Adauto de Souza Spindola Junior

Analise do perfil de expressao de metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores, Timp e Reck, em modelo animal

de Doenca de Parkinson.

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
Graduacédo Interunidades em Biotecnologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, para obtencéo do Titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Sao Paulo

2019



Adauto de Souza Spindola Junior

Analise do perfil de expressao de metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores, Timp e Reck, em modelo animal

de Doenca de Parkinson.

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacédo Interunidades em Biotecnologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo, para obtencédo do Titulo de Mestre em
Biotecnologia.

Area de concentracéo: Biotecnologia

Orientadora: Profa. Dra. Mari Cleide Sogayar

Verséo original

Sao Paulo

2019



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e informagao Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

de Souza Spindola Junior, Adauto

An3lise do perfil de expressdo de
metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores, Timp e
Reck, em modelo animal de Doenga de Parkinson. /
Adauto de Souza Spindeola Junior; orientadora Mari

Cleide Sogayar. -- S3o Paulo, 2019.
70 p.
Dissertacdc (Mestrado) ) -- Universidade de Sd3o

Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1, CB330.4.6.2.1.2.1.1 - DOENCA DE PARKINSON. 2.
CB360.7.16 - MEMORIA. 3. CE560.16.27.7.32.1 -
METALCPROTEINASES. 4., €B210.9.3.26.1 - MATRIZ
EXTRACELULAR . I. Sogayar, Mari Cleide, orientador.
II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de Pos-Graduacdao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Sao Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

Candidato(a): Adauto de Souza Spindola Junior

Titulo da Dissertacéo: Andlise do perfil de expressao de metaloproteinases (MMPS) e seus
inibidores, Timp e Reck, em modelo animal de Doencga de Parkinson.

Orientador: Profa. Dra. Mari Cleide Sogayar

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdo de Mestrado, em sessao

publica realizada a ......... o [oiiiin. , considerou o(a) candidato(a):

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINALUIA: ..evvvieiieiiieiiiee et a e
NOME: e

INSTLUIGEO: ...t

Examinador(a): ASSINALUIA: ..evvvieiieiiieiiiee e a e
NOME: e

1S3 11 U0 To PR

Examinador(a): ASSINALUIA: .oevvviiiieiiieeiiee et a e e e e
NOME: e s

INSHEUIGEO: oo

Presidente: YYo= 110 ST
[N (0] 1.2 1

INSHEUIGEO: oo



‘nTa‘ Ministério da Educacdo

N, T
it ll-rL 7T UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
Setor de Ciéncias Biolégicas

= =
u FPRcm“lodoéuurgmdoAnm-

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), instituida pela Resolugao N°
86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensao (CEPE), de 22 de dezembro de
2011, CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagao de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA) estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal (CONCEA) e com as
normas internacionais para a experimentagao animal.

STATEMENT

The Ethics Committee for Animal Use from the Biological Sciences Section of
the Federal University of Parand (CEUA/BIO - UFPR), established by the
Resolution N° 86/11 of the Teaching Research and Extension Council (CEPE) on
December 22™ 2011, CERTIFIES that the procedures using animals in the
research project specified below are in agreement with the Brazilian Guidelines for
Care and Use of Animals for Scientific and Teaching purposes established by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and with the
international guidelines for animal experimentation.

PROCESSO/PROCESS: 23075.049461/2014-16
APROVADO/APPROVAL: 16/12/2014 - R.O. 10/2014

TITULO/TITLE: Analise da interagio entre neurdnios GABAérgicos REM-on/REM-
off e a triade composta pelo nlcleo pedlnculo-pontino, substancia negra pras
compacta e estriado na regulagdo do sono REM

AUTORES/AUTHORS: Marcelo de Meira Santos Lima, Adriano Targa Dias Santos

DEPARTAMENTO/DEPARTMENT: Fisiologia (\




Aos meus queridos pais, Adauto de Souza Spindola
e Maria de Fatima Vidal da Silva Spindola,

e irmd, Patricia da Silva Spindola Parmejani,

por todo amor, apoio e compreensao

gue me deram durante toda a vida e,

especialmente nesses ultimos 4 anos.

Ao meu amado sobrinho,
Gabriel Spindola Parmejani,
por me mostrar a forma mais sincera

e pura de amor.

“Para eles, e por eles. Sempre!”



Agradecimentos

Muitas pessoas participaram de alguma forma na elaboracdo deste trabalho, seja

diretamente ou mesmo dando qualquer tipo de incentivo. Gostaria de citar todos aqui,

mas minha memaoria com certeza ira me trair e pessoas importantes irdo ficar de fora.

De qualquer forma alguns agradecimentos devem ser feitos:

A Profa. Mari Cleide Sogayar, por todo apoio e oportunidades de permitir que
realizasse iniciacdo cientifica e mestrado sob sua orientacéo;

A Dra. Marina Trombetta-Lima, pela supervisdo e ensinamentos, dentro e fora
do laboratorio.

A toda equipe da Universidade Federal do Parana que trabalhou neste projeto
e viabilizou os experimentos em animais.

Aos meus amigos, que sempre estiveram dispostos a sair para comer, beber,
ou simplesmente bater papo, tudo para me distrair e ajudar a ndo lembrar dos
problemas.

Um agradecimento especial para Thais Ribas, pela companhia durante o
mestrado, pela companhia nos experimentos até altas horas da noite. Por ouvir
minhas reclamacdes, meus desabafos e pelos conselhos dados.

A CAPES pelo auxilio financeiro, disponibilizando bolsa de estudo durante dois
anos do Mestrado, e a todas as Agéncias Financiadoras que disponibilizaram

verbas para a realizagédo deste projeto.



“Eis 0 meu segredo: s6 se vé bem com o coragdo. O essencial é
invisivel aos olhos. Os homens esqueceram essa verdade, mas
tu ndo a deves esquecer. Tu te tornas eternamente responsavel

por aquilo que cativas.”

Antoine de Saint-Exupéry



Lista de Abreviacdes
Adam - A Disintegrin and Metalloprotease

AIF — Apoptosis Inducing Factor

ARC - Activity-Regulated Cytoskeleton-associated protein
BDNF - Brain-Derived Neurotrophic Factor

ECM - Extracellular Matrix

EEG - Electroencephalogram

HPLC - High performance liquid chromatography
Mmp - Matrix Metalloproteinase

MPTP - 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
NPC — Neural Progenitor Cells

NQO1 - DT-diaforase
PD — Parkinson Disease

PSD-95 - PostSynaptic Density protein 95

PSREM - Privacdo de Sono REM

Reck- REversion-inducing- Cysteine-rich protein with Kazal motifs
REM - rapid-eye- movement sleep

Sam68 - Src-Associated in Mitosis 68 KDa

SN — Substancia Nigra

SWS - Slow-Wave Sleep

Timps - Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

ZBP1 - Zipcode-Binding Protein 1



Sumario

1. T Lo Yo [ o= Lo J TP TP PPPPPPPON 13
1.1. Doencgas NeurodegeneratiVas. ........cccururriieeeiiiiiiieie e ee e s e s 13
1.2.  Doencga de ParkiNSON.......ccuuuiiiiiiiiiiiiiiie ittt 13
1.3. Arelacao entre a Doenca de Parkinson e o ciclo sono-vigilia................ 15
1.4. O papel do microambiente na homeostase do cérebro adulto................ 18
1.5. A matriz extracelular cerebral.........ccccooiiiiiiiiiieiii e 19
1.6. Metaloproteinases de Matriz e seus inibidores.......................ooce . 19
1.7. Mudancgas no microambiente e a consolidagcdo da memoria.................... 21
1.8. MMPs naDoenga de ParkinNSON.........c...euiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
2. ODBJELIVOS .o 25
P B O o1 1= Y7o T CT=T - | PRSPPI 25
2.2, ODbjetivos ESPECITICOS. . cii it iie i 25
3. MALEriaiS € METOUOS. . .uiiiiii ittt e e s e e e e e e e s s b e eeeeeeeanes 26
3.1. Delineamento EXPerimental..........ccceueiiiiiiiiiiiiiiieee e 26
3.2, EXperimentaGao animal.........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
3.3, Cirurgia ESterEOtAXICaA. .ucceiiuiiiieiiiiiie et 28
3.4, PriVAGA0 T€ SOMO...uiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e s e e e e e e e anbeeees 29
3.5. Coletadetecidos paraextragdo de RNA. ... 29
3.6, EXIraGao de RNA.... .o i 29
3.7. DeSENNO dOS PriMEIS...ccoiiiiiiiiieee et 30
3.8. Reacdo de RT-PCR qUANTITALIVO.......cueriiiiiiiiiiiiiiiiee e 32
GRS T VLTS =T o o = o ) SRS 34
3.10. ANAlISE ESTAtISTICA. ieiiiiiiiiiiieiiie e 35
4. S U1 =T o 1 PRSP 36
(00 o1 11 170 1= SRR 60

R (=T AT = LTS 61



Resumo

Spindola A. Andlise do perfil de expressdo de metaloproteinases (MMPSs) e seus
inibidores, Timp e Reck, em modelo animal de Doenca de Parkinson. [tese]. Sao
Paulo: “Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

A Doenca de Parkinson (DP) é a a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
no mundo. Dentro dos sintomas ndo-motores, desordens do sono sao extremamente
comuns e tem sido relacionado com perturbacdes cognitivas e da memoria. O
microambiente celular, em particular a Matriz Extracelular (MEC), esta profundamente
envolvida no processo de consolidagdo da memadria assim como em processos
neuropatolégicos, como neuroinflamacéo, danos na barreira hematoencefélica e
morte celular. Para melhor entendimento das dindmicas da MEC nos disturbios de
mem©éria que ocorrem na DP, o presente estudo investiga as expressdes orquestradas
das Mmps (Mmp-3, Mmp-7 e Mmp-9), e seus moduladores (Reck e Timp-3) em
modelo animal de DP induzido por rotenona, onde foi adicionada uma intervencao no
processo de memodria por introducdo da privacdo do sono REM (PSREM).
Adicionalmente, foi determinada a correlacdo da expressao de Mmp-7 e Mmp-9 com
fatore neurotroficos, Gdnf e Ngf, e os receptores de dopamina Drd1 e Drd2. APSREM
reverteu as deficiéncias cognitivas induzidas pela rotenona. Associado a este fendétipo,
observamos um aumento significativo na razdo da expressdo de mRNA de Mmp-
7/Reck e Mmp-9/Reck na substancia nigra e a razdo Mmp-9/Reck no hipotalamo. Além
disso, a correlacdo positiva das razées de expressdo de Mmp/Reck entre a substancia
nigra e o estriado observada na infusdo de rotenona € revertida pela PSREM. Em
conjunto, nossos resultados sugerem uma potencial associacdo orquestrada entre um
aumento nas relacdes de expressao Mmp-7 e -9/Reck na substantia nigra e um efeito
positivo no desempenho cognitivo em individuos afetados pela PD.

