SAOS. No estriado observou-se uma
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correlacdo mais direta entre os niveis de RNAm, expressdo e atividade enzimatica
(figura 18). H& uma tendéncia geral para reducdo dos trés parametros até RT48.
Novamente, as consequéncias tedricas desta mudancga seriam um aumento nos niveis
de dinorfina e diminuicdo de encefalinas no estriado. A complexa interagéo entre
dopamina, receptores de dopamina e opidides no estriado (STEINER and GERFEN
1998;LENA et al. 2008;VOLKOW et al. 2009) exigiria uma analise mais detalhada
dessas mudancas, principalmente um estudo imuno-histoquimico. A partir dos
resultados atuais, ndo podemos dizer se a diferentes areas do estriado séo
diferentemente afetadas. No entanto, € perfeitamente concebivel que um aumento nas
dinorfinas e uma diminuicdo na disponibilidade das encefalinas faca parte dos
mecanismos compensatorios para a mudanca dos receptores dopaminérgicos,
principalmente receptor D2 em nivel estriatal observada em PSP (TUFIK et al.
1978;NUNES and TUFIK 1994;TUFIK et al. 2009).

A privacao do sono € conhecida por induzir profundas modificacdes fisioldgicas
em seres humanos e animais. Utilizamos um modelo animal de PSP para avaliar
possiveis mudancas na expressao e atividade da ECA e EP24.15, enzimas proteoliticas
conhecidas por estarem envolvidas no processamento de neuropeptideos. Nossos
resultados indicam que as mudancas da ECA e EP24.15 devem ser avaliadas pela
determinacao da atividade, expressdo e RNAmM e essas variacdes podem ser devidas a
modificacdes pos-tranducionais como fosforilacdo, glutationilacdo e estado redox da
célula ou do meio extracelular (HOOK 2006;HOOK et al. 2008). Em tecidos diferentes

do cérebro foram observadas mudancas na atividade da ECA e EP24.15, depois da
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PSP e durante o periodo de recuperacdo do sono. Estas modificagdes podem estar
relacionadas as alteragcfes enddcrinas, como processamento de GnRH no hipotalamo e
sensibilidade a dor, devido ao processamento de peptideos opidides. Essas
observagbes certamente merecem experimentos mais detalhados para detectar os
niveis de neuropeptideos e as consequéncias da auséncia da ECA e EP 24.15, em
modelos knockout. A PSP indica claramente que essas peptidases podem ser agentes

importantes na compreensédo dos efeitos do sono.
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6. CONCLUSOES

Substratos com supressao intramolecular sdo ferramentas muito sensiveis para
determinar atividade especifica em regides do SNC.

. A PSP provoca modificagbes signiticativas nos niveis de RNAm, expressao
proteica e atividade proteoltilica das enzimas ECA e EP24.15.

Estas modificacdes em tese leva a mudancas importantes no metabolismo de
neuropeptideos no sistema nervoso central.

. Os efeitos da privacdo de sono paradoxal no sistema endocrino-reprodutor,
metabolismo energético, memadria e aprendizado, nociceptivo e resposta ao
estresse e suas consequéncias cardiovasculares poderiam ser em parte

explicados por esse desiquilibrio na geragao e inativacao de neuropeptideos.
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Sleep deprivation and E.C. 3.4.24.15 activity

Abstract

The effect of sleep deprivation on proteolytic activities in the central nervous system has
not been frequently addressed in the literature. We have started to study the changes on
peptidase activities in animal models of paradoxical sleep deprivation (PSD), mainly
focusing on metallopeptidases like Thimet oligopeptidase - (TOP, EC 3.4.24.15 or
EP24.15) known to process neuropeptides. In the present study we demonstrated that
PSD in rats induces changes both in expression and activity of EP24.15 in the male rat
hypothalamus, cortex, brainstem, hippocampus and striatum. GnRH, dynorphins,
enkephalins, orphanin/nociceptin are among the many neuropeptides whose balance
can be modified by the modifications on EP24.15 activity and can be, at least partially,
related to many of the physiological changes observed in PSD and during the recovery

periods.

Keywords: Thimet oligopeptidase EC 3.4.24.15, Paradoxical sleep deprivation,

neuropeptidases, opioid peptides, GNRH, Central nervous system
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Introduction

Sleep deprivation (SD) in humans and in animal models has been shown to
induce profound general physiologic changes (Wolk et al. 2005;Simpson and Dinges
2007;Wolk and Somers 2007;Kaneita et al. 2008;Van Cauter et al. 2008;Tufik et al.
2009). These include modifications on sexual behavior, cardiovascular parameters,
oxidative stress, anxiety and depression, learning and memory, energy balance, insulin
resistance, obesity, apnoea, among many others. Most of these effects are in some way,
directly or indirectly, related to changes on the central nervous system (CNS).
Dopaminergic, serotoninergic, histaminergic, adrenergic and cholinergic systems have
all been shown to be involved, either alone or jointly, in the effects of SD.

Neuropeptides, either as neurotransmitters or endocrine effectors, have also been
shown to be involved: GnRH (Rossmanith 1998), somatostatin (Obal and Krueger
2004), vasopressin (Born et al. 1992), neurotensin (Cape et al. 2000), substance P
(Andersen et al. 2006), neuropeptide Y (Martins et al. 2010), GH, ACTH, CRH (Steiger
2007), orexin/hypocretin (Pedrazzoli et al. 2004;D'Almeida et al. 2005), ghrelin are some
of these peptides whose dynamics are important for sleep and many were shown to be
altered under conditions of SD (Steiger 2007).

Proteolytic enzymes have an essential role on the control of peptide levels all
over living organisms. In the CNS, liberation of active peptides from non-active
precursors, generation of new ligands from already active precursors or inactivation of
endogenous or exogenously generated peptides, are under direct control of proteolytic

enzymes (Shrimpton et al. 2002;Gulpinar and Yegen 2004;Hook et al. 2008;Rholam and
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Fahy 2009). Beyond this classical view of, mostly, extracellular proteolytic activities, a
new level of complexity has become recently evident from the demonstration of a large
intracellular peptidergic system, whose complexity has barely been touched (Fricker et
al. 2006;Fricker 2007;Cunha et al. 2008).

