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RESUMO

FRANCO, R.D. Caracterizacao fenotipica de camundongos knockout para
as oligopeptidases Thimet oligopeptidase e Neurolisina. 2019. 96f. Tese
(Doutorado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

A acdo concomitante do proteassomo e de peptidases intracelulares, como a
thimet oligopeptidase (THOP1) e a neurolisina (NIn), podem levar a formacéo
continua de peptideos funcionais. O proteassomo controla a disponibilidade de
proteinas importantes para a plasticidade sinaptica, sendo fundamental para
aquisicdo e manutencdo da memoaria. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
participacdo das oligopeptidases THOP1 e NIn em processos de memoria e
aprendizado. Como modelo experimental foram utilizados camundongos C57BL6
selvagens (WT) ou com supresséo genética (knockout, KO) da THOP1 (THOP1-
A, NIn (NIn") ou THOP1/NIn (THOP1/NIn’). Os resultados obtidos até o
momento sugerem que esses animais possuem alteracdes cognitivas, além de
comportamentos semelhantes a depressao e a esquizofrenia. A analise global
da expressdo génica no cortex pré-frontal, estriado, hipocampo e hipotalamo
desses animais sugere alteracbes que nao puderam ser diretamente
relacionadas aos fenoétipos observados. Por outro lado, o0 mRNA dos receptores
de dopamina aparece reduzido no cortex pré-frontal e no hipocampo, e
aumentado no estriado dos animais THOP1” em comparac&o aos camundongos
WT. As analises peptidbmicas sugerem a alteracdo nos niveis relativos de
peptideos como o0 SANSNPAMAPRE, que tem como precursor o neuropeptideo
somatostatina, e RKGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD, cuja proteina
precursora € a neurogranina. A taxa de turnover de serotonina e dopamina no
cortex pré-frontal dos animais THOP1’ encontrou-se alterada, o que poderia
explicar uma possivel correlacdo funcional com os fenétipos observados. Em
conjunto, esses resultados sugerem a participacdo das oligopeptidases THOP1
e NIn na consolidacdo da memdria e aprendizado, bem como em distarbios
psiquiatricos. Os mecanismos moleculares ainda demandam investigagfes
adicionais, mas sugerem o envolvimento de peptideos secretados, derivados da

somatostatina, e intracelulares, derivados da neurogranina.



Palavras-chave: Thimet oligopeptidases. Expressdo génica. Memoria.
Aprendizado.



ABSTRACT

FRANCO, R.D. Phenotypic characterization of thimet oligopeptidase and
neurolysin knockout mice. 2019. 96p. Thesis (Pharmacology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sédo Paulo, S&o Paulo, 2019.

The concomitant action of proteasome and intracellular peptidases, such as
thimet oligopeptidase (THOP1) and neurolysin (NIn), may lead to the continuous
formation of functional peptides. Proteasome controls the availability of proteins
and is important for synaptic plasticity, which has been suggested to be essential
for memory acquisition and maintenance. Here, our main aim is to evaluate the
participation of oligopeptidases THOP1 and NIn in memory and learning
processes. Wild type (WT) C57BL6 or genetically modified (knockout) THOP1
(THOP17), NIn (NIn”) or THOP1/NIn (THOP1/NIn”) mice were used as
experimental models. The results obtained suggest that these animals have
cognitive alterations, besides behaviors similar to depression and schizophrenic
disorder. The global analysis of gene expression in the prefrontal cortex,
striatum, hippocampus and hypothalamus of these animals, suggests alterations
that could not be directly related to the observed phenotypes. On the other hand,
dopamine receptor mRNA appears reduced in the prefrontal cortex and
hippocampus, and increased in the striatum of THOPL1 - / - mice compared to WT
mice. Peptidomic analyzes suggest alterations in the relative level of specific
peptides, including SANSNPAMAPRE, derived from somatostatin, and
RKGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD, derived from neurogranin. The
turnover rate of serotonin and dopamine in the prefrontal cortex of THOP1” was
altered, which could explain a possible functional correlation with the observed
phenotypes. Taken together, these results suggest the involvement of
oligopeptidases THOP1 and NIn in memory and learning consolidation, as well
as in psychiatric disorders. The molecular mechanisms still require further
investigations, suggesting the involvement of secreted peptides, such the ones
derived form as somatostatin, and intracellular peptides, such the ones derivative
from neurogranin.

Keywords: Thimet oligopeptidases. Gene expression. Memory. Learning.