Palavras-Chave: Doenca de Parkinson, Privagdo de sono, Reck, Mmp-9, Mmp-7,
dindmica da matriz extracelular



Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder
worldwide. Among its hon-motor symptoms, sleep disorders are extremely common
and have been linked to cognitive and memory disruption. The microenvironment, in
particular the extracellular matrix (ECM), is deeply involved in memory consolidation
as well as in neuropathological processes such as inflammation, damage to the blood-
brain barrier, and neuronal death. To better understand ECM dynamics in PD memory
disturbances, the present study investigates the orchestrated expression of Mmps
(Mmp-3, 7 and 9) and their modulators (Reck and Timp-3) in a rotenone-induced PD
model in which an additional intervention in the memory process was introduced
through rapid eye movement sleep deprivation (REMSD). Additionally, the correlation
of Mmp-7 and -9 expression to the neurotrophic factors Ngf, Gdnf, and the dopamine
receptors D1 and D2 was determined. REMSD reversed the rotenone induced
cognitive impairments. Associated to this phenotype, we observed a significant
increase in Mmp-7/Reck and Mmp-9/Reck mRNA expression ratio in the substantia
nigra, and Mmp-9/Reck ratio in the hypothalamus. Moreover, the positive correlation
of Mmp/Reck expression ratios between the substantia nigra and the striatum
observed upon rotenone infusion is reversed by REMSD. Taken together, our results
suggest a potential orchestrated association between an increase in Mmp-7 and -
9/Reck expression ratios in the substantia nigra and a positive effect on cognitive
performance in subjects affected by PD.

Keywords: Parkinson's Disease, Sleep deprivation, Reck, Mmp-9, Mmp-7,
Extracellular matrix dynamics.
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1. INTRODUCAO

1.1.Doencas Neurodegenerativas

Doencas neurodegenerativas sdo incuraveis, resultando na degeneragéo
e/ou na morte das células nervosas. Estas patologias incluem: Doenca de
Alzheimer, Doenca de Parkinson, Doenca de Huntington, Doenca do Neurdnio
Motor, Doenca de Creutzfeldt-Jakob e Esclerose Mdltipla. Estas condi¢des estdo
fortemente relacionadas com o envelhecimento, sendo estimado que, apenas 0s
casos de Deméncia, custem cerca de 17 bilhdes de libras por ano a populacéo

Europeia (Medical Research Council, 2015).

1.2.Doencga de Parkinson

A doenca de Parkinson é uma condi¢do neurodegenerativa na qual ocorre a
morte de neurdnios dopaminérgicos da Substancia Nigra, levando a sintomas
motores como: tremores, bradicinesia e rigidez, além de sintomas nao-motores

como: perda do sentido de olfato, transtornos de humor, depresséao e ansiedade

(1),

A cascata de oxidacdo dopaminérgica € uma via complexa, na qual ocorre
a formacdo de trés produtos: dopamina orto-quinona, aminocromo e 5,6-
indolequinona (2). Esta via tem participacdo importante em processos
neurodegenerativos que ocorrem na Doenca de Parkinson, ja que o acumulo de
aminocromo induz disfun¢éo mitocondrial, formacao de fibrilas de alfa-sinucleina
e estresse oxidativo, o que desencadeia uma resposta neurotoxica (3,4). A
reducdo do aminocromo é catalisada pela enzima DT-diaforase (NQO1), que
apresenta um papel neuroprotetor em neurbnios dopaminérgicos (5). Na
presenca da NQO1, ocorre a reducdo do aminocromo por dois elétrons,
formando o leuco-aminocromo, que nao é citotoxico. Porém, na auséncia dessa
enzima, ocorre a reducéo parcial do aminocromo por apenas um elétron, levando
a formacao de leuco aminocromo o-semi-quinona, que é uma potente toxina para

neurdnios dopaminérgicos (2,3,6).

Também importante para a patologia da PD é o Fator de Indugédo de
Apoptose (AIF), proteina que, em células saudaveis, esta localizada na

membrana mitocondrial. Porém, quando a célula sofre algum tipo de injaria, AlF
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é translocada para o ndcleo, induzindo condensagdo da cromatina e

desfragmentacdo do DNA (7).
1.2.1. Modelos animais utilizados no estudo de Doenca de Parkinson

O uso de animais para estudar os diferentes aspectos do fendtipo da
Doenca de Parkinson tem permitido o estudo tanto da progressdo da doenca
quanto de possiveis tratamentos. Os compostos utilizados nestes modelos
resultam na aparicdo de marcadores neuropatolégicos da Doenca de Parkinson,
como a morte de neurdnios dopaminérgicos da Substancia Nigra pars compacta,
formacéo dos corpusculos de Lewy, defeitos na funcdo mitocondrial, disfuncéo

do sistema Ubiquitina-proteossoma, e alteracdes na formacéo de radicais livres

(8)
1.2.1.1. 6-OHDA

A 6-hidroxidopamina foi o primeiro composto a ser descrito por causar
les&o nos neurdnios dopaminérgicos do sistema nigrostriatal em ratos (9), sendo
uma molécula analoga a Dopamina, com alta afinidade pelos receptores
dopaminérgicos, que vao transportar a droga para o interior do neurénio (10).
Quando injetada, a 6-OHDA causa progressiva degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos (11,12), porém ndo € possivel observar a formacdo dos
corpusculos de Lewy (13).

1.21.2. MTTP

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) é uma neurotoxina
gue causa dano na via dopaminérgica do sistema nigrostriatal, através da
significativa morte dos neurbnios dopaminérgicos da Substancia Nigra e do
Estriato (14). Uma vez internalizada pelos neurdnios dopaminérgicos, a droga €
acumulada nas mitocondrias, bloqueando a cadeia transportadora de elétrons e

inibindo o complexo 1 da mitocéndria (15).
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1.2.1.3. PARAQUAT

N,N' -dimethyl-4,4" -bipyridinium dichloride (Paraquat) causa estresse
oxidativo nas células do sistema nervoso através da geracdo de espécies
reativas de oxigénio, o que causa a morte dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia nigra e induz a formacéo de corpusculos de Lewy (16,17). Porém,
h& contradicbes quanto ao uso de Paraquat: alguns estudos ndo encontraram
relacdo entre o Paraquat e alteracbes no sistema dopaminérgico nigrostriatal
(16-18).

1.2.1.4. ROTENONA

O modelo selecionado para este estudo, a Rotenona, bloqueia a cadeia
transportadora de elétrons da mitocdndria através da inibicdo do complexo 1,
como visto na MPTP, bloqueia também a mitose e inibe a proliferacéo celular
(19). Este sistema reproduz os principais sintomas da Doenca de Parkinson,
incluindo a formacédo dos corpusculos de Lewy, degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos do sistema nigrostriatal (20), e, por ser altamente lipofilico,

atravessa facilmente a barreira-hematoenceféalica (21).

1.3.A relacdo entre a Doenca de Parkinson e o ciclo sono-vigilia
1.3.1. A importancia do sono

O sono é definido como um estado natural e reversivel de reducéo de
respostas a estimulos externos, acompanhado pela perda de consciéncia e
relativa inatividade (22). O sono ocorre de maneira intervalada, sendo regulado
homeostaticamente (23). O sono em roedores é dividido em sono ndo-REM (fase
| e fase Il, sendo ambas chamadas de sono de ondas lentas, ou Slow-Wave
Sleep — SWS) e sono REM.

O periodo de sono tem se mostrado responsavel por melhorar a
consolidacédo da memoria. Além de regular o metabolismo do tecido cerebral e
reduzir a fadiga mental, durante o sono, o cérebro remove toxinas que foram se

acumulando ao longo do dia, decorrentes do metabolismo cerebral (24,25).
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A hipétese de que o sono contribui para a consolidacdo da memaria tem
sido reforcada devido a algumas evidéncias, como, por exemplo, a observacéo
de que a expressdo de algumas proteinas que sSdo0 necessarias para a
plasticidade sinaptica, como ARC (Activity-Regulated Cytoskeleton-associated
protein), BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) e PSD-95 (PostSynaptic
Density protein 95), aumentam durante as horas mais iniciais do sono (26,27).
Além disso, durante o desenvolvimento inicial, que compreende o periodo entre
o final da fase fetal e o inicio da fase neonatal, de animais que ndo apresentam
qualquer disturbio de sono, ocorre o aumento do nimero de sinapses (28). A
formacdo de novas espinhas dendriticas, que sdo pequenas extensfes que
ocorrem nos dendritos, e de novas sinapses durante o sono, sugere que a

consolidacdo da memaria ocorra durante este periodo (29,30).

1.3.2. As consequéncias da privacdo de sono

A repetida perda de sono tem consequéncias severas para a funcéo,
desempenho e bem-estar geral do cerebro (31-33). No entando, a perda crbnica
de sono tem sido relacionada como um fator de risco para varias desordens com

consequéncias fatais a médio e longo prazo (34)

Evidéncias derivadas de pesquisas tanto com humanos quanto com
animais indicam que até mesmo um curto periodo de privacao de sono pode
afetar negativamente a funcéo cerebral, como: atencéo, tomada de decisdo e

diversas formas de memoria (35-37).

Interessantemente, estudos recentes investigaram tipos especificos de
memoéria e revelaram que o0 hipocampo €é especialmente vulneravel as
consequéncias negativas da privagdo de sono (35,38-40). Por exemplo, até
mesmo uma Unica noite de privacdo de sono pode prejudicar a consolidacéo de

memoria dependente do hipocampo (35,38-40).

A privacdo de sono e as perturbacbes do sono podem causar graves
problemas cognitivos e emocionais (41). Além disso, podem prejudicar a
formacdo de memodria em tarefas complexas, como tarefas de aprendizado em
labirintos (42).
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O uso da privacao de sono em animais tem se mostrado consistente para
evidenciar o papel do sono no processo de consolidacdo da memoria apés
tarefas de aprendizados. Existe um grande numero de trabalhos que abordam a
relacéo entre sono e memoria. De modo geral, ha duas abordagens béasicas para
o estudo desta relacdo. Uma estratégia é registrar as mudancas nos estados de
sono apos a aquisicao de tarefa (43—45), a segunda é realizar a privacao de sono
apos a aprendizagem e, em seguida, avaliar os efeitos desta privacdo na

memoria destes animais (46—48)

Além disto, ratos vivendo em um ambiente enriquecido, apresentaram um
aumento no sono REM quando comparados ao grupo controle (49), e roedores
gue sofreram privacdo de sono antes do treinamento mostraram uma perda da
memoria espacial em testes de labirinto radial e labirinto aquéatico de Morris
(50,51). Ha evidencias de que o sono é importante para o aprendizado e a
memoéria, sendo o déficit de sono prejudicial a performance em testes de
memoria tanto em roedores quanto em humanos (52). No entanto, o papel do
sono na formacdo da memaria € complexo e aparenta depender da natureza da

tarefa que é apresentada (53).

1.3.3. AlteracfBes no ciclo vigilia-sono observados na Doenca de

Parkinson

Além da sintomatologia mencionada anteriormente, a doenca de
Parkinson apresenta sintomas relacionados a desregulacdo do sono, como: o
disturbio comportamental do sono REM, a sindrome das pernas inquietas, além
de fragmentacdo do sono e sonoléncia (54). No Distlurbio Comportamental do
Sono REM a atonia muscular que ocorre durante o sono REM é enfraquecida e,
como consequéncia, ocorrem movimentos involuntarios durante o sono, como
chutes e contracdes musculares (55). Disturbios do sono afetam drasticamente
a qualidade de vida dos pacientes com Parkinson, e, geralmente, precedem as

complicagbes motoras (56).