Among the proteolytic enzymes families shown to be relevant in the generation
and inactivation of neuropeptides, many metallopeptidases containing Zn®* in their
active site have been described. Angiotensin I-converting enzyme (EC 3.4.15.1, ACE),
neprilysin (EC 3.4.24.11, NEP), angiotensin converting enzyme 2 (EC 3.4.17, ACE2),
endothelin Converting Enzyme (EC 3.4.24.71, ECE), neurolysin (EC 3.4.24.16) and
thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15, EP24.15) are some examples. In particular,
EP24.15 is able to hydrolyze efficiently peptides like somastotatin, neurotensin,
bradykinin, angiotensin |, [J-amyloid peptide, GnRH, nociceptin/orphanin (Noble and
Roques 1997) and opioid ligands like dynorphin Aig (Shrimpton et al. 2002) in vitro.
Many compelling evidences, obtained with inhibitors and specific substrates, indicate
that at least GnRH, bradykinin and nociceptin/orphanin are physiological substrates (Wu
et al. 1997;Noble and Roques 1997;Smith et al. 2000).

EP24.15 is a zinc dependent metalloproteinase, largely distributed in many
tissues all over the organism in rats and humans. In the brain EP24.15 was shown to be
widespread expressed, both in neurons and glial cells. It seems to be involved in the
generation of enkephalins and is able to degrade peptides with no less than 6 residues
and no more than 17, like bradykinin, neurotensin, angiotensin | and GnRH (Healy and

Orlowski 1992) including intracellular peptides involved in the MHC class | presentation
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route (Silva et al. 1999;Portaro et al. 2001). EP24.15 activity and localization (nuclear,
cytoplasmatic, extracellular) are regulated by post-translational modifications like
phosphorylation and glutathionylation (Tullai et al. 2000;Portaro et al. 2001;Carreno et
al. 2005;Demasi et al. 2008). The crystal structure of EP24.15 at 2.0-Angstrom
resolution has been determined and can explain many of its kinetic and specificity
properties (Ray et al. 2004).

In SD models there is a general lack of information on the possible changes that
could be induced by sleep loss on the expression, activity, time span or fate of active
proteolytic enzymes, especially in the CNS. We have than started a systematic
evaluation of these activities in CNS tissues of rats submitted to paradoxical sleep

deprivation (PSD) beginning with EP24.15 expression and activities.

Materials and Methods

Animals

Male Wistar rats (3 months of age) were obtained from CEDEME - Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP). The animals were housed in a colony maintained at 22°C in
12:12 h light—dark cycle (lights on at 07:00 a.m. and off at 19:00 h) inside standard
polypropylene cages. All procedures used in the present study complied with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources
1996;Andersen ML et al. 2004) and the experimental protocol was approved by the

Ethical Committee of UNIFESP (approval n° 0144/09).
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Paradoxical sleep deprivation (PSD)

Animals were divided into 5 groups, with 8 animals each: PSD96 group was
submitted to PSD over a 96h period using the modified multiple platform method
(Machado et al. 2004). The sleep recovery (SR) groups were submitted to PSD96 and
were studied after 24, 48 and 96 h of SR, generating respectively the SR24, SR48 and
SR96. A home-cage control (CTRL) group was kept all the experimental time in the
same room sleeping ad libitum. During the 96 h PSD period rats were placed inside a
water tank (123x44x44 cm), filled up to 1 cm of the upper border and containing 14
circular platforms, 6.5 cm in diameter. Animals could thus move around inside the tank
by jumping from one platform to another. When PSD was reached, muscle atonia set in,
animals fell into the water and woke up. During SR periods animals were left to sleep
freely. Throughout the study room temperature was kept constant (23+1°C) and at light—
dark cycle (lights on at 07:00 h and off at 19:00 h). Food and water were provided ad

libitum. Water in the tank was changed daily throughout the study period.

Tissue samples

All rats were euthanized by decapitation in the same day between 8:00 at 10:00
a.m. The hypothalamus, hippocampus, striatum, total cortex and brainstem were
removed, either for protein or RNAm extraction (TRIZOL, Invitrogen protocol). For
protein extraction tissues were homogenized in Tris-HCI 50mM buffer, pH 7.4,
containing NaCl 100mM and 0,1% Triton. Homogenates were centrifuged at 10009 for

15 min at 4°C and the supernatant was frozen at -20°C until EP24.15 activity
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measurements. The protein content was measured by the method of Bradford (Bradford

1976) using bovine serum albumin as standard.

Enzymatic Activity

EP24.15 activity on tissue extracts was determined using a fluorogenic substrate
for EP24.15, Abz-GFDPFRQ-EDDnp (10uM) (Oliveira et al. 2001) and the specific
inhibitor JA-2 (N-[1-(R, S)-carboxy-3-phenylpropyl]-Ala-Aib-Tyr-p-aminobenzoate) at 2
MM final concentration (Shrimpton et al. 2000). The substrate was synthesized by a
modified standard Fmoc solid phase peptide synthesis protocol, using microwave
irradiation protocols (Discover, CEM Co.) during coupling and deprotection steps (Bacsa
et al. 2006). JA-2 was prepared by solution methods, using Boc chemistry, and
microwaves for aminoisobutyric acid (Aib) coupling. Both, substrate and inhibitor were
purified by HPLC (Shimadzu, LC-20A Prominence) and characterized by electron-spray
mass spectrometry (Varian, 1200L Quadrupole) and amino acid analysis (Shimadzu,
LC-10A/C-R7A). Assays were performed in a Tris-HClI 50mM pH7.4, NaCl 100mM,
buffer at 37 °C. EP24.15 was activated by DTT (0.5 mM final concentration) during 5
min, at assay temperature, before adding the substrate. The reactions were
continuously followed in a fluorimeter (Gemini XS, Molecular Devices Company),
measuring the fluorescence at Aex=320nm and Aem=420nm. Measurements were
performed in duplicate. EP24.15 activity values were reported as nanomolar of substrate

hydrolyzed per minute per milligram of protein (nmol - min™ - mg™).
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Real time PCR

EP24.15 and B-actin mRNA expression in tissue were assessed by SYBR
Green real-time PCR using 10 ng of total cDNA, SYBR Green Universal Master Mix
(Applied Biosystems), and the following set of primers independently: EP24.15 (5'-
TGATGTGGAGATGAGCATGAGGCA-3'; 5-AGGCTTCAGTGAGTCTTTCGGGA T-3
GenBank accession N° NM_172075.2) and B-actin (5'- AGGCCAACCG TGAAAAGATG

-3'and 5-CCAGAGGCATACAGGGACAAC - 3" GenBank accession N° NM_031144.2).