INTRODUCAO

As proteinas sdo constituintes fundamentais para a organizacao,
sobrevivéncia, e funcdo dos organismos vivos. Até a década de 40, as proteinas
eram consideradas moléculas estaveis, quando Ratner et al. (1940; revisto por
GUGGENHEIM, 1991) demonstraram seu equilibrio dinadmico regulado por sintese e
degradacdo (definido como proteostase); a proteostase € absolutamente essencial
para a vida. Desde entéo, estudos relacionados a sintese e degradacao de proteinas
se tornaram dos mais fascinantes das ciéncias bioldgicas.

A degradacdo seletiva da maior parte das proteinas intracelulares de
eucariontes de “vida curta” é efetuada pelo sistema ubiquitina-proteassomo (Figura
1; HERSHKO; CIECHANOVER, 1998). Nesse sistema, ou via de degradacao
extralisossomal, as proteinas sdo degradadas efetivamente pelo proteassomo, um
mega complexo proteolitico de 1,2 MDa (GROLL et al., 1997). Essas proteinas sao
degradadas apés serem marcadas covalentemente com cadeias de ubiquitina, uma
pequena proteina altamente conservada, ou por sinais adicionais de ubiquitinas “nao
candnicas” (KRAVTSOVA-IVANTSIV; CIECHANOVER, 2012).

A degradacdo de proteinas pelo sistema extralisossomal ubiquitina-
proteassomo desempenha papéis importantes no controle de inUmeros processos
celulares, incluindo a progresséao do ciclo celular, a transducao de sinal, a regulacéo
da transcricéo, a endocitose, a resposta imune, o desenvolvimento, e a morte celular
programada. Anormalidades em processos mediados pelo sistema ubiquitina-
proteassomo provocam condi¢cdes patoldgicas, incluindo a transformacédo maligna
(HERSHKO; CIECHANOVER, 1998). Em eucariontes, por exemplo, de 30 a 90%
das proteinas recém-sintetizadas podem ser degradadas pelo proteassoma
(GOLDBERG, 2003).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do proteassomo 26S. O proteassomo 26S
consiste de duas por¢des regulatérias 19S (“Lid” e “Base”) e um complexo
catalitico (“Core”) 20S (Adaptado de Schwechheimer e Deng, 2001).

Desde a descoberta do sistema ubiquitina-proteassoma, reconheceu-se que
0s peptideos existiriam transitoriamente dentro de células, pois o proteassoma gera
fragmentos contendo entre 2-21 aminoacidos (na média contendo 10-12
aminoacidos) ap0s degradacdo das proteinas (ROLLAND et al.,, 2014). Alguns
desses peptideos produzidos pelo proteassoma sao transportados para o interior do
reticulo endoplasmatico, onde se associam ao complexo principal de
histocompatibilidade | (MHC-I) para serem apresentados como antigenos para
células CD8* (REITS et al., 2003).

O conceito aceito nessa area € que apenas um peptideo por proteina escape
da degradacao enzimatica posterior, sendo o restante degradado, em segundos, por
aminopeptidases e utilizado na sintese de novo de proteinas (GOLDBERG, 2003;
REITS et al., 2003). E nesse contexto que nossos trabalhos acrescentam algo novo,
gue um grupo de peptideos escape da degradacéo proteolitica pds-proteassoma e
sejam funcionais no meio intracelular (citosol, mitocéndrias e nucleo); por exemplo,
esses peptideos intracelulares teriam a fungdo de regular interacbes proteina-
proteina (FERRO et al., 2014; FERRO; HYSLOP; CAMARGO, 2004).



1.1 Peptideos intracelulares

As primeiras descricbes de peptideos intracelulares aparecem na literatura
cientifica no final da década de 50 (MCMANUS, 1958; CONNELL; WATSON, 1957),
embora nenhuma funcéo tenha sido descrita para esses peptideos. Posteriormente,
um peptideo intracelular derivado da proteina acil-CoA foi identificado e denominado
“‘diazepam binding inibidor” (DBI), cuja atividade agonista de receptores
benzodiazepinicos foi caracterizada (GUIDOTTI et al., 1983; ALHO et al., 1985). Um
segundo peptideo intracelular secretado de leveduras Saccharomyces cerevisiae e
denominado “a-factor” foi caracterizado como um feroménio de acasalamento
(HUYER et al., 2006). O a-factor é produzido dentro do citoplasma por uma série de
passos envolvendo ligacdo de lipideos (prenilacdo), clivagens proteoliticas N-
terminais por Ste24p e Axllp, e transporte do citosol para o espaco extracelular por
Ste6p (HUYER et al., 2006). Ap6s secrecdo o a-factor se liga a um receptor
especifico (Ste3p) e estimula o acasalamento. Tanto para o DBI como para o a-
factor a funcdo descrita apds secrecdo € ativacdo de receptores da membrana
plasmatica.