A neuropatologia do Parkinson afeta anatomicamente estruturas que

estdo envolvidas na modulacao da fisiologia do ciclo de sono (57). O balanco do
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neurotransmissor dopamina sugere um envolvimento dopaminérgico na
regulacdo do sono, ja que disturbios de sono acontecem tanto na falta de
dopamina, como aqueles que ocorrem na Doenca de Parkinson (58), onde os
pacientes apresentam sonoléncia, diurna e noturna e aumento na duragao do
sono REM (59), quanto no excesso de dopamina, como 0 que ocorre na
esquizofrenia, levando os pacientes a sofrerem de uma expressiva insénia
durante a noite (60,61).

Foi descrito que animais submetidos tanto a privacdo de sono, quanto a
lesdo da Substancia Nigra provocada por Rotenona, isoladamente, apresentam
um déficit em tarefas de reconhecimento de objetos (62). Neste teste, em um
primeiro momento, cada animal foi colocado em um ambiente restrito para
explorar dois objetos idénticos. Apés a fase de exploracdo, um dos objetos foi
trocado por um novo e o animal foi recolocado no ambiente de modo a explorar
estes objetos. O tempo durante o qual o animal passou investigando cada um
dos objetos foi registrado. Ambos os grupos de animais (submetido a privacéo
de sono REM e ao tratamento com rotenona, para simulacdo da Doenca de
Parkinson) apresentaram um fendétipo semelhante, ndo distinguindo entre o
objeto previamente conhecido e o objeto novo, passando o0 mesmo tempo
investigando tanto o objeto novo quanto o objeto que ja Ihe era familiar. O
resultado de Dos Santos e colaboradores pode sugerir que a consolidacéo ou
retencdo dos processos que atuam na memoéria de reconhecimento foram
prejudicadas. Porém, curiosamente, quando os animais foram submetidos aos
dois procedimentos combinados, ndo foi observado o comprometimento da
memoria e 0S animais passaram mais tempo investigando o objeto novo,
mostrando que quando combinados, estes modelos ndo necessariamente

causam uma reducédo na cognigao (62).

1.4. O papel do microambiente na homeostase do cérebro adulto

A dindmica do microambiente que circunda as células, composta pela
Matriz Extracelular (ECM), células estromais e células inflamatorias infiltradas,
tem um papel fundamental tanto para homeostase dos tecidos quanto para o

desenvolvimento (63,64).
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A ECM é composta por uma grande variedade de macromoléculas de
diferentes naturezas, incluindo glicosaminoglicanos, proteoglicanos e
glicoproteinas. A interacéo entre a ECM e as células residentes no tecido ocorre
diretamente através de receptores de superficie para elementos da ECM, como
as integrinas e os sindecanos. Devido a sua complexidade, a ECM ndo so atua
como um suporte fisico para as células que compdem um determinado tecido,
mas, também, & um reservatorio de fatores de crescimento, citocinas, diferentes
inibidores, hormonios, entre outras moléculas importantes na homeostase
tecidual. Desta forma, a ECM propicia a interacdo entre diferentes tipos celulares
no ambito célula-célula, promovendo uma interacdo, em escala sistémica,

através da difusdo de moléculas sinalizadoras (63,64).

1.5. A matriz extracelular cerebral

O tecido cerebral € composto de uma matriz extracelular especifica e dois
tipos principais de células: os neurdnios e as células da glia, as quais séo
subdivididas em astrocitos, oligodendrécitos, 19atalisada e células
ependimarias. A matriz extracelular representa uma rede molecular que circunda
as células do cérebro, podendo ocupar cerca de 20% de todo volume cerebral
(65). As moléculas da MEC séao produzidas pelo Aparato de Golgi dos neurdnios
e das células da glia (66-68). As moléculas da MEC sdo importantes para o
desenvolvimento do cérebro adulto (69,70). As interacdes entre as moléculas da
MEC e os diversos receptores de superficie celular sdo essenciais para diversas
funcdes da MEC, como migracao, proliferacéo, diferenciacéo, sinaptogenesis e
atividade sinaptica (69,71).

A ECM presente no tecido cerebral adulto normal é escassa em
componentes fibrilares como: colageno, fibronectina e vitronectina e em
proteinas da membrana basal, como a laminina, apesar destes componentes
serem abundantes no cérebro embrionario. Por outro lado, € enriquecida em
acido hialurénico, glicoproteinas da familia das lectinas (como versican e
neurocan), trombospondina, tenascina C e R, entre outros, sendo uma matriz
altamente hidratada (72—-74).

1.6. Metaloproteinases de Matriz e seus inibidores

A degradacédo da ECM € mediada por algumas familias de proteinases
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extracelulares que incluem as serino-proteases, cisteino-proteases, Adams (A
Disintegrin and Metalloprotease) e Metaloproteinases de Matriz dependentes de
zinco (Mmps) (75). As Mmps séo enzimas zinco-dependentes que, juntamente
com seus inibidores, Timps (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) e Reck
(Reversion-inducing-Cysteine-rich protein with Kazal motifs), s&o cruciais para o
remodelamento da ECM. Esse remodelamento € essencial para varios
processos durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central, incluindo
proliferagcdo, diferenciagdo e migragao celular, crescimento axonal,
mielinogenesis, angiogenesis e remodelamento sinptico (76,77). Assim, o
envolvimento de Mmps e seus reguladores néo € limitado a injurias, constituindo,
também, componentes da fisiologia hormal do cérebro, incluindo a formacédo de
novas redes neurais envolvendo aprendizado e memoria (78,79) .

As MMPs sao secretadas na forma de uma proteina inativa, que é ativada
por clivagens 20atalisadas por proteases extracelulares, sendo classificadas de
acordo com o substrato que degradam (80). A MMP-3 pertence a familia das
estromelisinas, e a MMP-7 a familia da matrilisinas, e ambas atuam na
degradacdo de fibronectina, laminina, elastina e colageno IV (81-84). A MMP-9
pertence a familia das gelatinases e degrada elastina, fibrilina, gelatina e
colageno (1V, V, VII, X e XIV) (84).

Foi demonstrado que o gene RECK (Reversion-inducing Cysteine-rich
protein with Kazal motifs) regula negativamente a atividade de, pelo menos,
quatro membros da familia de Metaloproteinases de Matriz, a saber. MMP-2,
MMP-7, MMP-9 e MMP-14 (MT1-MMP) (Figura 1) (85-87). Outros alvos de
RECK foram identificados, como a metaloproteinase ADAM10, e a ectopeptidase
de membrana CD13/ Aminopeptidase N (88,89). Além disto, foi descrito o
envolvimento de RECK na estabilizacdo de adesdes focais e da polaridade
celular anterior-posterior (90). Camundongos nocauteados, com falta de Reck
funcional, morrem em torno do décimo dia embrionario, mostrando uma
organogénese anormal, alteragbes na membrana basal com privacdo de
colageno fibrilar e elevado nivel da atividade de Mmps (85). Durante o
desenvolvimento do coértex de embribes de rato, Reck estimula a via de
sinalizacdo de Notch, sendo especificamente expresso em células precursoras

neurais (NPCs) Nestina-positivas. NPCs deficientes em Reck sofrem
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diferenciacao precoce devido a um enfraguecimento da sinalizagéo de Notch e,

consequentemente, da sua capacidade de auto-renovacédo (91).

Espaco MMP-7

extracelular ;,’v MMP-2 ativa

pré-MMP-9 ‘. 'T‘
’\ / u MMP-2 Intermediéria

L A5 N

Citoplasma

Figura 1. Regulacdo da atividade das MMPs por RECK. RECK inibe a
atividade de MMP-7 e MMP-14, a ativacdo da pro-MMP-2 e a secrecao da MMP-
9. RECK regula a atividade e secrecdo da MMP-9, sendo a unica MMP descrita
também como sendo regulada transcricionalmente por RECK. Por inibir a
atividade da MMP-14, RECK inibe a formacéo do complexo ternario TIMP-2, pro-
MMP-2 e MMP-14, inibindo a cascata de ativacdo da MMP-2. Além disto,
também inibe a etapa auto-proteolitica final necesséria para a ativacao de MMP-
2 (Adaptado de Trombetta-Lima et al, 2015).

1.7. Mudanc¢as no microambiente e a consolidagcdo da meméoéria

Formar e recuperar memoérias é uma capacidade fundamental para a
sobrevivéncia de qualquer organismo vivo, permitindo-lhe adaptar seu

comportamento de acordo com as exigéncias de um ambiente em constante
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mudancga, selecionando e melhorando adequadamente seu comportamento em
relacdo a determinadas situacdes, como por exemplo, locais de forrageamento

e a situacdes que causariam algum tipo de perigo a vida do organismo (92).

Ao nivel neuronal, a formacdo de memodria se baseia em mudancas na
forca e estrutura das conexdes sinapticas, assim como na reestruturacdo da
matriz extracelular circundante, sendo as Mmps enzimas cruciais neste processo
(93). Estudos em ratos mostraram que ocorre um aumento na atividade de Mmp-
9 no hipocampo ap6s uma tarefa de aprendizado, como o labirinto aquatico de
Morris, atingindo seu pico no quinto dia apos o treinamento (94). Foi observado,
também, que o bloqueio da atividade de Mmps utilizando-se um inibidor para
Mmp-2/-9 de amplo espectro, resultava na diminuicdo do aprendizado por medo
nestes animais. No ensaio em questdo, os animais foram colocados em uma
caixa contendo um lado claro e um lado escuro, 0os quais estavam isolados um
do outro, sendo que, neste Ultimo, havia uma grade eletrificada no chdo. Em um
primeiro momento, os animais eram colocados na parte clara da caixa, e quando
estes se moviam para a parte escura, recebiam um choque (1,6mA, por 2seq).
Ao longo do treinamento, animais selvagens para Mmp-2/9 tendiam a passar
mais tempo na parte clara da caixa, evitando entrar na regido escura (93). Em
contrapartida, camundongos deficientes em Mmp-9 ndo apresentaram este
padrdo de comportamento, no qual haveria um aumento no tempo em que
passavam na regido clara da caixa conforme o avanc¢o do treinamento; ao invés
disso, apresentavam o mesmo comportamento dos animais que nao foram
treinados (95).

Existem algumas evidéncias que sugerem que 0 sSono atua na etapa de
consolidacdo da memoria, no entanto, o papel preciso do sono em cada uma das
etapas ainda ndo estd totalmente esclarecido (96). Assim, por exemplo, em
alguns estudos, o sono de ondas curtas (Slow Wave Sleep — SWS) tem sido
associado a memorias declarativa e espaciais (97,98). Outros estudos sugerem
gue o sono REM esta associado ao processo de aprendizagem do periodo de

vigilia.(Cicogna, Cavallero, & Bosinelli, 1986; Cavallero, 1993; Nielsen, 2000)

Estudos recentes mostraram que os componentes da MEC estao

envolvidos na regulacdo da plasticidade sinaptica (102). A producdo da MEC
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pelo cérebro maduro depende da atividade neuronal. Mudancas na MEC levam
a alteracfes no numero de sinapses e altera¢cdes no numero e na densidade dos
receptores na superficie dos neurénios (68). Uma vez que a MEC € um sistema
multicomponente, diferentes elementos podem impactar, de formas diferentes, a
transmissdo sinaptica. Mudancas nas moléculas da MEC podem causar
alteracdes na transmissao sinaptica, além de levar a alteracées nos processos

de aprendizagem e memoria (103).