Immunobloting

Aliquots containing 50ug of proteins extracted from tissues in Tris-HCI 100mM,
NaCl 50mM and 0.1% Triton X-100, were applied to 10% polyacrylamide gels; purified
EP24.15 protein was applied in parallel as standard marker. These were subjected to
sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to nitrocellulose
membrane and blocked with 1% BSA in phosphate-buffered saline containing 0.1%
Tween-20 (PBS-T) for overnight at 4°C. It was then reacted about 4 hours at 4°C with
rabbit anti-rat EP24.15 antibody (1:1000) (Proteimax, Cotia, SP, Brazil) in PBS-T
followed by three 10 min washes with PBS-T. The secondary antibody, anti-rabbit IgG
antibody (1:10.000) linked to Alexa fluor 680 (Invitrogen) in PBS-T, was applied for 2 h
at 25°C and the membrane again washed 3X. The membranes were scanned (Odyssey,
Li-Cor Biosciences) by using appropriate filter sets, and band intensities were quantified
by using Odyssey 3 software and Glyceradehyde Phosphate Dehydrogenase (GAPDH)

as internal reference.
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Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the STATISTIC 6.0 software. Kruskal-
Walllis test was applied for the general comparison of median values and P<0.05 was
considered statistically significant. Differences between each two groups were evaluated

by the Mann-Whitney U-test and P<0.01 was considered statistically significant.

Results

Specificity of enzyme activity detection

Specific enzymatic activities for EP24.15 in different CNS tissues in control
animals are presented in Figure 1 as mean and SD. In all tissues, after JA-2 addition,
hydrolysis rate values were close to zero, the same as the background rate of peptide
alone and are not represented. When protein extraction is performed using an extraction
buffer/tissue ratio of 3ml/g, between 2 and 20 ul of extract to 200 ul final incubation
volume on plate reader is enough to get reliable lectures in 10 to 20 min spam time for

all samples.

EP24.15 activity and gene expression in brain tissues
Figures 2, 3 and 4 summarize the results for EC24.15 RT-PCR (empty box plot)
and specific enzymatic activities for the hydrolysis of 10 M Abz-GFDPFRQ-EDDnNp

(shadowed box plot) for each CNS tissue in the CTRL, PSD96, SR24, SR48 and SR96
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groups. Additionally, in Figure 4, is presented the EP24.15 protein quantification
estimated from immunoblotting.

In the cortex a statistically significant EP24.15 specific activity reduction (Fig 2b)
was observed at SR48, when compared to CTRL, PSD96 and SR24 (P<0.005). Also a
significant increase of this activity could be observed at SR96 when compared to
PSD96, SR24 and SR48 (P<0.01). In the hippocampus a significant activity increase
could only be shown at SR48 and SR96 (Fig 2d) when both are compared to CTRL and
SR24 (P<0.005). As in many other tissues, no statistically significant differences were
demonstrated from RT-PCR results, in any experimental condition, in the cortex and
hippocampus (Figures 2a and 2c), respectively.

Figure 3b shows results for EP24.15 specific activity in brainstem, where SR48 is
different from CTRL, SR24 and SR96. These results do not parallel mMRNA data (Fig 3a)
as a reduction is observed for PSD96 and SR24, when compared to CTRL (P<0.001). In
the contrary, in striatum, mMRNA and specific activities seem to be quite parallel (Fig 3c
and 3d) albeit only for SR48 enzyme activity a significant reduction (P<0.01) was
obtained when compared to CTRL.

In the hypothalamus, where more compelling evidences point to a
neuroendocrine role for EP24.15 in GnRH processing, besides specific enzymatic
activity and RT-PCR, immunoblotting was performed in an attempt to quantify the
protein and correlate this measure to activity. Figure 4a and 4b showed similar profiles
for both mRNA relative amount and protein content. Albeit non significant (P=0.03) the

reduction in mMRNA parallels the protein content (P=0.02) when PSD96 and SR48 are
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compared. Moreover, in both parameters, the observed increase at SR96 is significant in
relation to SR48 (P<0.01). Nonetheless, enzyme activity already shows a reduction at
PSD96 that is kept until  SR24, when both are compared to CTRL (P<0.005) well before
MRNA or protein reduction. All three measures (MRNA, protein content and enzymatic

activity) only return to CTRL values at SR96.

Discussion

The demonstration of a specific activity for a given enzyme, especially protease in
biological samples, is not a simple task and, whenever possible, a combination of
specific substrates and inhibitors is ideally used to strengthen the evidences. EP24.15
activity is frequently difficult to distinguish from the EP24.16 (Neurolysin) activity, as both
enzymes are able to hydrolyze mostly the same neuropeptides (Rioli et al. 1998). We
have used a combination of an accepted specific inhibitor for EP24.15, JA-2, that is
about 20 fold more specific for EP24.15 (Shrimpton et al. 2000) when compared to
Neurolysin and a sensible and also 20 fold more specific substrate, Abz-GDSPFRQ-
EDDnp (Oliveira et al. 2001), to follow EP24.15 activity in brain tissues extracts. This
substrate, beyond an increased specificity for EP24.15 has also a 10° higher Km
(~17uM) when compared to JA-2 Ki value (22nM) and consequently a competition
between the substrate and the inhibitor is practically eliminated. In all studied tissues the
enzyme activity on 10 puM initial concentrations of this substrate could be reduced to

practically zero by using 2 uM JA-2. Additionally we have used 0.5mM Pro-lle, a specific
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Neurolysin inhibitor (Dauch et al. 1991), and no changes on the activity over the
fluorogenic substrate were observed (results not shown), assuring that under these
conditions we were only measuring EP24.15 activity.