Com o desenvolvimento da espectrometria de massas por jato de elétrons
(electron spray) para moléculas proteicas por Fenn et al. (1989), tornou-se possivel
0 sequenciamento em larga escala de proteinas e peptideos pela consagrada
técnica de Electron Spray Mass Spectrometry (ESMS). Nosso laboratério, com a
colaboracéo dos Profs. Fabio Cesar Gozzo e Marcos Eberlin (IQ/UNICAMP), foi um
dos pioneiros no Brasil em usar a ESMS para o sequenciamento de novo de
peptideos (Patente: Pl 0301511-4 A2; RIOLI et al., 2003; HEIMANN et al., 2005).

No trabalho original (RIOLI et al., 2003), foi identificado um pequeno grupo de
15 peptideos como substratos naturais das oligopeptidases thimet oligopeptidase
(THOP1, EP24.15, EC 3.4.24.15) e neurolisina (NIn, EP24.16, EC 3.4.24.16). Uma
particularidade desses peptideos originalmente identificados pelo nosso grupo, foi
gue as proteinas precursoras eram citosolicas (RIOLI et al, 2003; HEIMANN et al.,
2005). A partir desses resultados, propusemos que peptideos intracelulares
poderiam ser reguladores naturais de interagcdes proteina-proteina (FERRO;
HYSLOP; CAMARGO, 2004). Os peptideos intracelulares podem desempenhar
fungcbes como aquelas descritas para peptideos sintéticos racionalmente

desenhados e, quando reintroduzidos em células, séo capazes de inibir a interacao



entre proteinas especificas (QVIT et al.,, 2017; QVIT; MOCHLY-ROSEN, 2010;
FERRO et al., 2014).

Na busca de evidéncias experimentais que peptideos intracelulares fossem
funcionais, Cunha et al. (2008) identificaram um novo grupo de peptideos
intracelulares que foram reintroduzidos ao meio intracelular e observados
modulando positivamente a sinalizacdo de receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) em células CHO e HEK293; os mesmos peptideos intracelulares
administrados no meio extracelular mostraram-se inativos. A acado dos peptideos
intracelulares modulando a transducdo do sinal de GPCRs pode estar
correlacionada a significancia biolégica, o que é relevante se considerarmos que 0s
GPCRs constituem a maior familia de receptores da superficie celular, com cerca de
800 diferentes membros codificados por aproximadamente 4% do genoma humano
(NORDSTROM et al., 2011).

A superexpressdo (CUNHA et al., 2008) ou a inibicdo por siRNA (RUSSO et
al., 2012) da THOP1 em células HEK293T causa alteracdo na transducdo do sinal
decorrente da acdo de agonistas de receptores beta-adrenérgicos ou de
angiotensina II; células superexpressando a THOP1 respondem menos a esses
agonistas, enquanto células com THOP1 inibida tém uma potenciacdo dessa
resposta (CUNHA et al., 2008; RUSSO et al.,, 2012). Como essas enzimas sao
oligopeptidases que metabolizam apenas peptideos, € possivel sugerir que a
alteracdo do conteudo peptidico intracelular (bem como de um ou outro peptideo
especifico) seja responsavel pelas alteracdes observadas na transducéo do sinal de
GPCRs. Em conjunto, esses estudos sugerem que uma das funcdes intracelulares
da THOP1 é metabolizar peptideos que modulam a transducéo do sinal de agonistas
de GPCRs (CUNHA et al., 2008; RUSSO et al., 2012).

Quando os peptideos intracelulares FE2 e FE3, que potencializam a
transducéo do sinal da angiotensina Il e do isoproterenol (agonista beta adrenérgico)
em células CHO-S e HEK293T, foram imobilizados covalentemente em colunas de
afinidade, algumas proteinas foram identificadas interagindo (ndo sabemos se direta
ou indiretamente) com eles. Entre as proteinas identificadas estdo dinamina (tem um
papel critico nos eventos de fissdo da membrana endocitica), adaptina alfa-2
(regulacdo do transporte de superficie celular) e 14-3-3¢ (proteina adaptadora
multifuncional), relacionadas a transducéo do sinal celular (CUNHA et al., 2008).

Utilizando ressonéancia plasménica de superficie, investigamos in vitro o efeito de



varios peptideos intracelulares na interagdo com a calcio-calmodulina (CAM) ou 14-
3-3¢, ambas proteinas importantes no processo de transdugcdo da sinalizacao
celular. Em concentracbes de 1-50 pM, a maior parte dos peptideos intracelulares
testados, incluindo o FE2 e FE3, modularam interacfes de proteinas do citoplasma
do cérebro de ratos com CAM ou 14-3-3e. Um desses peptideos intracelulares
(VFDVELL; VFD7), que altera marcadamente a interacdo da THOP1 e de proteinas
do citoplasma do cérebro de ratos com ambas CAM e 14-3-3¢, quando introduzido
nas células HEK293T, aumenta a concentracdo do calcio livre citosdlico de forma
dose-dependente. Os niveis intracelulares desse peptideo em células HEK293 sao
de aproximadamente 16 uM, sugerindo sua possivel relevancia biolégica no controle
da homeostase intracelular de célcio, cujo mecanismo molecular ainda é
desconhecido. Portanto, esses resultados sugerem que 0s peptideos intracelulares
podem modular interacbes proteicas, e que esse possa ser um dos mecanismos
pelos quais eles sdo funcionais no meio intracelular (RUSSO et al., 2012).