Animais submetidos a testes comportamentais apresentaram a ativacao
tanto de MMP-9 quanto de MMP-3, enquanto que a inibicdo destas enzimas
causa uma reducdo na aprendizagem e habituacdo as novas condi¢cbes (104).
Em condi¢cdes normais, a ativagcdo da MMP-9 contribui para o remodelamento da
MEC local (79,105)

A memodria pode ser dividida em trés sub-processos, a saber: codificacao,
consolidacdo e recuperacdo. Durante a codificacdo, a percepcdo de novos
estimulos resulta na formagdo de um novo tragco de memodria, que é fragil e
altamente susceptivel a distlrbios de esquecimento. Durante a consolidacdo, o
traco de memoéria que era, até entéo, fragil, vai gradativamente se estabilizando,
possivelmente envolvendo mdltiplas ondas de potencias de acdo curtos e
longos, os quais servem para fortificar e integrar esses novos tracos de
memoérias a rede de conhecimento ja existente. Durante a recuperacdo, a

memoria jA armazenada € acessada (92).

Existem dois tipos principais de memoaria: de curta duracao, a qual dura
apenas por algumas horas; e a memoria de longa duracéo, a qual dura por anos,
requerendo iniUmeros processos, producdo de novos RNAs mensageiros e
proteinas relacionadas com a plasticidade sinaptica (106). Alguns dos genes
expressos estdo relacionados com a reorganizacdo do citoesqueleto dos
neurdnios pré- e pos-sinapticos, como a ZBP1 (Zipcode-Binding Protein 1), que
regula a atividade da beta-actina nos dendritos dos neurdnios (107), a Sam68
(Src-Associated in Mitosis 68 KDa), que é crucial para o transporte do mRNA de
beta-actina, regulando os niveis de mMRNA e proteina da beta-actina nos

compartimentos dos dendritos sinapticos (108).
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1.8. MMPs na Doenca de Parkinson

As Mmps ja foram implicadas em processos neuropatolégicos que ocorrem
na Doenca de Parkinson, como: inflamacéo, dano na barreira hemato-encefalica
e morte neuronal (109). A MMP-3 € amplamente distribuida pelo cérebro, sendo
envolvida em processos como: crescimento axonal, migracdo neuronal e
sinaptogenesis (110,111), e, também, na plasticidade sinaptica que ocorre nos
processos de aprendizagem e memoaria (112). Em contraste com estas funcgdes,
estudos in vitro demonstraram que a MMP-3 é liberada por neurbnios
apoptoéticos, causando ativacdo da micréglia e aumento dos processos
inflamatorios (113), aumentando as evidéncias de que a MMP-3 tem um papel
importante em patologias neuro-degenerativas como: Doenca de Alzheimer,
deméncia vascular, isquemia e Doenca de Parkinson (114). Além disso, a MMP-
3 apresenta uma imuno-reatividade mais elevada na Substancia Nigra de ratos
submetidos a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (115). Em cérebros de pacientes,
durante a andlise post-mortem, foi observadoque a-sinucleina e Mmp-3 estéo
co-localizadas com os corpusculos de Lewy, agregados fibrilares da proteina
alfa-sinucleina (116)(117). Além disto, MMP-3 participa da morte dos neurénios
dopaminérgicos através da clivagem da a-sinucleina, tanto in-vivo, quanto in-
vitro (117).

Estudos recentes demonstraram que a expressdo de Mmp-9 tem papel
importante nos processos de neuro-inflamacdo e ativagdo da micrdglia,
envolvidos com a morte dos neurdnios dopaminérgicos (118,119). Produzida
também por neurénios e micréglia, a Mmp-9 é mais expressa no Estriado e na
Substancia Nigra em pacientes com Doenca de Parkinson (120). A expresséo
de Mmp-9 esta associada a morte dos neurdnios dopaminérgicos, sendo elevada
em modelos animais de Doenca de Parkinson, e quando um inibidor de MMP é
utilizado, ocorre a supressao da morte dos neurbnios dopaminérgicos (121).
Aparentemente, a MMP-9 participa dos estagios mais iniciais da Doenca de
Parkinson, ja que ndo ocorre aumento significativo em sua expressao em

cérebros de pacientes portadores desta doenca (122).

Neste contexto, o presente trabalho tem como Objetivo a anélise da

expressao orquestrada dessas enzimas e seus moduladores em modelo de
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Doenca de Parkinson, com alteragcdo no processo de consolidacdo da memoria,
visando contribuir para o esclarecimento do papel destas enzimas na referida
patologia. Com este fim, ratos Wistar adultos foram submetidos a injecao
estereotéxica de rotenona, como modelo de Doenca de Parkinson, e & privacao
de sono REM, de modo a induzir uma alteracéo no processo de consolidacéo de
memoria, isoladamente ou em combinacdo. Os animais submetidos a injecéo de
rotenona ou a privacao de sono de forma isolada apresentaram um déficit em
seus desempenhos cognitivos. Curiosamente, os animais submetidos a ambos
0os procedimentos apresentaram desempenho cognitivo comparado ao grupo
controle. Este melhor desempenho cognitivo foi acompanhado por uma maior
razdo da expressdo de Mmp-9 e Mmp-7 em relacdo a expresdo de Reck na
substancia nigra. Um perfil similar foi observado para a razao de expressao de
Mmp-9 em relacdo a expressdo de Reck no hipotalamo. Nossos resultados
sugerem que um maior remodelamento da MEC no hipotalamo e na substancia
nigra, tem um potencial efeito benéfico no desempenho cognitivo em individuos
com Doenga de Parkinson. Os resultados dessa dissertagdo estdo sendo
apresentados no formato de artigo original de pesquisa, o qual foi elaborado e

submetido a publicacéo.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Analise do perfil de expressédo de Mmps e de seus inibidores Timps e Reck
em cérebros de ratos adultos submetidos a modelos de privacdo de sono REM

e/ou Doenca de Parkinson, isoladamente ou em combinacéao.
2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Analise do perfil de expressdo de Mmps, Timps e Reck em cérebros
de ratos adultos submetidos, de forma isolada ou em combinacéo, a
modelos de privagéo de sono REM e de Doenca de Parkinson, através
de gRT-PCR e Western Blot. Foram analisadas as seguintes
estruturas: Hipocampo, Hipotalamo, Estriado e Substancia Nigra.



26

2.2.2. Analise comportamental para avaliacdo de memoéria em ratos adultos
submetidos, de forma isolada ou em combinacdo, a modelos de

privacdo de sono REM e de Doenca de Parkinson.

3. Materiais e Métodos
3.1. Delineamento Experimental

Para perseguir 0os objetivos propostos por este projeto, ratos Wistar foram
adotados como modelo experimental e submetidos a: (i) injecdo de rotenoma,
como modelo para Doencga de Parkinson; (ii) privagdo de sono REM (PSREM),
de forma isolada ou em combinacédo. Assim, os animais utilizados para este
estudo foram divididos em quatro grupos: (i) Sham controle, no qual os animais
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para injecdo de DMSO, porém nao
foram submetidos a privacdo de sono REM,; (ii) rotenona controle, no qual foram
submetidos a cirurgia esterotaxica para aplicacdo de rotenona mas nao foram
submetidos a privacdo de sono REM ; (iii) Sham PSREM, no qual foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para aplicacdo de DMSO e a privacdo de
sono REM,; (iv) rotenona PSREM, no qual foram submetidos tanto a cirurgia
esterotaxica para administracdo de rotenona quanto a privacdo de sono REM
(Figura 2A). A estratégia experimental empregada consistia na realizacdo da
cirurgia estereotaxica para aplicacdo de rotenona ou DMSO na Substancia
Nigra, utilizando-se as coordenadas (tendo o bregma como referéncia): (AP) =
-5,0mm, (ML) =+ 2,1 mm e (DV) = - 8,0 mm, dos animais no dia 0. Apés 7 dias,
os animais foram submetidos (ou ndo) a privacao de sono REM por 24h, sendo
eutanasiados ao final desse periodo (Figura 2B). O tecido cerebral dos animais
foi entdo coletado para a andlise de expresséo génica por gRT-PCR e Western
Blot (Figura 2C).
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Figura 2: Fluxograma da estratégia experimental utilizada no presente

trabalho.

(A) Grupos experimentais; (B) desenho experimental,
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3.2. Experimentagdo animal

Toda a experimentag&o animal foi realizada em colaboragéo com o grupo
do Professor Dr. Marcelo de Meira Santos Lima, e nas dependéncias de seu
laboratorio na Universidade Federal do Parana. Os experimentos foram
realizados em conformidade com as diretrizes preconizadas pelo CEUA/BIO da
Universidade Federal do Parana (Protocolo aprovado n°. 857, ANEXO ).

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 90 dias, pesando entre 280-

320 gramas no inicio do experimento. Os animais foram mantidos em grupos
de cinco em caixas apropriadas, sob condi¢cdes controladas de temperatura (22
+- 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00-19:00). Os animais foram

mantidos com livre acesso a comida e agua.

3.3. Cirurgia Estereotaxica

Os animais receberam xilazina intraperitonealmente (10 mg/kg) e, apls a
sedacéo inicial, foram entdo anestesiados com quetamina (90 mg/kg). Para a
infus@o de rotenona na Substancia Nigra (SN), as coordenadas, (tendo o bregma
como referéncia) foram: (AP) = -5,0 mm, (ML) = £2,1 mme (DV) = -8,0
mm (123). As agulhas foram posicionadas nas regides de interesse para a
infuséo bilateral de 1 mL da neurotoxina rotenona (12 mg/mL), com auxilio de
uma bomba eletronica (Insight Instruments, Ribeirdo Preto, Brasil) e micro-
seringa de 10 mL (Hamilton Apparatus) a uma taxa de infusdo de 0,33mL/min,
durante 3min. Animais do grupo Sham receberam apenas o veiculo
dimetilsulféxido (DMSO), em iguais condi¢cdes. A Rotenona € um herbicida e
inseticida, com meia vida variando de 3 a 5 dias. E um composto altamente
lipofilico, o que Ihe confere a caracteristica de atravessar facilmente barreiras
biol6gicas, como a membrana celular mitocondrial e a barreira hematoencefalica
(124), podendo ser administrada sistemicamente atraves de varias rotas, como:
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal e através de cirurgia estereotaxica. A
rotenona leva a degeneracdo progressiva da via nigrostriatal e acimulo da
proteina alfa-sinucleina (125-127). Este sistema reproduz algumas
caracteristicas clinicas da Doenca de Parkinson, como bradicinésia, rigidez dos

membros, tremor e instabilidade postural (128).
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3.4. Privagéo de sono

A privacdo do sono REM foi realizada através do método da plataforma
simples (129). Os animais foram colocados em uma plataforma circular (6.5cm
de diametro) dentro de uma caixa (23x23x30 cm) preenchida com agua até 1cm
de altura (medido a partir da base da caixa). No inicio de cada episodio de sono
REM, o animal sofre perda do tbnus muscular e cai na dgua, o que 0 mantem
acordado, eliminando totalmente o sono REM (130). O grupo controle foi mantido
na mesma sala dos animais em privacao de sono durante todo o experimento.
Os animais foram submetidos a um ciclo de privacdo do sono por 24h horas, e,

logo apds este periodo, foram eutanasiados e as amostras coletadas.