By using a combination of a specific substrate and specific inhibitor we were able
to demonstrate could show the presence of EP24.15 activity in the whole cortex, brain
stem, hippocampus, striatum and hypothalamus. The expression of the enzyme was
also verified by real-time PCR analysis. As shown in Figure 1, in all studied tissues,
EP24.15 in control animals showed activities that are in a range of 7 fold when
comparing the minimum and maximal activities. Beyond the obvious speculation of a
different biosynthesis rate of the protein, this fact can also indicate that post-translational
modifications, like glutathionylation (Shrimpton et al. 2003;Demasi et al. 2008),
dimerization or phosphorylation, known to affect enzyme activity (Tullai et al.
2000;Portaro et al. 2001;Carreno et al. 2005;Machado et al. 2006), are done in different
rates in the different tissues.

The most striking changes on EP24.15 activities were obtained in the
hypothalamus. A significant reduction on this parameter was evident after the SD period
and the return to initial values is attained only after 96h of normal sleep recovery, as
shown in Figure 4.

It is noteworthy that a quite similar profile, as observed for EP24.15 activity, is
observed for estrone and, to a less extent, for testosterone serum concentrations, in
male rats submitted to the same PSD protocol (Andersen et al. 2005). Interestingly

serum progesterone levels show the inverse profile in the same model, with a five-fold
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rising at PSD96 that reverts to control levels after 48h of sleep recovery.

It is tempting to relate changes on EP24.15 activity to estrone and testosterone
serum levels modifications through progesterone raise and GnRH pulse control. As
stated in a recent review (Wu et al. 2009) LHRH (or GnRH) is a physiological substrate
for EP24.15, generating LHRH-(1-5) probably after the C-terminal remotion of Gly-NH;
by a prolyl-peptidase (Lew et al. 1994). In an ultrashort negative feedback mechanism,
LHRH inhibits its own synthesis while its hydrolysis product by EP24.15, LHRH-(1-5), is
able to stimulate LHRH synthesis. A reduction in EP24.15 activity, as observed after 96h
of PSD, would increase the extracellular concentration of LHRH and, at the same time,
reduce the amount of LHRH-(1-5). The expected consequence is an hypothalamic
reduction on LHRH availability and consequently a reduction on LH, FSH, testosterone
and its metabolic products. Paradoxically the reduction in EP24.15 activity at PSD96
was not accompanied by a significant reduction of mRNA or the protein amount, as
estimated by Western-blotting. Both, protein and mRNA amounts only fall after 24 to 48
hours following PSD96, in the recovery period, and come back to control values at
SR96. As stated in the same review (Wu et al. 2009), as non-published results,
progesterone increases EP24.15 expression. Nonetheless several post-translational
modifications, like phosphorylation, glutathionylation (Portaro et al. 2001;Demasi et al.
2008;Russo et al. 2009) and cell redox status are able to change EP24.15 activity.
Progesterone increases the activity in phosphorylation pathways, including calmodulin
dependent protein kinase 1l in female rats; estrogens and progesterone also affect the

activity and expression of phosphatases and kinases (Mani 2006). Phosphorylation
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seems to be necessary for EP24.15 secretion to extracellular medium but, at the same
time, reduces its affinity for GhnRH. Moreover, opioid peptides are also involved in the
progesterone control of GnRH (Pierotti et al. 1991;Mani 2006).

Orphanin FQ/nociceptin, an opioid peptide and EP24.15 substrate (Acker et al.
1987;Montiel et al. 1997;Noble and Roques 1997), was recently shown to participate in
a feedback loop that suppresses GnRH dependent LH release in sheeps (Foradori et al.
2007), to reduce GnRH secretion in rat hypothalamic slices (Dhandapani and Brann
2002) and, in vivo, from the preoptic area of conscious male rats (An et al. 2008). An
increased level of Orphanin FQ/nociceptin, due to EP24.15 activity reduction, would also
account to GnRH release reduction. Taken together these data strongly indicate a role
for EP24.15 activity reduction on the changes observed in serum sexual steroid
hormones concentration after PSD.

As stated above, EP24.15 participates in the metabolism of endogenous opioid
peptides (Dynorphin  Aj;g;  B-neoendorphin,  Met-enkephalin-Arg-Gly-Leu,
nociceptin/orphanin) and neurotensin (Acker et al. 1987;Montiel et al. 1997;Shrimpton et
al. 2002) affecting nociception. The opioid peptides and their receptors (mu, delta, kappa
and orphan - ORL-1) are present in various regions of the CNS, involved in pain,
analgesia, stress, learning, memory, addiction, development and endocrinology (Bodnar
RJ et al., 2007).

Paradoxical sleep deprivation for 96 h decreased nociceptive thresholds,
suggesting that PSD promotes an action of hyperalgesia (Lautenbacher et al. 2006) and

reverts the antinociceptive effect of enkephalinase inhibition (Ukponmwan et al.
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1984;Lautenbacher et al. 2006). This increase in nociception does not seem to be
caused by a variation in p-opioid receptor binding (Nascimento et al. 2007). After periods
of 72h or 96h of PSD the increase in nociception takes more than 24h to return to
control values and even an antinociceptive effect can be detected after 48h of sleep
recovery (Onen et al. 2000;0nen et al. 2001)