Corroborando a sugestdo que os peptideos intracelulares tenham funcao
bioldgica, um trabalho recente do nosso grupo demonstrou que o peptideo pepb,
fragmento da ciclina D2, causa morte celular por apoptose e necrose (ARAUJO et
al., 2014). O pep5 foi encontrado flutuando ao longo do ciclo celular de células Hela,
estando elevado na fase G2/S, sugerindo que em condi¢ées normais seja possivel
que peptideos intracelulares possam participar do mecanismo de decisdo sobre
sobrevivéncia ou morte celular (ARAUJO et al., 2014; RUSSO et al., 2017). Em
células humanas MDA-MB-231 de cancer da mama, a morte celular induzida pelo
pep5 é maior quando adicionado na populacdo de células na transicdo G1/S ou na
fase S comparado as células assincrénicas (RUSSO et al., 2017). O pep5 induz uma
rapida ativacdo da fosforilacdo de ERK1/2 que perdura por até 4 horas em células
MDA-MB-231 sincronizadas em G1/S ou S, em comparagdo com a mesma ativacao
em células assincronicas. Utilizando cromatografia de afinidade seguida por
espectrometria de massa, identificamos duas proteinas ligando o pep5, sendo elas a
chloride intracellular channel protein 1 e a plectin. De fato, o tratamento com pep5
causa uma forte perturbacdo do citoesqueleto afetando a integridade das fibras de
estresse de células MDA-MB-231 (RUSSO et al., 2017).

Como ilustrado (Figura 1), o proteassomo é um complexo proteolitico
dependente de ATP e constituido pelas particulas regulatérias 19S, que sé&o

responsaveis por reconhecer, desdobrar e encaminhar as proteinas para o interior



do complexo 20S (GOLDBERG, 2003; REITS et al., 2003; KRAVTSOVA-IVANTSIV,
CIECHANOVER, 2012; HERSHKO; CIECHANOVER, 1998; LECKER; GOLDBERG,
2002; GROLL et al., 1997). Apos inducdo do proteassomo imune em células HelLa
tratadas com interferon- y (INF-y), caracterizamos o repertorio peptidico intracelular
comparativamente as células controle, utilizando ESMS semi-quantitativa. Foram
identificados 42 peptideos, sendo que apenas um (denominado EL28) teve um
aumento de 3 vezes em relacédo ao controle (MONTE-SILVA et al., 2016). O EL28 foi
caracterizado como sendo produto de degradacdo da “26S protease regulatory
subunit 4 (Rpt2) ”. Rpt2 € uma das 6 ATPase presentes na particula regulatoria 19S
do proteassomo, possuindo funcdo relacionada a estabilidade da ligacdo entre a
particula regulatéria 19S e o complexo 20S, bem como de facilitar a entrada de
substratos dentro do complexo 20S, através da mudanca conformacional do anel q,
aumentando a atividade proteolitica do proteassomo (KOHLER et al., 2001; TIAN et
al., 2011).

Ao analisar o efeito do peptideo EL28 in vitro e in vivo sobre a atividade do
proteassomo, houve um aumento da atividade caspase-, tripsina-, quimotripsina-
simile do proteassomo. O significado biolégico do EL28 foi avaliado medindo seus
efeitos sobre a proliferacdo de células T CD8*. Utilizando esplendcitos murinos de
C57BL/6JOT1 (células T CD8* especificas para OVA), ha um aumento na
proliferacdo de células T CD8* apds tratamento com EL28 (100 pM) comparadas
aos controles (MONTE-SILVA et al., 2016; STUMPF et al., 2008).

Dados recentes reforcam a proposta que peptideos sejam funcionais no meio
intracelular, considerando que peptideos bioativos intracelulares podem ser
traduzidos a partir de RNAs derivados de pequenos “open reading frames”
localizados em sequéncias nao codificantes do DNA nuclear (LAURESSERGUES et
al., 2015; ANDREWS; ROTHNAGEL, 2014) ou de DNA mitocondrial (LEE et al.,
2015; YEN et al.,, 2013). Uma analise inicial desses dois grupos de peptideos
(derivados de protedlise comparados a derivados de traducdo) sugere que sejam
grupos distintos, e ndo foram observados peptideos semelhantes entre eles;
portanto, haveria dois grupos de peptideos intracelulares, um derivado de protedlise
e outro derivado de traducdo direta (FRICKER, FERRO, observacbes néo

publicadas).