3.5. Coleta de tecidos para extracdo de RNA

Os animais foram sedados com xilasina (10 mg/kg) e anestesiados com
quetamina (90 mg/kg). Os cérebros foram dissecados para retirada das
estruturas estudadas, Hipocampo, Hipotalamo, Estriado e Substancia Nigra, que

foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.
3.6. Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA do tecido, foi utilizado o método de extracdo e
purificacdo de RNA por extracdo organica utilizando-se o reagente Trizol
(Thermo Scientific, Wilmington, USA). A cada amostra, foi adicionado 1mL de
Trizol gelado e as amostras foram processadas utilizando-se o sonicador Politron
(Analitica, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, adicionou-se 200uL de cloroférmio
e os lisados foram homogeneizados no vortex por 15s. As amostras foram
centrifugadas por 30min a 12.000g, a 4°C, de forma a acelerar a separagao de
fases, e, posteriormente, a fase aquosa (translicida) foi transferida para outro
tubo, ao qual foram adicionados 500uL de Isopropanol para induzir a
precipitacdo do RNA, o tubo eppendorf foi invertido delicadamente cinco vezes
e incubado no gelo por 10min. Apoés este periodo, os tubos foram centrifugados
por 15min a 12.000g, a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado
com 1mL de etanol 75% e centrifugado a 7.000g por 5min, e o sobrenadante foi

entdo descartado. O pellet foi lavado com 500uL de Etanol 75% e centrifugado
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a 7.000g por 5min. O sobrenadante foi retirado e os tubos colocados na estufa a
65°C para evaporacao do residuo de etanol. Ao pellet seco, foram adicionados
50pL de H20 Milli-Q.

3.6.1. Sintese de cDNA

Os RNAs extraidos foram utilizados como molde para a sintese de cDNA,
em reacdes de transcricdo reversa. Aliquotas de 1ug de RNA total foram
primeiramente incubadas por 10min a 37°C, com 2uL de DNase | (1U/uL,
Thermo Scientific), em solucdo contendo 2uL de tampé&o 5x de sintese de
primeira fita para a enzima Super Script Ill (Life Technologies) para todas as
amostras e 0,5uL de RNase OUT TM (40U/ uL, Thermo Scientific) em volume
final de 10uL. Posteriormente, esta enzima foi inativada por aquecimento a 75°C
por 5min. A cada amostra de RNA previamente tratado, foram adicionados 1uL
de Oligo dT (0,5ug/ pL, Thermo Scientific ) e 1uL de dNTP (10 mM, Thermo
Scientific ), obtendo-se um volume final de reacdo de 12uL. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 75°C por 10minutos, para desnaturacdo das
moléculas, e imediatamente colocadas no gelo. Adicionaram-se entdo 8uL de
uma solucdo contendo 2uL de tampado 5x de sintese de primeira fita para a
enzima Super Script lll (Thermo Scientific ) suplementado com MgClz, 2uL de
DTT (0,1 M, Thermo Scientific), 0,5uL de RNase OUT TM (40 U/ pL , Thermo
Scientific ), 1uL da enzima SuperScript TM Ill (200 U/uL, Life Technologies) e
2,5uL de agua Milli-Q, para um volume final de reacao de 20uL. As reacdes foram
incubadas a 25°C por 10 min, para anelamento dos primers e, posteriormente, a
45°C por 2h, para sintese dos cDNAs. Em seguida, a enzima transcriptase
reversa foi inativada por meio da incubacdo das amostras a 72°C por 10min.
Para a degradacdo das moléculas de RNA molde, adicionou-se 1uL de RNase
H (5 U/ yL, Fermentas — Thermo Scientific). As amostras foram incubadas a 37°C
por 30min e, posteriormente, a 72°C por 10min, para inativacdo da enzima.

Posteriormente, as amostras foram diluidas 3 vezes em agua Milli-Q.
3.7. Desenho dos primers

Os primers, ou oligonucleotideos iniciadores, utilizados para a

amplificagdo dos transcritos expressos nos experimentos de RT-PCR
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quantitativo, foram desenhados com o auxilio do software Primer-Blast (NCBI),
no qual foram especificadas as op¢des: tamanho do produto do PCR entre 50-
150bp; contetdo de CG entre 30 e 80%, incapacidade de formacédo de dimeros
ou de estrutura secundaria, temperatura de anelamento entre 58°C e 60°C, e
organismo de interesse (Rattus norvegicus). Além disso, a fim de evitar uma
eventual co-amplificacdo de DNA gendmico contaminante, os pares de
iniciadores foram desenhados em exons diferentes para cada um dos transcritos
analisados. Os primers obtidos foram validados quanto a sua especificidade e
caracteristicas fisico-quimicas (como temperatura de anelamento e propenséao a
formacéo de dimeros ou estruturas secundarias) nas ferramentas Blat (UCSC —
University of California, Santa Cruz) OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA
Technologies), respectivamente. Os pares de primers utilizados neste estudo
estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para quantificacdo da expresséo
génica através de ensaios de RT-PCR quantitativo.

Lista de Primers

Transcrito Sequéncia Concentragcao
Alvo q reacional (nM)
. F>CGAGTACAACCTTCTTGCAGC
B-actina 600

R>ATACCCACCATCACACCCTGG

HPRT F>CCCAGCGTCGTGATTAGTGA 600
R>TGGCCTCCCATCTCCTTCAT

Reck F>CCCAGATTATTGCCCAGAGACA 800
R>ACACCTGGCAAAGATGAGTTCA

MmD-3 F>TTCCTCTGAAACTTGGCGCA 800
P R> ACTTGAGGTTGACTGGTGCC

MmD-7 F>TGATGGGCCAGGAAACACTC 600
P R>GTTCACTCCTGAGTCCTCACC

MmD-9 F>GCATCTGTATGGTCGTGGCT 800
P R>TGCAGTGGGACACATAGTGG

I F>ATGGCAACCCCATCAAGAGG 800
P R>CCGCCTTCCCTGCAATTAGA

GDNE F>CAGAGGGAAAGGTCGCAGAG 800
R>ATCAGTTCCTCCTTGGTTTCGTAG

NGE F>AGCGCATCGCTCTCCTTCAC 800
R>TTGGCAAAGCCTTTATTGGGC

F> indica a sequéncia do primer Foward; R> indica a sequéncia do primer

reverse.
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3.7.1. Determinag&o da concentra¢éo de uso dos primers

A concentracéo de uso ideal de cada um dos pares de primers utilizados
foi padronizada. Para isso, foram realizadas reacfes contendo primers em
concentracfes que variaram de 100 a 800 nM, e foi utilizado, como substrato,
uma mistura dos cDNAs das amostras dos tecidos analisados. A concentracao
ideal de cada primer foi determinada como sendo a menor concentragdo
necesséria para amplificacdo, sem que houvesse variacdo no valor de Ct, além

da minima ou inexistente formacao de dimeros.
3.7.2. Determinagé&o da eficiéncia dos primers

Reacdes de amplificacdo, contendo primers na concentracdo ideal,
determinada como citado acima, foram realizadas utilizando-se, como template,
uma mistura de cDNAs das amostras em diferentes concentragfes (1:20, 1:30,
1:60, 1:120, 1:240). A andlise de regressao linear dos valores de Cts em funcdo
do logaritmo da respectiva diluicdo do cDNA forneceu o coeficiente angular da
reta (a, em y = ax+b) que foi utilizado para célculo da eficiéncia de amplificacao

do produto pelos primers, na seguinte férmula:
Ef = 10_%0eficiente angular

Ef (%)= (Ef —1)x100
3.8. Reacao de RT-PCR quantitativo

Para permitir a quantificacdo do produto formado durante a reacéo de RT-
PCR quantitativo, utilizou-se o fluor6foro Fast SYBR® Green Master Mix
(Thermo Scientific). Este reagente apresenta intensidade de emissao de
fluorescéncia significativamente aumentada quando ligado a dupla fita de DNA.
Dessa forma, quando livre em solugcdao, o SYBR™ Green Master Mix emite uma
pequena fluorescéncia no comprimento de onda de 520nmm. Entretanto, ao
intercalar-se a dupla fita de DNA, devido a sua afinidade pelo sulco menor do

DNA, tem-se um aumento de fluorescéncia da ordem de 100 vezes, permitindo
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a deteccao do produto do gRT-PCR. Como substrato, foram utilizados 1,5 pL do
cDNA (sintetizado conforme descrito no item 3.7.1) diluido 20 vezes em agua
Milli-Q. Além disso, para cada uma das reacdes de RT-PCR quantitativo,
adicionou-se 1,5 pL da mistura de primers (forward e reverse), na concentragao
de uso previamente determinada, e 3 pL do reagente Fast SYBR® Green Master
Mix. Todas estas reacfes de PCR foram realizadas em triplicata, no
termociclador VIIA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems- Thermo
Scientific). As condicdes das reagdes foram: 1 ciclo de 95°C por 20seg; 40 ciclos
de: 95°C por 1seg, 60°C por 20seg; apos a etapa de PCR, determina-se a curva
de dissociacédo, a temperatura € elevada para 95°C por 15seg para desnaturacao
da fita dupla de DNA; em seguida, a temperatura € mantida a 60°C por 1min,
seguido de uma elevacdo gradual da temperatura até 95°C. Para o
gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados durante a
amplificacdo foi utilizado o programa computacional QuantStudio Real-Time
PCR Software (Applied Biossystems).

Para cada amostra de cDNA, foram realizadas reacdes de RT-PCR
utilizando-se primers para os genes-alvo e primers para genes de expressao
enddgena (nesse caso, Beta-Actina e HPRT). A expressdo do gene-alvo foi
determinada em funcdo da expressdo dos genes controles. Inicialmente, foi
calculada a média dos Cts das triplicatas de cada amostra. A diferenca entre as
Medias dos Cts das amostras referéncias e a Média dos Cts de cada a amostra

foi calculada, e esta diferenca foi definida como ACp.

A férmula final (131) para o calculo da diferenca de expressao dos genes
entre as amostras analisadas, que considera que ndo ha um ganho de duas
vezes do produto amplificado a cada ciclo, dado que a eficiéncia de amplificacéo

dos primers utilizados n&o € de 100%, é dada por:

Ef AC Pgenealvo
gene alvo

ratio =
Ef ACPcontroIe enddgeno
controle enddgeno

Um fator de normalizacdo foi gerado através do software geNorm,

utilizando-se como genes de expressdao endogena Beta-Actina e HPRT.
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Substituindo o divisor da equacao anterior por esse fator de normalizacéo, o

resultado é o valor de expressao relativa de cada transcrito analisado.
3.9. Western Blot
3.9.1. Obtencéao de extratos protéicos

As amostras das diferentes estruturas cerebrais foram coletadas e
imediatamente congeladas. Para a extracdo adicionou-se duas vezes o volume
da amostra de tecido de solucéo de lise (50 mM Tris HCI pH 7,5; 5 mM EDTA
pH 8,0; 300 mM NaCl e 1% NP-40) acrescido de inibidores de proteases
especificos (GE HeathCare, Little Chalfont, Reino Unido). O sistema foi
submetido a sonicacéo por 8 segundos (Sonicador SONICS Vibra Cell, SONICS,
Newtown, CT, EUA) . Posteriormente, o material foi mantido no gelo por 10
minutos e centrifugado a 20000 g por 10 minutos, para clarificacdo do

sobrenadante por meio da retirada dos residuos teciduais.

3.9.2. Fracionamento de proteinas por eletroforese em gel de

acrilamida e transferéncia para membrana de nitrocelulose

A concentracdo das proteinas nos extratos foi determinada pelo método
de Bradford (Kit Bio Rad, Hercules, CA, EUA), utilizando-se uma curva padréo
de BSA (albumina sérica bovina). As amostras quantificadas foram submetidas
ao fracionamento em gel vertical contendo de 10% poliacrilamida — SDS, & uma
voltagem constante de 100 V, durante aproximadamente 2 horas. Em seguida,
as amostras fracionadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose por
transferéncia imida (300 mA por 2 horas) em tampao de transferéncia (0,3% de
Tris; 1,44% de glicina; 0,1% de SDS e 20% metanol).