As observed in Figure 2b a continuous reduction in EP24.15 activity becomes
significant between SR24 and SR48 in the cortex and overpass CTRL values at SR96. A
significant increase was also observed at SR48 and SR96 in the hippocampus (Fig 2d).
Although displaced by 24h, these results are quite parallel to the nociception changes
observed by One group (Onen et al. 2000;0nen et al. 2001). A decrease in EP24.15
would account for less enkephalins production and an increase in nociception. These
results could explain why there was no effect of enkephalinase inhibition to revert PSD
induced nociception as there are no enkephalins to be saved. Moreover
orphanin/nociceptin will not be hydrolyzed and may contribute no increased nociception
at this supra-spinal level (Lambert 2008). The opposed can be expected at SR96 where
an increase of EP24.15 activity, in both cortex and hippocampus, was observed.
Although the antinoceptive effect observed by Onen et al, in rats and humans beings,
was more related to the slow wave sleep (SWS) period, it is well known that around 35%
of SWS is suppressed in the modified multiple platform method of PSD and could
account for this effect. Curiously, neurotensin, a known in vitro substrate for EP24.15,
which would be unaffected under PSD conditions, does not seem to participate in

counteracting the nociceptive effect of PSD.
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In contrast to the cortex, in the brainstem the consistent reduction of mMRNA at
PSD96 and SR24 slowly returns to CTRL values during the next periods but is not
paralleled by EP24.15 activity. It is interesting to note that opioids are essential in the
brainstem control of respiration (Lalley 2008) and, in general, depressants to the
respiratory network. It is thus tempting to speculate that long term chronic exposition to
SD could account for changes in EP24.15 mRNA and finally to changes in activity. The
possible resulting unbalance of opioid metabolism in brainstem could be related to
airways changes in sleep apnoea.

Data on striatum have shown a more straight correlation between mRNA levels and
enzyme activity. Except for the enzyme activity at SR24, the general trend is to a
reduction in both mRNA levels and EP24.15 activity from PSD96 on, reaching
significance at SR48 for the protease. Again, the theoretical consequences of this
change would be a rise in dynorphin levels and decrease of enkephalins in the striatum.
The complex interplay between dopamine, dopamine receptors and opioids in the
striatum (Steiner and Gerfen 1998;Lena et al. 2008;Volkow et al. 2009) would require a
more detailed analysis of these changes, mainly at the anatomical level, to drive
functional conclusions, as from the present results we cannot say whether different
areas of the striatum are differently affected. Nonetheless it is quite conceivable that a
rise in dynorphins and a decrease on enkephalins availability is part of the
compensatory mechanisms to the dopaminergic over activity, mainly at striatal D2
receptor level (Tufik et al. 1978;Nunes et al. 1994;Tufik et al. 2009)observed at PSD.

Nonetheless it cannot be ruled out that these changes in EP24.15 activity and
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consequent modifications of opioid peptides balance in fact precedes and are, at least
partially, responsible for the well known changes in striatal dopaminergic activity at PSD.

Sleep deprivation is known to induce profound physiological modifications in
human beings and animals. We have used an animal model of PSD to evaluate potential
changes on the expression and activity of the endopeptidase EC 24.15 (EP24.15), a
proteolytic enzyme known to be involved in the processing of neuropeptides. Our results
indicate that changes in EP24.15 should be followed by the determination of activity as
both, mMRNA and protein level detection can miss changes in activity triggered by post-
translational modifications like phosphorylation, glutathionylation and redox status of the
cell or extracellular medium. In different brain tissues we observed changes on EC24.15
activity, after PSD and during the sleep recovery period, that can be related do
endocrine changes like GnRH processing at the hypothalamus, pain sensitivity due to
opioid peptides processing, sleep apnoea and dopaminergic striatal over activity. Those
observations surely deserve more detailed experiments in order to detect the levels of
neuropeptides and the consequences of EC 24.15 inhibition, overexpression or knock-
out in PSD models but they clearly indicate that peptidases can be important players in

understanding the effects of sleep related conditions.
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Figures Legend

Figure 1. EP24.15 specific activities measured in different CNS tissues using the
fluorogenic substrate Abz-GFDPFRQ-EDDnp (10 uM) (Oliveira et al. 2001). Incubations
were carried out in triplicate in 50mM Tris-HCI pH7.4, NaCl 100mM, Triton X-100 0.1%
buffer at 37 °C. JA-2 (Shrimpton et al. 2000) 2 uM was used for EC24.15 specific

inhibition.

Figure 2. Box Plot representation for EP24.15 mRNA relative amount determined by
RT-PCR in the cortex (a) and hippocampus (c), specific proteolytic activity in the cortex
(b) and hippocampus (d), in control animals (CTRL), animals submitted to 96h
paradoxical sleep deprivation (PSD96) and sleep recovery for 24 h (SR24), 48 h (SR48)
and 96 h (SR96) after PSD. b) *different from CTRL, PSD96, SR24h and SR96
(p<0.005) and Sdifferent from SR96 (p<0.01) in the cortex. d) *different from CTRL
p<0.005 and Sdifferent from SR24 h in the hippocampus (p<0.005).

Figure 3. Box Plot representation for EP24.15 mRNA relative amount determined by
RT-PCR in the brainstem (a) and striatum(c), specific proteolytic activity in the
brainstem(b) and striatum (d), in control animals (CTRL), animals submitted to 96h
paradoxical sleep deprivation (PSD96) and sleep recovery for 24 h (SR24), 48 h (SR48)
and 96 h (SR96) after PSD. (a) * different from CTRL (p<0.001). (b) *different from
CTRL, SR24 and SR96 (p<0.01). (d) * different from CTRL (p<0.01).

Figure 4. Box Plot representation for EP24.15 mRNA relative amount determined by
RT-PCR (a), protein expression by Imunoblotting (b) and specific proteolytic activity (c)
in the hypothalamus of control animals (CTRL), animals submitted to 96h paradoxical
sleep deprivation (PSD96) and sleep recovery for 24 h (SR24), 48 h (SR48) and 96 h
(SR96) after PSD. (b) *different from SR96 (p<0.001). (c) *different from CTRL
(p<0.001) and ® different from SR96 (p<0.005).
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Figure 3
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Figure 4 Hypothalamus
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Summary

Proteolytic activities are essential either for neuropeptides liberation from active or
inactive proteic precursors or for their inactivation. Neuropeptides have a fundamental
role on sleep-wake cycle regulation and their actions are probably also regulated by
proteolytic processing. Using fluorescence resonance energy transfer substrates,
specific protease inhibitors and RT-PCR, we have demonstrated changes in angiotensin
I-converting enzyme (ACE - EC 3.4.15.1) expression and proteolytic activity in the
central nervous system an animal model of paradoxical sleep deprivation (PSD) during
96 h (PSD96). Male rats were distributed in 5 groups (PSD96, 24h, 48h and 96h of sleep
recovery after PSD96 and control). ACE activity and mRNA levels were measured in
hypothalamus, hippocampus, brainstem, cortex and striatum tissue extracts. In the
hypothalamus, the significant decrease in both, activity and mRNA levels, observed at
PSD96 was only totally reversed after 96h of sleep recovery. Curiously in the brainstem
and hippocampus, albeit significative, changes in mRNA do not parallel changes on
ACE specific activity. Changes on ACE activity could affect angiotensin Il generation,
angiotensin 1-7, bradykinin and opioid peptides metabolism. Additionally, as has
recently been shown, ACE is also a signal transducing molecule. ACE expression and
activity modifications are probably related to some of the physiological changes
(cardiovascular, stress, cognition, metabolism function, water and energy balance)

observed during and after paradoxical sleep deprivation.