1.2 Peptideos intracelulares que atuam em receptores

Uma funcdo dos peptideos intracelulares é atuar em receptores de superficie
celular, como no caso do a-factor de leveduras (HUYER et al., 2006). Dentre os 15
primeiros peptideos identificados pelo nosso grupo utilizando o método de captura
de substratos, um foi denominado hemopressina (PVNFKFLSH) pela sua atividade
hipotensora apds administracdo intravenosa em ratos anestesiados (RIOLI et al.,
2003). Alem dos efeitos hipotensores, a hemopressina administrada intraperitoneal
ou oral tem efeitos antinociceptivos relacionados a sua ligacdo como agonista
inverso de receptores canabindides do tipo 1 (CB1) (DALE et al., 2005; HEIMANN,
2007), bem como pela ativacdo de receptores vanildides TRPV1 (TONIOLO et al.,
2014; FOGACA et al., 2015).

Dodd et al. (2010) sugerem que a hemopressina possa atuar em receptores
CB1 modulando a ingestdo alimentar e a saciedade do apetite no cérebro de
mamiferos, evidenciando seu possivel uso terapéutico para o tratamento da
obesidade e disturbios metabdlicos relacionados (Patente: PCT/BR2010/000253).

Gomes et al. (2009, 2010) identificaram variantes com extensdo de
aminoacidos no N-terminal da hemopressina no cérebro de camundongos, que
foram definidas como RVD- e VD-hemopressinas. Trabalhos subsequentes de
diversos grupos demonstraram que as hemopressinas endbégenas Ssao
preferencialmente as RVD- e VD-hemopressinas, embora aproximadamente 20
peptideos contendo a sequéncia da hemopressina ja tenham sido identificados em
extratos de cérebro de camundongos (GOMES et al., 2009; BAUER et al., 2012).

Recentemente, Hofer et al. (2015) demonstraram a presenca predominante
de hemopressinas na medula adrenal, bem como sua presenca em neurdnios
adrenérgicos do sistema nervoso central. Xapelli et al. (2014) mostraram que a
hemopressina aumenta a diferenciacdo de células oligodendrogliais em culturas
neurais contendo células-tronco derivadas da regido subventricular de camundongos
recém-nascidos, atuando como modulador de receptores CB1l. Esses resultados
sugerem que a hemopressina e seus derivados possam ser de interesse potencial
para o desenvolvimento de futuras estratégias para tratar doencas desmielinizantes
(XAPELLI et al., 2014; Patent pending PCT/GB2012/051917). Finalmente, vale
ressaltar que as hemopressinas foram recentemente citadas como

endocanabindides peptidérgicos em artigo de revisdo assinado pelo Prof. Raphael



Mechoulam, Professor of Medicinal Chemistry at the Hebrew University of
Jerusalem, Israel (MECHOULAM et al., 2014).

Gelman et al., (2013) sugerem que um percentual de aproximadamente 8%
dos peptideos intracelulares identificados em extratos de fatias de cérebro de
camundongos, também podem ser secretados e encontrados no meio de cultura.
Algumas formas dos peptideos intracelulares aparecem apenas no meio de cultura
de fatias de cérebro de camundongos, como no caso das hemopressinas
RVDPVNFKLL e RVDPVNF, sugerindo que haja processamento proteolitico
extracelular para esses peptideos; o mecanismo de secrecdo desses peptideos
ainda precisa ser investigado.

Um novo peptideo intracelular secretado, derivado da hemoglobina e
denominado AGH (AGHLDDLPGASAL), foi identificado pelo nosso grupo utilizando
0 ensaio de captura de substratos combinado com a marcacdo isotdpica e
espectrometria de massas (RIBEIRO et al., 2013). O AGH inibe as respostas de
hipernocicepcao periféricas, preferencialmente através de receptores opidides do
tipo 4 (MOR). A presenca do peptideo AGH no tecido nervoso perfundido, associada
a existéncia de uma familia de peptideos de sequéncia similar, sugere sua
relevancia fisioldgica. Embora o AGH seja derivado de hemoglobina e tenha
atividade opioide, falta-lhe a sequéncia chave das hemorfinas (YPWT), indicando
gue ele pode pertencer a uma nova classe de peptideos opidides derivados da
hemoglobina com diferentes propriedades a serem estudadas. Adicionalmente, o
peptideo AGH modula as interacBes entre as proteinas 14-3-3¢ e THOPL in vitro,
podendo estar relacionado com a secre¢do nao convencional da THOP1, entre
outros (RIBEIRO et al., 2013).