3.9.3. Imunoreacéao

Para inibicdo da marcagcdo de sitios inespecificos, a membrana foi
bloqueada com solucao StartingBlock Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific),
por 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi submetida
a trés lavagens com PBSAT, a temperatura ambiente, por 10 minutos. A

incubacdo com o anticorpo primario de interesse, diluido adequadamente em
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solucédo de bloqueio, foi realizada a temperatura ambiente ou 4°C, por 1 hora ou
16 horas, dependendo do anticorpo. A membrana foi lavada trés vezes com
PBSAT, a temperatura ambiente por 10 minutos, e, em seguida, esta foi
incubada com o anticorpo secundario, anti-lgG conjugado com peroxidase
(diluido em solugdo de bloqueio) a temperatura ambiente por 1 hora. A
membrana foi novamente lavada trés vezes com PBSAT, por 10 minutos a
temperatura ambiente. A marcacdo foi obtida utilizando-se o Kit Immobilon
Western (Merk Millipore) para deteccdo de proteinas por quimioluminescéncia,
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. As imagens das bandas foram
quantificadas por densitometria, por meio da utilizacdo do programa

computacional ImageJ (NIH).
3.10. Andlise estatistica

Para comparacao de mais de duas populacdes de dados, foi realizada
andlise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste post-hoc Bonferroni.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism 6 (GraphPad, CA, EUA). Os valores foram expressos como
média mais o desvio padréo. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.
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4. Resultados

Increased Mmp/Reck expression ratio is associated to better
recognition memory performance in a Parkinson's disease
animal model

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disorder worldwide. Among its non-motor symptoms, sleep disorders are
extremely common and have been linked to cognitive and memory disruption.
The microenvironment, in particular the extracellular matrix (ECM), is deeply
involved in memory consolidation as well as in neuropathological processes such
as inflammation, damage to the blood-brain barrier, and neuronal death. To better
understand ECM dynamics in PD memory disturbances, we investigated the
orchestrated expression of Mmps (Mmp-3, 7 and 9) and their modulators (Reck
and Timp-3) in a rotenone-induced PD model. Also, we introduced an additional
intervention in the memory process was introduced through rapid eye movement
sleep deprivation (REMSD). REMSD reversed the rotenone induced cognitive
impairment. Associated to this phenotype, we observed a significant increase in
Mmp-7/Reck and Mmp-9/Reck mRNA expression ratio in the substantia nigra,
and Mmp-9/Reck ratio in the hypothalamus. Moreover, the positive correlation of
Mmp/Reck expression ratios between the substantia nigra and the striatum,
observed upon rotenone infusion, was reversed by REMSD. Taken together, our
results suggest a potential orchestrated association between an increase in
Mmp-7 and -9/Reck expression ratios in the substantia nigra and a positive effect
on cognitive performance in subjects affected by PD.

Abbreviation list

D1: Dopamine receptor 1

D2: Dopamine receptor 2

ECM: Extracellular matrix

GDNF: Glial cell derived neurotrophic factor

Mmp: Matrix metalloproteinase

MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
NGF: Nerve growth factor

PD: Parkinson’s disease

Reck: REversion-inducing-Cysteine-rich protein with Kazal motifs
REM: Rapid eye movement

REMSD: REM sleep deprivation

SNpc: Substantia nigra pars compacta

1 Introduction
Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative

disorder worldwide (1). In 2015, approximately 6.2 million people were known to
have the disease (2), and it is estimated that, by 2040, the number of diagnosed
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patients will exceed 12 million people (3). As most neurodegenerative diseases,
its incidence correlates with age, rising sharply from age 65 (4). PD is
characterized by the death of substantia nigra pars compacta dopaminergic
neurons, leading to motor-signs, such as tremors, bradykinesia and stiffness (5).
More recently, non-motor disturbances, such as sleep disturbances, memory
impairment, olfactory dysfunction, mood disorders, depression, and anxiety, have
also been related to the dopaminergic system (5). It is worth noting that rapid eye
movement behavior disorder is among the early symptoms of this
neurodegenerative disease and might precede its motor symptoms by several
years (6). In fact, sleep disorders, such as insomnia, sleep fragmentation, and
excessive daytime sleepiness, are extremely common and have been linked to
cognitive and memory disruption in PD patients (6,7).

The microenvironment, particularly the extracellular matrix (ECM), is site specific
and acts as a modulator of brain physiology, playing a central role in processes,
such as cellular differentiation, migration, inflammation, among others (8,9).
Therefore, the ECM is deeply involved in the development of central nervous
system pathological conditions, such as PD (10,11). Matrix Metalloproteinases
(Mmps) are zinc-dependent enzymes, which are essential for ECM turnover (12).
Therefore, it is not surprising that different Mmps, as well as their inhibitors, have
been implicated in neuropathological processes, which are crucial for the
development of PD through different mechanisms. Mmps may promote
inflammation, cell death and damage to the blood-brain barrier, which can lead
to hemorrhage and damage to the white matter and, also, angiogenesis and
neurogenesis, which contribute to tissue repair (13,14).

Moreover, these proteins are important for formation of new neural networks
involving memory consolidation, learning, and cognition (10,15,16). Particularly,
Mmp-9 inhibition in vivo and Mmp-9 deficient mice display deficiencies in both
long-term potentiation and memory consolidation (15,17-20). Additionally, the
presence of the MMP-9 polymorphism C(-1562)T, which leads to its higher
transcriptional expression, is associated with a higher PD risk (21). However, the
role of Mmps and their inhibitors in the cognitive alterations observed in PD are
still not clear.

The present study aims to investigate the potentially orchestrated expression of
Mmps (Mmp-3, 7 and 9) and their modulators (Reck and Timp-3) in a PD animal
model. Moreover, we introduced an additional, and potentially synergistic,
intervention in the memory process through REM sleep deprivation, which was
shown to impair the memory consolidation process (22,23). To this end, adult
Wistar rats were subjected to stereotaxic injection of rotenone, a well-known PD
model (24), in addition (or not) to REMSD. The expression pattern of Mmps was
determined in the hippocampus, hypothalamus, striatum, and substantia nigra.
Animals submitted to rotenone injection alone presented a deficit in their cognitive
performance. Interestingly, REMSD reversed the rotenone induced cognitive
impairment. This improved cognitive performance was accompanied by higher
expression ratios of Mmp-9/ Reck and Mmp-7/ Reck in the substantia nigra and
lack of correlation of Mmp/Reck expression ratios between the substantia nigra
and the striatum. A higher Mmp-9/ Reck expression ratio was also observed in
the hypothalamus. Our results suggest that a higher Mmp/ Reck expression ratio,
which might indicate a higher ECM remodeling status, particularly in the
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substantia nigra and hypothalamus, has a conceivable beneficial effect on
cognitive performance in subjects affected by Parkinson's disease.

2 Materials and Methods
Animal model

For this study, male Wistar rats weighing between 280 and 320 g, were used. All
procedures were conducted in agreement with the guidelines of the Committee
on the Care and Use of Laboratory Animals from the US National Institutes of
Health (NIH, Bethesda, USA) and approved by Federal University of Parana
Ethics Committee (Process #857). During the development of this study, the
environmental surroundings were maintained at 22 £ 2 °C and a 12/ 12 h
light/dark cycle (with the light phase beginning at 7:00 a.m), and food and water
being provided ad libitum.

Experimental workflow

PD was modeled through intranigral rotenone infusion, with an additional
alteration in the animal's memory consolidation process being induced by REM
sleep deprivation. The animals were distributed into four groups: (i) Sham
Control, in which the animals were submitted to bilateral injection in the substantia
nigra pars compacta (SNpc) of the vehicle dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) alone and were not submitted to REM sleep
deprivation; (ii) Rotenone Control, in which the animals were submitted to bilateral
injection of rotenone in the SNpc but were not submitted to REM sleep
deprivation; (iii) Sham REMSD, in which the animals were submitted to DMSO
injection and were submitted to REM sleep deprivation; (iv) Rotenone REMSD,
in which the animals were submitted to both rotenone injection and REM sleep
deprivation. The stereotaxic procedures took place at day 0 and after recovering
for seven days the animals were submitted (or not) to REM sleep deprivation for
24 h. Subsequently, the animals were submitted to the object recognition test.
The animals were euthanized, and the brain tissues were snap frozen and
processed for RNA or protein extraction. Finally, gene expression analysis was
performed by gRT-PCR and Western Blot (Fig. 1).
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Figure 1. Experimental workflow. (A) The animals were divided into four experimental groups:
sham/ control, rotenone/ control, sham/ REMSD, and sham/ REMSD. (B) Experimental workflow
of the study: the stereotaxic infusion of rotenone or DMSO took place at day O and, after
recovering for 7 days, the animals were submitted (or not) to REMSD for 24 h, followed by the
object recognition test. Next, the animals were euthanized, and the brain tissues were processed
for downstream mRNA and protein expression assays.

Stereotaxic surgery

The animals were initially sedated with intraperitoneal xylazine (10 mg/kg; Syntec
do Brasil Ltda, Brazil) and anesthetized with intraperitoneal ketamine (90 mg/kg;
Syntec do Brasil Ltda, Brazil). Then, the animals were placed in the stereotaxic
apparatus and an incision in the skin was made, making the skull and its sutures
visible. From bregma, we localized SNpc, using the following coordinates: (AP) =
-5.0 mm, (ML) = £2.1 mm and (DV) = -8.0 mm (25) In the sequence, rotenone
(12 pg/ul; Sigma-Aldrich®, United States) or DMSO 10% v/v (Sigma-Aldrich®,
United States) infusions within SNpc were made at a rate of 0.33 pl/min during 3
minutes, totalizing 1 pl in each hemisphere. These infusions were made using an
electronic infusion pump (Insight Instruments, Ribeirdo Preto, Brazil).