Keywords: angiotensin |-converting enzyme, paradoxical sleep deprivation, central

nervous system, proteolytic enzymes, angiotensin, hypothalamus.
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1. Introduction

A complete understanding of sleep functions seems to be yet a long term task,
nonetheless many of the effects of sleep deficit or sleep poor quality are known from
sleep deprivation (SD) studies in humans and in animal models. SD has been shown to
induce profound general physiologic changes (Wolk et al. 2005;Simpson and Dinges
2007;Wolk and Somers 2007;Kaneita et al. 2008;Tufik et al. 2009). These include
modifications on sexual behavior, cardiovascular parameters, oxidative stress, anxiety
and depression, learning and memory, energy balance, insulin resistance, obesity,
apnea, among others. Most of these effects are in some way, directly or indirectly,
related to changes on the central nervous system. Neuropeptides have also been shown
to be involved in the effects of SD in the CNS (Steiger 2007). Both as neurotransmitters
and endocrine effectors, neuropeptides like GnRH (Rossmanith 1998), somatostatin
(Obal and Krueger 2004), vasopressin (Born et al. 1992), neurotensin (Cape et al.
2000), substance P (Andersen et al. 2006), neuropeptide Y (Martins et al. 2010), GH,
ACTH, CRH (Steiger 2007), orexin/hypocretin (Pedrazzoli et al. 2004;D'Almeida et al.
2005;Galvao et al. 2009) and ghrelin are, among many others, whose dynamics are
important for sleep and were shown to be altered under conditions of SD. (Steiger
2007).

As a general rule, which applies equally to the CNS, liberation of active peptides from
non active precursors, generation of new ligands from already active precursors or
inactivation of endogenous or exogenously generated peptides, are activities under

direct control of proteolytic enzymes. (Shrimpton and Smith 2000;Gulpinar and Yegen
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2004;Nyberg and Hallberg 2007;Hook et al. 2008;Rholam and Fahy 2009). Beyond this
classical view of, mostly, extracellular proteolytic activities, a new level of complexity has
become recently evident from the demonstration of a large intracellular peptidergic
system, whose complexity has barely been touched. (Fricker et al. 2006;Fricker
2007;Cunha et al. 2008)

Among the proteolytic enzymes families shown to be relevant in the generation and
inactivation of neuropeptides, several Zn?** metallopeptidases have been described.
Angiotensin I-converting enzyme (EC 3.4.15.1, ACE), neprilysin (EC 3.4.24.11, NEP),
angiotensin converting enzyme 2 (EC 3.4.17.23, ACE2), endothelin Converting Enzyme
(EC 3.4.24.71, ECE), neurolysin (EC 3.4.24.16) and Thimet oligopeptidase (EC
3.4.24.15, TOP EP24.15) are some examples. ACE, well known to produce angiotensin
Il (Ang 1), is itself a signal transducing molecular (Fleming 2006) and interacts with

bradykinin (Bk) B2 receptors (Sabatini et al. 2008).

ACE is an essential part of the renin-angiotensin system (RAS) and several recent
reviews emphasize the importance and possible implications of the complete RAS
existence in the brain (McKinley et al. 2003;Bohlen und Halbach and Albrecht 2006;Paul
et al. 2006;Wright et al. 2008) where it acts to regulate a number of physiological

processes.

In PSD models there is a general lack of information on the possible changes that could
be induced by sleep loss on the expression, activity, time span or fate of active

proteolytic enzymes in general and, in particular, in the CNS. We have than started a
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systematic evaluation of these activities in CNS tissues of rats submitted to PSD,

beginning with ACE expression and activities.

2. Methods

2.1 Animals

Male Wistar rats (3 months of age) were obtained from CEDEME - Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP). The animals were housed in a room maintained at 22°C in
12:12 h light—dark cycle (lights on at 07:00 a.m. and off at 19:00 h) inside standard
polypropylene cages. All procedures used in the present study complied with the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources
1996;Andersen ML et al. 2004); and the experimental protocol was approved by the

Ethical Committee of UNIFESP (approval n° 0144/09).

2.2 Paradoxical sleep deprivation (PSD)

Animals were distributed in 5 groups with 8 animals each: PSD96 group was submitted
to PSD over a 96h period using the modified multiple platform method (Machado et al.
2004). The sleep recovery (SR) groups were submitted to PSD96 and were studied after
24, 48 and 96 h of SR, generating respectively the SR24, SR48 and SR96. A home-
cage control (CTRL) group was kept all the experimental time in the same room sleeping
ad libitum. During the 96 h PSD period rats were placed inside a water tank
(123%44x44cm), filled up to 1lcm of the upper border and containing 14 circular
platforms, 6.5cm in diameter. Animals could thus move around inside the tank by

jumping from one platform to another. When PSD was reached, muscle atonia set in,
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animals fell into the water and woke up. Throughout the study room temperature was
kept constant (23+1°C) and at light—dark cycle (lights on at 07:00 h and off at 19:00 h).
Food and water were provided ad libitum. Water in the tank was changed daily
throughout the study period.

2.3 Tissue samples

All rats were euthanized by decapitation, in the same day between 8:00 at 10:00 a.m.
The hypothalamus, hippocampus, striatum, total cortex and brainstem were removed,
either for protein or RNAm extraction (TRIZOL, Invitrogen protocol). For protein
extraction tissues were homogenized in 50mM Tris-HCI buffer, pH 7.0, containing NaCl
100mM and 0,1% Triton. Homogenates were centrifuged at 1000g for 15 min at 4°C and
the supernatant was frozen at -20°C until ACE activity measurements. The protein
content was measured by the method of Bradford (Bradford 1976) using bovine serum
albumin as standard.