Utilizando anticorpos sensiveis a mudanca de conformacdo de receptores
acoplados a proteina G, foi encontrado um novo peptideo de sequéncia
DITADDEPLT, que ativa os receptores canabinoides tipo 1 (RECKZIEGEL et al.,
2017). Estudos de relacdo estrutura-atividade, com modificagbes individuais de
aminodacidos, identificaram um peptideo derivado, DIIADDEPLT (denominado
simplesmente “Pep19”), cuja atividade agonista inversa de receptores canabindides
do tipo 1 era ligeiramente melhor que de seu protétipo natural. O Pepl9 induziu a
expressao da proteina 1 desacopladora da cadeia respiratéria (UCP1) em tecido
adiposo branco e adipdcitos diferenciados derivados de células 3T3-L1. Nessas

células diferenciadas, o Pepl9 ativa as vias de sinalizagdo pERK1/2 e AKT. A



expressdo da UCP1 induzida por Pepl9 em adipdcitos diferenciados com 3T3-L1 é
blogueada por AM251, um antagonista de receptores de canabindide tipo 1. A
administracdo oral de Pep19 em ratos Wistar obesos (obesidade induzida por dieta)
reduz significativamente o indice de adiposidade, peso corporal total, glicose,
triacilglicerol, colesterol e pressdo sanguinea, sem alterar a frequéncia cardiaca.
Mudancas no numero e tamanho dos adipOcitos também foram observadas. O
Pepl9, ao contrario da hemopressina, ndo possui efeitos no sistema nervoso
central, como sugerido pela falta de inducdo da expressdo da proteina c-Fos no
cérebro, toxicidade celular, inducdo dos comportamentos canabindides - como
depressdo e ansiedade. Portanto, o Pepl9 tem vérias vantagens em relacdo aos
compostos canabindides perifericamente ativos previamente identificados, podendo
no futuro ser utilizado na clinica médica (RECKZIEGEL et al., 2017).

1.3 Oligopeptidases THOP1 e NiIn: uma breve revisdo

As oligopeptidases THOP1 e NIn sdo enzimas de atividade especifica
predominante no sistema nervoso central, que trabalham em sinergia com outros
sistemas que participam da manutencdo homeostatica. Esse papel seria evidente
em animais geneticamente modificados para as oligopeptidases THOP1 e/ou NIn
qgue, conforme sugerem resultados prévios (RUSSO et al., 2012; CAVALCANTI et
al.,, 2014; CASTRO et al.,, 2014), sofrem alteracbes no contetdo peptidico
intracelular.

Trabalhos anteriores investigaram o fenétipo de camundongos C57BL6
knockout para NIn (CAVALCANTI et al, 2014; CASTRO et al., 2014), sugerindo pela
primeira vez que a oligopeptidase NIn seja uma enzima chave no metabolismo
energético. Esse trabalho ainda sugeriu que a NIn possa vir a ser um novo alvo
terapéutico na sindrome metabdlica, e que sua inibicdo possa melhorar a captacéo
de glicose e a sensibilidade a insulina. Os dados também sugerem que in vivo,
peptideos intracelulares possam funcionar sinalizando alteracbes na expressao
génica e, como consequéncia, afetar o fenétipo dos animais (CAVALCANTI et al.,
2014). Essa ultima possibilidade € uma das mais fascinantes, considerando que os
genes e seus produtos nao funcionam isoladamente, mas sim como componentes

de redes complexas de macromoléculas (DNA, RNA, proteinas e metabdlitos)



ligadas através de interacdes bioquimicas ou fisicas, representados nos modelos de
redes de interacdo (Figura 2; SAHNI et al., 2013); nossos trabalhos sugerem que 0s

peptideos intracelulares tém papel na expressao do fendtipo.
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Figura 2 - Pertubacdes nas redes celulares podem alterar interacdes entre genétipo-
fendtipo. Mudancas na composi¢do de peptideos intracelulares podem causar
perturbacbes em sistemas biologicos e redes de interagbes macromoleculares,
afetando assim o fendtipo observado. Peptideos intracelulares podem agir na
modulacéo de intera¢des proteina-proteina, que possam estabilizar ou perturbar
interacdes protéicas dindmicas como as que ocorrem nas extremidades de
complexos protéicos frequentemente associadas a patologias crbnicas
(adaptado de Vidal et al., 2011).