REM sleep deprivation

Animals were individually submitted to REM sleep deprivation (REMSD) by the
single platform method, as previously described (26-28). In summary, each
animal was placed in the apparatus, which is a cylindrical platform of 6.5 cm in
diameter inside of a tank (23 x 23 x 35 cm), filled with water up to 1 cm below the
platform surface, for 24 hours. Once the animal experiences a REM sleep
episode, it loses its muscular tonus and falls into the water, being awakened. This
process prevents the maintenance of REM sleep episodes (28). The control
group, which was not sleep-deprived, was kept in a similar apparatus, in which
the water was replaced by sawdust. Food and water were provided ad libitum
within the grids localized at the top of the tanks.
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Object recognition test

The apparatus consists of an open box (width x length x height = 80 cm x 80 cm
x 50 cm) made of wood and covered with a black opaque plastic film. This test is
based on the inner behavior of the animals to explore new things instead of
familiar things. Thus, when an animal remembers a familiar object and does not
know a new object, there is a tendency of this animal to explore the new object
for a longer time when compared to the familiar object. The object recognition
test in this study consisted of two phases: a sample/training phase and a
choice/test phase. In the training phase, two identical objects were exposed in
the back corners of the open box, 10 cm away from the sidewall. The rat was
placed in the open box facing away from the objects and after 3 min of
exploration, the rat was removed from the open box and returned to its cage.
After a delay of 15 min, the rat was reintroduced to the open box and the training
phase was started again for further 3 min. This situation was repeated for one
more time. After REMSD, there was a training phase, followed by a test phase
after an interval of 15 min. In the test phase, two objects were presented in the
same locations that were occupied by the previous sample objects. One of the
objects was identical to the object seen in the training phase and the other one
was different. The tests were video recorded, and we considered as exploration
only when the rat touched the object with its nose or that rat’s nose was directed
toward an object at a distance <2 cm.

gRT-PCR

Total RNA was isolated from frozen tissue samples through a phenol-based
organic extraction method (Brazol®, Labdel, SP, Brazil). The corresponding
cDNA was synthesized using the gPCRBIO kit (PCRBiosystems, London, UK).
Amplification and detection of the target sequences and its detection were carried
out using the Fast SYBR® Green master mix (Applied Biosystems, Foster City,
USA) and the ViiA7 Real Time PCR System (Applied Biosystems), following the
standard protocols recommended by the manufacturer. As a quality control for
non-specific amplification or contamination, a dissociation cycle was performed
after each run. Primers for the target genes (Reck, Mmp-3, -7, and -9, Timp-3,
D1, D2, Gdnf and Ngf), and the endogenous control genes (Hprt and (B-actin)
were designed using PrimerBLAST, and validated through BLAT (sequences and
final concentrations displayed in Supplementary Table 1). Expression ratios were
calculated as described in (29), using the numerical factor generated by the
geNorm program as the endogenous control normalization (30). Relative
expression data were submitted to ANOVA one-way test followed by Tukey post-
hoc test. Heatmaps were generated using the Morpheus software (Broad
Institute, Boston, USA).

Western Blotting

For protein extraction, the frozen tissue samples were sonicated (10 s pulse, 40%
amplitude, SONICS Vibra Cell, SONICS, Newtown, USA) with 200 pL of RIPA
buffer (150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5% SDS, 50 mM Tris pH8, 2 mM EDTA). The
tissue lysates were quantified by the Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules,
USA) according to the manufacturer's instructions. Protein extracts (100 ug) were
resolved on a 12 % SDS-Page gel and transferred to a nitrocellulose membrane.
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The membranes were blocked for one hour in StartingBlock solution
(ThermoFisher Scientific, Thermo Scientific, Wilmington, USA), followed by
incubation for 16 h at 40C with either the anti-RECK antibody (1: 2000, Cat
#3433, Cell Signaling, Danvers, USA), Anti-MMP-9 antibody (1. 2000, Cat#
ab76003, Abcam, Cambridge, UK), or anti-Tubulin (1: 5000, Cat# ab56676,
Abcam). The membranes were thoroughly washed with PBST and then
incubated for 1h with anti-rabbit antibody (1: 2000, Cat #a4914, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA) or anti-mouse antibody (1: 2000, Cat# a4416, Sigma-
Aldrich) diluted in StartingBlock solution. Following the PBS washes, the
peroxidase signal was obtained using the Clarity Western ECL Substrate (Bio-
Rad, Hercules, USA) and detected using Image Quant LAS 4000 mini (GE,
Boston,USA). Densitometry and quantification of the bands was carried out using
the ImageJ software (NIH) and the relative expressions ratios of Reck and Mmp-
9 were determined through normalization relative to Tubulin expression. Relative
expression data were submitted to ANOVA one-way test followed by Tukey post-
hoc test.

Statistical Analysis

The normal distribution of the data was assessed by the Kolmogorov-Smirnov
test. Comparisons of the total exploration time in the object recognition test
between the experimental groups were carried out using repeated measures two-
way ANOVA followed by Fisher LSD test. Relative mRNA and protein expression
comparisons were carried out using one-way ANOVA followed by Tukey post-
hoc test. The Pearson test was used for gene expression correlation analysis. All
statistical analyses were carried out using the Graph Pad Prism 5 software. The
results are presented as the mean with error bars standing for the standard error
of the mean. A p-value of less than 0.05 was considered as statistically
significant.

3 Results

Aiming to evaluate the cognitive performance in the rotenone PD model, we
performed the object recognition test (Fig. 2). We observed that the sham group
spent more time exploring the new object, compared to the time exploring the
familiar object (p<0.01). Differently, rotenone infusion led to memory impairment,
demonstrated by a similar time exploring both objects (p=0.72), an impairment
reversed by REMSD (p<0.05).



42

20- o '
3 Familiar object

3 - — £ New object
~ 154
Q
E —2
= T
c
§ 10- i
.-
s |FE T
% 51
w

0 L} Ll L] L]

Sham Rotenone Sham Rotenone
Control REMSD

Figure 2. Performance in the object recognition test upon rotenone infusion and/or REM

sleep deprivation. Columns represent total exploration time + standard error of mean (n = 8 to
12). Statistical analysis was carried out using repeated measures two-way ANOVA followed by
Fisher LSD test. ** stands for p<0.01, and * for p<0.05.

Investigation of the combined expression of Mmp-3, 7 and 9, their inhibitors Reck
and Timp-3 and the neural growth factor Gdnf and Ngf in different brain structures
(hippocampus, hypothalamus, striatum, and substantia nigra) was carried out
through gRT-PCR. In order to further explore the dynamics of the Mmp9/ Reck
expression ratio in this model, their protein expression was determined by
Western Blotting.

Hippocampus

None of the target genes displayed statistically significant modulation of their
corresponding RNA (Fig. 3a, Supplementary Fig. 1) or protein (Fig. 3d, e, and f)
expression levels upon rotenone infusion and/or REMSD. Nor did Mmp-9/ Reck
and Mmp-7/Reck expression ratios showed any alteration (Fig. 3b, ¢, and g). In
this structure, Mmp-3, 7 and 9 expression levels positively correlated with each
other, and Mmp-7 expression also correlated with Timp3 expression (Fig. 3a,
Supplementary Fig.1, Table 1).



Table 1 Pearson's correlation test between the target genes relative mRNA
expression levels in different brain structures
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Hippocampus Hypothalamus Striatum Substantia Nigra
Reck Mn71p- Mrgp- Reck Mr;p- Mrgp- Reck Mn;p- Mrgp- Reck Mr;]p- Mrgp-
Reck r -0.423 | -0.302 0.145 | 0.545 -0.210| -0.111 -0.443 | -0.250
p 0.149 | 0.316 0.593 | 0.029 0.472 | 0.707 0.058 | 0.302
Mmp-3 r|-0.470] 0.802 | 0.676 | 0.274| 0.758 | 0.893 | 0.220| 0.535 | 0.710 | -0.512 | 0.494 | 0.412
p| 0.105 ] 0.001 | 0.011 | 0.304 | 0.001 | 0.000 | 0.450 | 0.049 | 0.004 | 0.025 | 0.032 | 0.079
Mmp-7 r |-0.423 0.735 | 0.145 0.706 |-0.210 0.723 | -0.443 0.782
p| 0.149 0.004 | 0.593 0.002 | 0.472 0.003 | 0.058 0.000
Mmp-9 r|-0.302] 0.735 0.545| 0.706 -0.111] 0.723 -0.250 | 0.782
p| 0.316 | 0.004 0.029] 0.002 0.707 | 0.003 0.302 | 0.000
Timp-3 r |-0.408 | 0.756 | 0.549 | 0.449 |0.507 0.483 |-0.217] 0.350 | 0.539 | -0.184 ] 0.880 | 0.798
p| 0.166 | 0.003 | 0.052 | 0.081 |0.045 0.058 | 0.457 | 0.220 | 0.047 | 0.450 | 0.000 | 0.000
Ngf r|-0.3641-0.091]-0.131] 0.268 | 0.744 | 0.816 | 0.165] 0.481 | 0.774 | -0.089 | 0.621 | 0.541
p| 0.222 1 0.767 | 0.671 ] 0.316 | 0.001 | 0.000 | 0.573 ] 0.082 | 0.001 | 0.717 | 0.005 | 0.017
Gdnf r|0.272 1 0.003 | -0.052] 0.332] 0.947 | 0.826 |-0.282] 0.822 | 0.656 | -0.194 | 0.870 | 0.821
p| 0.369 | 0.992 | 0.866 | 0.208 | 0.000 | 0.000 | 0.329 | 0.000 | 0.011 | 0.427 | 0.000 | 0.000
D2 r |-0.040] -0.037 ] 0.375 ] 0.431] 0.803 | 0.639 |-0.071] 0.195 | -0.138 ] 0.015 | 0.722 | 0.689
p| 0.897 | 0.904 | 0.207 | 0.095] 0.000 | 0.008 | 0.808 | 0.505 | 0.639 | 0.952 | 0.000 | 0.001
b1 r|-0.0221 0.067 | 0.408 | 0.209] 0.962 | 0.798 | 0.105| 0.636 | 0.594 | -0.196 | 0.848 | 0.801
p| 09421 0.829 | 0.167 | 0.438 ] 0.000 | 0.000 | 0.720) 0.015 | 0.025 | 0.420 | 0.000 | 0.000

inbold: 0.7 <r<1andp < 0.05.
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Figure 3 Expression profile in the Hippocampus upon rotenone infusion and/or REM sleep
deprivation. a. Heatmap of the mRNA expression profiles of Mmp3, 7, 9. Reck, Timp-3, D1, D2,
GDNF and NGF determined by gRT-PCR (n = 3 to 5 for each group); b. Mmp-7/Reck and c. Mmp-
9/Reck mRNA expression ratios; d. Representative image of the Western Blotting results; e. Mmp-
9 protein and f. Reck protein expression profiles determined by Western Blotting (n = 2 to 3 for
each group); f. Mmp-9/Reck protein expression ratio. Expression data were submitted to one-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc test.

Hypothalamus

Although no individual target gene displayed statistically significant modulation of
their RNA (Figure 4a, Supplementary Fig. 2) or protein (Fig. 4d, e, and f)
expression levels, the ratio of Mmp-9/ Reck (Figure 4c), but not of Mmp-7/ Reck
(Fig. 4b) expression was modulated under the conditions utilized. The Mmp-9/
Reck mRNA expression ratio was higher in the hypothalamus of animals
submitted to both rotenone infusion and REMSD (p<0.05), when compared to the
animals separately submitted to each of these conditions. The Mmp-9/ Reck
protein expression ratio (Fig. 4g) did not display a statistically significant
modulation but followed the same trend as the mMRNA expression. The mRNA
expression levels of Mmps correlated not only among each other, but, also, with
those of Ngf, Gdnf and dopamine D1 (D1) and D2 (D2) receptors (Fig. 4a,
Supplementary Fig.2 Table 1).
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Figure 4 Expression profile in the Hypothalamus upon rotenone infusion and/or REM sleep
deprivation. a. Heatmap of the mRNA expression profiles of Mmp-3, 7, 9. Reck, Timp-3, D1, D2,
GDNF and NGF determined by gRT-PCR (n = 3 to 5 for each group); b. Mmp-7/Reck and c. Mmp-
9/Reck mRNA expression ratios; d. Representative image of the Western Blotting results; e. Mmp-
9 protein; and f. Reck protein expression profiles determined by Western Blotting (n = 3 for each
group); g. Mmp-9/Reck protein expression ratio. Expression data were submitted to one-way
ANOVA followed by Tukey post-hoc test.* stands for p<0.05.