2.4 ACE enzymatic activity

ACE activity on tissue extracts was determined using the fluorescence resonance
energy transfer (FRET) peptide Abz-FRK(Dnp)P-OH (10JM) (Carmona et al. 2006). The
substrate was synthesized by a modified standard Fmoc solid phase peptide synthesis
protocol, using microwave irradiation (Bacsa et al. 2006), purified by HPLC (Shimadzu,
LC-20A Prominence) and characterized by electron-spray mass spectrometry (Varian,
1200L Quadrupole) and amino acid analysis (Shimadzu, LC-10A/C-R7A). The activity
assays were performed in Tris-HClI 100 mM pH7.0, NaCl 100 mM, ZnCl, 10 uM as

previously described (Carmona et al. 2006). The reactions were continuously followed in
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a Gemini XS, Molecular Devices Company, fluorimeter measuring the fluorescence at
Aex=320nm and Aen=420nm. Measurements were performed in duplicate, and ACE
activity values were reported as nanomolar of substrate hydrolyzed per minute per

milligram of protein (nM - min™ - mg™).

2.5 Real time PCR

ACE and B-actin mRNA expression in tissue were assessed by SYBR Green real-time
PCR using 10 ng of total cDNA, SYBR Green Universal Master Mix (Applied
Biosystems), and the following set of primers independently: ACE
(5'CGGTTTTCATGAGGCTATTGG 3 and 5 TCGTAGCCACTGCCCTCACT 3,
GenBank accession number NM_ 012544 and B-actin (5- AGGCCAACCG
TGAAAAGATG -3' and 5-CCAGAGGCATACAGGGACAAC - 3° GenBank accession
number NM_031144.2). ACE and B-actin mRNA expression were obtained from the
cycle threshold (Ct) associated with the exponential growth of the PCR products.
Quantitative values for ACE mRNA expression were obtained by the parameter 224!, in

which ACt represents the subtraction of the B-actin Ct values from the ACE values.

2.6 Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the STATISTIC 6.0 software. Kruskal-Wallis
test was applied for the general comparison of median values and P<0.05 was
considered statistically significant. Differences between each two groups were evaluated

by the Mann—-Whitney U-test and P<0.01 was considered statistically significant.
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3. Results

3.1 Specificity of enzyme activity detection

The FRET substrate Abz-FRK(Dnp)P-OH was shown elsewhere to be specific for ACE
in several different tissues (Carmona et al. 2006). In our experimental model we could
demonstrate this same specificity. Values for specific enzymatic activities, determined in
different CNS tissues, in control animals are represented Figure 1 shows as mean and
standard deviation. In all tissues, in parallel assays in presence of lisinopril, 5 uM final
concentration, hydrolysis rate was almost abolished and was the same as the
background rate of peptide alone (data not shown).

3.2 ACE activity and gene expression in CNS tissues.

Values for mRNA relative amount from RT-PCR and specific proteolytic activities for
ACE, for the different tissues, are presented as point distribution and box plot in Figures
2 to 4. Values for the hypothalamus are presented respectively in Figures 2a and 2b and
both parameters show similar profiles. A statistically significant reduction is attained at
PSD96 and SR24 (P<0.001) for ACE activity in relation to the control values. These
changes were only fully reversed after 96 h of voluntary sleep.

In the hippocampus (Figure 3a and 3b) gene expression, but not enzymatic activity, was
reduced (P<0.01).The significant decrease in mMRNA could be shown at SR48 (Figure
2b) when compared to CTRL and SR96 (P<0.01).

ACE gene expression in brainstem, as presented in Figure 4, shows a continuous
reduction from PSD96 on, attaining statistical significance in relation to CTRL values

from SR24 to SR96. These results do not parallel specific activity (Figure 4b) that
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reaches a significant reduction (P<0,001) at SR96.

4. Discussion

In the present study we have analyzed the effect of paradoxical sleep deprivation on
ACE activity and relative mRNA amount in CNS tissues: hypothalamus, hippocampus,
brainstem, striatum and cortex.

Several synthetic substrates for in vitro ACE activity determination are described in the
literature and those based on FRET are among the most sensitive (for a recent review
see Carmona et al. 2009) . Abz-FRK(Dnp)P-OH is an specific FRET substrate that has
been used for ACE activity determination in crude homogenates of lung, kidney, heart
and liver (Alves et al. 2005). In the present work, we have extended its use for ACE
activity determination in CNS crude tissue extracts. In control and experimental animals
our results have shown that it is possible to determine the activity of ACE in total tissue
extracts obtained from hypothalamus, hippocampus, striatum and cortex of rats. The
specificity of the assay was confirmed by the complete inhibition in presence of 5 uM
lisinopril. Assays can be performed in a relatively short time (about 15 min) in 96 well
microplates. Figure 1 show the specific ACE activity obtained in different tissues in
control animals. As most of known angiotensins dependent actions in the CNS are
located in the hypothalamus and brainstem. It is somewhat a surprise to find the lower
activity levels in the hypothalamus. Nonetheless many other unknown factors like the
turnover rate of ACE in the cytoplasmatic membrane, where it is anchored, and the level

of other peptidases in different tissues, can also determine the physiological needs and
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relevance of activity levels.

It is reasonable to assume that changes in the expression and activity of ACE results in
changes in Ang Il generation but also in many other actions as discussed in the end of
this section.

As shown in Figures 2a and 2b, a reduction in ACE specific activity and mRNA relative
levels, in animals subjected to PSD was observed in the hypothalamus, when compared
to the control group. In brainstem, as observed in Figures 3a and 3b, a continuous and
significant reduction in mMRNA is observed from SR24 until SR96, but reduction on
specific ACE activity could only be detected at SR96. No significant changes on ACE
activity where observed in the hippocampus, despite a significant reduction in mRNA by
RT-PCR at SR48.