Em relacdo a THOP1, esta foi primeiramente identificada em tecidos ricos em
neuropeptideos e horménios e, posteriormente, constatado ser uma proteina solavel
com especifica atividade degradante de neuropeptideos bioativos incluindo
angiotensina, bradicinina, neurotensina, peptideos opidides e hormdnio liberador de
gonadotrofina (ORLOWSKI et al., 1983; SHRIMPTON et al., 2002). O fato dessa

7

enzima participar do catabolismo normal de neuropeptideos é embasado pela
evidéncia anatdbmica mostrando sua co-localizagdo com seus substratos potenciais
ou seus produtos de hidrélise. Assim, a THOP1 é encontrada predominantemente
em areas ricas em neuropeptideos do cérebro como o estriado e o hipotalamo
(HEALY e ORLOWSKI, 1992; GARRIDO et al., 1999; FONTENELE-NETO et al.,
2001).

Dentre os neuropeptideos descritos como substratos da THOP1 podemos

citar angiotensina I. O envolvimento e relevancia do sistema renina-angiotensina



(SRA) foram claramente estabelecidos em doencgas cardiovasculares. Contudo,
estudos recentes tém indicado a participacdo de um SRA cerebral em estudos de
memoria (DENOBLE et al., 1991; KERR et al., 2005; BONINI et al., 2006; PHILLIPS
e DE OLIVEIRA, 2008). Por exemplo, o tratamento com antagonista do receptor de
angiotensina 1 (AT1) mostrou uma reducdo da ansiedade, melhora de
aprendizagem, de memoéria de trabalho espacial e desempenho motor em ratos
idosos. Denoble et al. (1991), relataram que a infusdo intracerebroventricular de
renina atrapalha o aprendizado no teste de esquiva passiva. A administracao
concomitante do captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA),
ou antagonista de AT1 atenua o déficit induzido por renina. Inibidores de ECA
melhoram a memdria em testes de aprendizado por medo ou habituacdo (KERR et
al., 2005; PHILLIPS; OLIVEIRA, 2008)

Outras vias e novos componentes do SRA foram descritos recentemente,
como em que a angiotensina -1-7 (Ang-1-7), um heptapeptideo, liga-se ao receptor
Mas. No sistema nervoso central foi relatado que este heptapeptideo esta envolvido
nos processos de aprendizagem e memdéria que ocorrem nas regides limbicas
centrais, tais como o hipocampo e também processos de memoria associados ao
reconhecimento de objetos (PHILLIPS; OLIVEIRA, 2008). Um estudo mostrou que a
Ang-(1-7) é o principal metabdlito da angiotensina | em hipocampo de ratos, e
surpreendentemente, que THOP1 é a principal enzima envolvida na geracdo de
Ang-(1-7) (PEREIRA et al., 2013).

Baseado nestas informagbes, constata-se que diversos processos
especializados que ocorrem no sistema neuroenddocrino, como formacdo e
manutencao de sinapses, liberacdo de neurotransmissores e hormonios e transporte
axonal sdo regulados por interacdes proteina-proteina. Compreender o0s
mecanismos moleculares envolvidos requer a identificacdo das interacdes protéicas
gue medeiam tais processos biolégicos bem como de moduladores peptidicos como
potenciais reguladores das vias de sinalizacdo desencadeadas por tais interagdes
(CARRENO et al., 2005).



1.4 Meméria e aprendizado

O turnover de proteinas intracelulares consiste num processo essencial para
o funcionamento normal da célula uma vez que o excesso de proteinas envelhecidas
e danificadas usualmente leva a formacdo de agregados insolUveis causando
doencas (HERSHKO; CIECHANOVER; VARSHAVSKY, 2000; GLICKMAN;
CIECHANOVER, 2002). Além disto, a protedlise regulada é essencial para o
funcionamento de neurbnios bem como para remodelamento de sinapses durante a
plasticidade neuronal, processo pelo qual as conexdes sinapticas sdo modificadas
em resposta as experiéncias e atividades passadas. Esta modificacdo nas sinapses
depende da coordenacdo da sintese e degradacdo proteica envolvendo uma
variedade de moléculas pré- e pré-sinapticas. A regulacdo extensiva do proteoma
neuronal pelo funcionamento do sistema ubiquitina-proteassomo (UPS) é
considerado um processo critico nos eventos de modificagBes sindpticas associadas
a plasticidade, aprendizado e memoéria (CAJIGAS; WILL; SCHUMAN, 2010;
BINGOL; SHENG, 2011).