Ang Il is a multitask peptide in the CNS (Saavedra et al. 2006;Ferguson 2009) and has
essential roles in the regulation of central autonomic functions and stress. Ang Il is
involved in numerous physiological processes in the hypothalamus (Benarroch 2005)
and brainstem to control the secretion of oxytocin and vasopressin in the pituitary
(Ferguson 2009), fluid intake in subfornical organ (SFO) (McKinley and Johnson 2004),
central control of blood pressure in the circumventricular organs (CVOs) (Veerasingham
and Raizada 2003) and in stress response (Saavedra et al. 2006).

It has been demonstrated that sleep deprivation is a stressor but the stress response in
not equally sustained during PSD and is even attenuated during the recovery period
(Meerlo et al. 2002;Sgoifo et al. 2006;Meerlo et al. 2008;Galvao et al. 2009). As Ang Il is

an essential effector in this stress response, it is quite reasonable to suppose that ACE
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activity reduction at PSD and during the recovery period could be involved in the altered
stress response. Ang Il is known to suppress food intake probably via AT2 receptors
(Porter and Potratz 2004;Ohinata et al. 2008). In this sense, hyperphagia observed
during PSD (Hipolide et al. 2006;Martins et al. 2006;Koban et al. 2008) is also an effect
that could be related to reduction on Ang Il availability.

In male rats it was shown that PSD induces a significant reduction in testosterone and
estrone plasmatic levels (Andersen et al. 2005) that return to basal levels in time periods
quite correlated to the return observed for ACE in hypothalamus in the present work.
Moreover prolactin levels were also elevated in PSD (Andersen et al. 2005). Quite
interestingly in male rats, submitted to an immobilization stress model, but not in non
stressed animals, the Ang Il receptor antagonist saralasin, intracerebroventricular (icv)
administration, induced a fourfold increase in prolactin serum levels when compared to
controls (Myers and Steele 1991). These results suggest that PSD associated stress
allied to ACE activity reduction in the hypothalamus could be responsible for the
observed prolactin levels increase. Ang Il injection in the median preoptic area of
unprimed ovariectomized rats induces a sharp increase in LH release, probably via
LHRH secretion (Franci et al. 1990). The effects are reversed by the angiotensin AT1
receptor antagonist, losartan. Many other evidences indicate Ang Il as an important
factor in central regulation of sex hormones (Ganong 1995). Alteration in sexual
hormones during and after PSD (Andersen et al. 2005) could also be related to the
changes in ACE proteolytic activity observed in our work. Reduction in Ang Il formation

will probably result in reduction of LHRH liberation and less FSH or LH release and,
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finally, less testosterone and estradiol/estrone.

Although ACE is usually seen as a key link in the RAS, participating in the formation of
Ang I, Ang Il by itself is just part of a cascade that can generate, through other
peptidases, Ang 1-7, Ang lll and Ang IV which are normally present in the CNS (Grobe
et al. 2008). Ang 1-7 opposes most of Ang Il effects and can be formed directly from
angiotensin | by other peptidases (Trask and Ferrario 2007). Ang IV has been shown to
be an important factor in memory and learning processes (Braszko 2006;Wright et al.
2008) and both functions are among the most affected by PSD in rat models (Silva et al.
2004) e guan. E tufik

ACE is also able to hydrolyze bradykinin, substance P, opioid peptides, corticotrophin
(Merops database 2010), hemopressin (Rioli et al. 2003), amyloid B-protein (Miners et
al. 2008). Bradykinin is a classical substrate inactivated by ACE, with a central role in
inflammatory processes, pain perception, immune function and vascularization. Opioid
peptides, like endorphins and enkephalins, are ACE substrates whose dynamics is
probably altered by changes in ACE activity with consequences in pain perception
(Akahori et al. 2008).

Moreover ACE can dimerize, interact with carboxypeptidase M in cell membrane (Sun et
al. 2008); affect B1 and B2 receptors activities and also acts as a signaling molecule in
cell membrane, triggering effects like increase in the levels of COX-2 (Fleming
2006;Lambert et al. 2010). All these available data let to the conclusion that the lack of
the protein, due to a reduced expression, should have consequences well beyond its

catalytic effect on Ang Il formation. These consequences, yet to be addressed, should
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be completely different from its simple inhibition by ACE inhibitors. Whether or not the
observed effects of PSD, on this animal model, on ACE activity and expression, are
present in conditions of chronic sleep deprivation or restriction in animals or human
beings is an open question. Further studies will allow us to particularize the specific
areas of tissues where these changes take place and evaluate the effect, in vivo, of
these changes on the levels and activity of possibly involved neuropeptides and

receptors.
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Figure 3
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Figure legends

Figure 1. Abz-FRK(Dnp)P-OH hydrolysis rate by crude extracts from different CNS
tissues. Incubations were performed in 100mM Tris-HCI pH7.0, 100mM NaCl, 10uM
ZnCl, buffer at 37°C.

Figure 2. Box Plot representation for ACE mRNA relative amount determined by RT-
PCR in the hypothalamus (a) and specific proteolytic activity (b), in control animals
(CTRL), animals submitted to 96h paradoxical sleep deprivation (PSD96) and sleep
recovery for 24h (SR24), 48h (SR48) and 96h (SR96) after PSD. a) *different from SR96
(p<0.005). b) *different from CTRL (p<0.005), °different from SR96 (p<0.001) and
*different from SR24 (p<0.01)

Figure 3. Box Plot representation for ACE mRNA relative amount determined by RT-
PCR in the hippocampus (a) and specific proteolytic activity (b), in control animals
(CTRL), animals submitted to 96h paradoxical sleep deprivation (PSD96) and sleep
recovery for 24h (SR24), 48h (SR48) and 96h (SR96) after PSD. a) *different from SR48
(p<0.01).

Figure 4. Box Plot representation for ACE mRNA relative amount determined by RT-
PCR in the brainstem (a) and specific proteolytic activity (b), in control animals (CTRL),
animals submitted to 96h paradoxical sleep deprivation (PSD96) and sleep recovery for
24 h (SR24), 48 h (SR48) and 96 h (SR96) after PSD. a) *different from CRTL (p<0.01).

b) *different from CTRL, PSD96, SR24h and SR48 (p<0.01).
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