O processo de memoéria compreende aprendizagem, retencéo e recuperacao.
Adquirir nova memaria envolve trés processos basicos: 1) registro e codificacdo de
informacdes, na forma de memdéria sensorial ou de curto prazo; 2) consolidacéo, que
€ a transferéncia da memoaria registrada de curto prazo em memdéria de longo prazo;
3) recuperacdo de informacdes, ou seja, retirada de informacfes armazenadas da
memoria de curto prazo e longo prazo (ANAND et al., 2012). Estudos em modelos
animais utilizando técnicas de lesdes controladas, inativacdo farmacolégica ou
molecular em regides limitadas ao hipocampo resultaram tanto em falha na
aprendizagem bem como perda de memdria espacial (MORRIS et al., 1986; TSIEN
et al., 1996; PASTALKOVA et al., 2006). Apesar de todas as regides cerebrais
estarem envolvidas no processo de memoria, técnicas de neuroimagem
comprovaram que é no hipocampo onde ocorrem as maiores alteracées moleculares
e neuroquimicas apos o aprendizado e a retencdo das informacdes. O centro do
hipocampo recebe sinais de todas as regides corticais, desempenhando um papel
chave no processamento de informacgdes de multiplas fontes, e combinando-as para
executar certas tarefas de memoaria espacial e de reconhecimento (ANAND et al.,
2012).



A potenciacdo de longa duracdo (LTP) é uma atividade dependente do
aumento da eficicia sinaptica que € considerada como um dos mecanismos
celulares que fundamentam a aprendizagem e a memoria. Em particular, as formas
de LTP que exigem sintese de proteina, referidas como LTP tardia (L-LTP), s&o
supostamente consideradas como homologos celulares de armazenamento de
memoéria de longo prazo, enquanto que as formas de LTP que ndo requerem a
sintese de proteinas, ou LTP precoce (E-LTP), se acreditam serem homodlogos de
memoria de curto prazo. A degradacédo de proteinas dependente do proteassomo
tem o potencial de controlar a disponibilidade de proteinas importantes para a
plasticidade sinaptica por contrabalancear a sintese de proteinas, restringindo assim
o melhoramento sinaptico (CAl et al., 2010; FONSECA et al., 2006).

A exposicdo a um ambiente novo aumenta a extincdo do medo contextual, o
que pode ser explicado por alteracbes em sinapses hipocampais utilizadas em
extincdo de memodria, seguidos por captura de proteinas de sinapses que processam
novidade. Esse efeito pode ser bloqueado pela inibicdo da sintese de proteinas no
hipocampo bem como pela infusdo do antagonista do receptor de 2-amino-5-fosfono
acido pentandico (NMDA), do inibidor de calcio/calmodulina-dependente da proteina
cinase Il (CaMKIl), pelo bloqueador dos canais de calcio L- dependentes de
voltagem (L-VDCCs), nifedipina. A inibicdo da degradacédo de proteinas pelo inibidor
do proteassomo -lactacistina bloqueia os efeitos inibitérios de todas essas
substancias, corroborando evidéncias prévias da importancia da degradacdo de
proteinas para a aquisicao de memoria (MYSKIW et al., 2014).

De acordo com o que foi apresentado acima, o0 presente projeto pretende
elucidar a possivel relacdo das oligopeptidases THOP1 e NIn com o processo
cognitivo, e tentar entender por meio de quais mecanismos esta relacdo se

apresenta.



CONCLUSOES

Os animais knockout para as oligopeptidases THOP1 ou THOP1/NIn sdo
viaveis, se reproduzem normalmente, e sdo semelhantes aos animais WT em
aparéncia geral. Foi observado um fendtipo comportamental distinto do WT em
alguns testes aplicados, onde os animais THOP1”- apresentaram um déficit cognitivo
relacionado ao medo e um comportamento semelhante a depresséo; resultados
estes, que apoOs a presenca de um déficit de IPP, resultou na hipétese dos animais
THOP1” apresentarem um comportamento semelhante a esquizofrenia.

Os experimentos de expressdo génica, com alteracdo nos niveis de
expressdo dos receptores de dopamina D2 e serotonina 2A em regifes do cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado e as alteracbes observadas nas dosagens
neuroquimicas, como o turnover da dopamina e serotonina, corroboraram para a
justificativa do fen6tipo observado.

Esses resultados corroboram décadas de estudos que sugerem a
contribuicdo fisiolégica essencial da THOP1 e da NIn para a homeostase
neuroquimica cerebral. Os exatos mecanismos pelos quais a THOP1 e NIn afetam a
aquisicdo de memoria condicionada ao medo, fenétipos semelhantes a esquizofrenia
e depressivos, ainda néo foram totalmente elucidados nesse trabalho inicial,
necessitando assim de investigacdes futuras.

E possivel que os peptideos intracelulares estejam modulando as interacdes
proteicas, e que esse possa ser um dos mecanismos pelos quais eles séo funcionais
no meio intracelular. Portanto, as alteracdes especificas do contetdo peptidico
intracelular, e o fato das oligopeptidases metabolizarem peptideos que modulam a
transducdo do sinal, podem ser fatores que estdo envolvidos nos fendtipos

apresentados.
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