Striatum

Analysis of the expression profiles of the target genes (Fig. 5a, d, e and f,
Supplementary Fig. 3) indicated that Mmp-9 (Fig. 5a and e) displayed a
significant increase when the animals were submitted solely to REMSD (p<0.05).
This pattern was also observed for the Mmp-9/ Reck (Fig. 5¢ and g) and Mmp-7/
Reck (Fig. 5b) expression ratios (p<0.05). As in the former structures analyzed,
Mmps mRNA expression levels correlated among each other (Table 1). In
addition, a positive correlation was found between Mmp-7 and Gdnf expression
levels and between Mmp-9 and Ngf expression levels (Fig. 5a, Supplementary
Fig. 3, Table 1).
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Figure 5 Expression profile in the Striatum upon rotenone infusion and/or REM sleep
deprivation. a. Heatmap of the mRNA expression profiles of Mmp-3, 7, 9. Reck, Timp-3, D1, D2,
GDNF and NGF determined by gRT-PCR (n = 3 to 5 for each group); b. Mmp-7/ Reck and c.
Mmp-9/ Reck mRNA expression ratios; d. Representative image of the western blot results; e.
Mmp-9 protein and f. Reck protein expression profiles determined by Western Blotting (n=2to 3
for each group); g. Mmp-9/ Reck protein expression ratio. Expression data were submitted to one-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. * stands for p<0.05 and **for p<0.01.

Substantia Nigra

Even though none of the target genes displayed statistically significant
modulation of their RNA (Fig. 6a, Supplementary Fig. 4) or protein (Fig. 3d, and
e) expression levels, both Mmp-7/ Reck (p<0.01, Fig. 6b) and Mmp-9/ Reck
(p<0.05, Fig. 6¢) mRNA expression ratios increased upon REMSD in rotenone
infused animals. Interestingly, Mmp-9 protein expression was not detectable by
Western Blotting (data not shown), which might be explained by its low
expression in this structure. Both Mmp7 and 9 mRNA expression levels positively
correlated between each other, and, also, with Timp-3, Gdnf, Ngf, D1 and D2
expression levels (Fig. 6a,Supplementary Fig. 4, Table 1).
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Figure 6 Expression profile in the Substantia Nigra upon rotenone infusion and/or REM
sleep deprivation. a. Heatmap of the mRNA expression profiles of Mmp-3, 7, 9. Reck, Timp-3,
D1, D2, GDNF and NGF determined by gRT-PCR (n = 3 to 5 for each group); b. Mmp-7/Reck
and c. Mmp-9/Reck mRNA expression ratios; d. Representative image of the Western Blotting
results; e. Reck protein expression profile determined by Western Blotting (n = 2 to 3 for each
group). Expression data were submitted to one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test.
*stands for p<0.05 and ** for p<0.01.

Table 2 Pearson's correlation test of Mmp-7/Reck and Mmp-9/Reck mRNA
expression ratios in the SNpc versus in the Striatum

Correlations

I 1
Mmp-7/Reck ratio Mmp-9/Reck ratio

Groups SNpc x striatum = SNpc x striatum

_Sham control r 0.73 -0.73

p 0.48 0.48
‘Rotenone r 0.98 0.96
control D 0.02 0.03
Sham REMSD r -0.42 -0.54
| p 0.48 0.35
Rotenone r -0.08 -0.17
"REMSD D 0.92 0.83

Significant correlations are indicated in bold. Substantia nigra pars compacta (SNpc); REM sleep
deprived (REMSD).
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Mmp/Reck expression ratios in the SNpc versus in the Striatum

Considering the relevance of the nigrostriatal axis to PD and REM sleep
regulation, the correlation between Mmp/ Reck expression ratios in the SNpc and
striatum was investigated. Both Mmp-7/ Reck and Mmp-9/ Reck mRNA
expression ratios positively correlated in the Rotenone control group (p<0.05)
(Table 2).

4 Discussion

Rotenone exposure, as well as REMSD, is detrimental to the memory
consolidation process (22,23,27,31,32). Memory consolidation is associated to
changes in the strength and structure of synaptic connections, as well as to
remodeling of the surrounding ECM (33). Mmp family members are crucial for
ECM turnover, which is evidenced by the fact that stereotaxic injection of a broad
spectrum Mmp-2/9 inhibitor, FN-439, in the lateral ventricle of rats, resulted in
disruption of fear memory reconsolidation (17). Considering Mmps' role in
memory consolidation and the memory impairment caused by rotenone
exposure, we introduced a REMSD step in the experimental workflow as a
potentially deleterious synergistic agent upon memory consolidation and
evaluated the balance between the expression levels of Mmp-7 and 9, and of
their inhibitor Reck.

Remarkably, the animals submitted to rotenone exposure and subsequent
REMSD did not display the cognitive deficit observed in the animals which
received rotenone only. A similar result was observed previously, in which this
absence of memory impairment was associated with a lack of decreased
dopamine levels within the striatum (31,34-36). Furthermore, our data indicate
that the balance between Mmps and Reck expression displays a brain structure-
dependent modulation in this model.

The hippocampus is a structure related to learning and memory consolidation
(37,38). Moreover, the hippocampus is a neurogenesis site in the adult brain, and
a considerable reduction of its volume is observed during PD progression (39,40).
Studies in rats demonstrated an increase in Mmp-9 activity in the hippocampus,
which reached its peak five days after submission of the animals to the Morris
water maze (41,42). Mizogushi et al. demonstrated that Mmp-9 knockout mice
present deficits in the object recognition task, while their performance in the Y-
maze remains normal (19,43). These results suggest that Mmp-9 plays a critical
role in synaptic plasticity and hippocampal-dependent memory (43). In our model,
no statistically significant modulation in Mmp-7, -9 or Reck expression levels was
observed upon rotenone infusion or REMSD in the hippocampus, which might be
explained by differences in the specific protocols utilized or in the time intervals
evaluated. Further studies, analyzing different periods after the object recognition
test performance, would be necessary to better clarify the action of Mmps and
Reck in the hippocampus of PD affected animals upon a learning stimulus.

The sleep influence on memory consolidation is widely explored in the literature
(44,45). Regulation of the sleep/wake cycle is a complex mechanism involving
several brain structures and neurotransmitters, such as the substance nigra (46)
and the hypothalamus (47). The hypothalamus has specialized neural sub-
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populations: neurons located on the posterior region are involved in maintenance
of the sleep/ wake cycle integrity, while the ones on the pre-optic region are
involved in maintenance of the sleep state (48). Interestingly, although neither
rotenone infusion nor REMSD alone, significantly modified Mmp-7 or -9 and Reck
expression balance in the hypothalamus, we observed an increase in the Mmp-
9/Reck mMRNA expression ratio concomitant to an increase in cognition in the
rotenone REMSD group, suggesting a higher ECM remodeling status under this
condition.

We also analyzed the correlation between the expression of Mmp-7,-9 and the
neurotrophic factors Ngf and Gdnf, as well as the dopamine receptors D1 and
D2. Ngf induces neuronal outgrowth and promotes survival and maintenance of
sensory and sympathetic neurons derived from the neural crest, as well as of the
central cholinergic neurons of the basal forebrain (49,50). The serum levels of
Ngf were found to be reduced in rats with PD, compared to control animals, as
well as in those patients at early stages of the disease (51). Moreover, Ngf has a
protective effect in dopaminergic PC12 cells exposed to 6-hydroxydopamine,
preventing the accumulation of reactive oxygen species (52). Gdnf is an important
factor for the development, maintenance, and protection of the nigrostriatal
dopaminergic neurons, having a potential therapeutic use in PD (53,54).
Remarkably, both Mmp-7 and -9 mRNA expression levels in the hypothalamus
positively correlated with the expression levels of Ngf, Gdnf and the dopamine
receptors D1 and D2, suggesting that these Mmps might be associated to a
protective phenotype in PD.

Annese et al. observed that 24h after MPTP intraperitoneal injection, there is an
increase in MmMp-9 mMRNA expression in the SNpc (55). In the present study, we
analyzed Mmp-9 and Mmp-7 mRNA expression levels and their ratios, relative to
the expression of their inhibitor Reck, after seven days of rotenone infusion. No
significant modulation of these Mmps or their ratios was observed, suggesting
that such modulation is an early event after the induction of the lesion in the SNpc.
Remarkably, we observed that, after REMSD, animals exposed to rotenone
presented a significant increase in Mmp-7/Reck and Mmp-9/Reck mRNA
expression ratios in the SNpc, suggesting that Mmp remodeling might be
important in this model, however, further studies are required to clarify the role of
individual Mmps in this process.

PD modeling through 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine neurotoxin
(MPTP) administration led to a striatal increase in Mmp-9 enzymatic activity 1h
after MPTP exposure, with its peak occurring after 3h, returning to basal levels
immediately after that (56). We did not observe any Mmp-9 modulation upon
rotenone exposure in the striatum 8 days after the procedure. We speculate that
this alteration in Mmp-9 activity might consist of an early striatal response
mechanism, triggered by the exposure to the compounds.

Furthermore, the nigrostriatal neurons actively participate in the REM sleep
regulation (57). In fact, we demonstrated that MPTP administration into the SNpc,
and consequent loss of its dopaminergic neurons, leads to a delay in REM sleep
phase entrance (57). Structurally, there is an interaction among areas which are
rich in dopaminergic neurons, such as substantia nigra pars compacta, and brain
nuclei controlling the sleep/ wake cycle, such as the hypothalamus,
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pedunculopontine nucleus, locus coeruleus and dorsal raphe nuclei (46). Also,
REMSD induces up-regulation of D2 dopaminergic receptors in the rat brain (58).
In fact, striatal dopamine levels were reduced in animals challenged with
rotenone alone. Nevertheless, as already mentioned, animals which received
rotenone, followed by REMSD, did not present decreased dopamine level within
the striatum, which might help explain the absence of a memory impairment
(34,59). Similarly, animals which received raclopride (a D2 dopamine receptor
antagonist), following rotenone administration, did not present the recognition
memory impairment observed in the animals exposed to rotenone alone (31). In
fact, the involvement of the dopaminergic system in memory consolidation is
extensively described. Individuals that received L-Dopa (a dopamine precursor)
showed an increase in long-term memory consolidation (60,61). Here, we
observed a significant increase in striatal Mmp-9 mRNA and protein expression
levels, as well as in Mmp-9/ Reck and Mmp-7/ Reck expression ratios in the
Sham/REMSD animals. These data support the hypothesis of a higher ECM
remodeling in the brain, in which Mmps play a crucial role in the brain following
sleep deprivation (62-65).

Moreover, the positive correlation of Mmp/ Reck expression ratios between the
SNpc and the striatum, observed upon rotenone infusion, is reversed by REMSD.
These data suggest that the desynchronization of the ECM turnover status in
these two structures is associated with an improved cognitive phenotype. Taken
together, our results suggest a potential association between an increased Mmp-
7/Reck and -9/Reck expression ratios, positively correlating with dopamine
receptors expression in the SNpc and a positive effect on cognitive performance
in REMSD animals with Parkinson’s disease.
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Supplementary Table 1. Sequence and concentration of the primers used
in the gRT-PCR assays.

Primers List
Target Sequence Final Concentration in the reaction
(nM)
B-actina F>CGAGTACAACCTTCTTGCAGC 600
R>ATACCCACCATCACACCCTGG
HPRT F>CCCAGCGTCGTGATTAGTGA 600
R>TGGCCTCCCATCTCCTTCAT
Reck F>CCCAGATTATTGCCCAGAGACA 800
R>ACACCTGGCAAAGATGAGTTCA
Mmp-3 F> TTCCTCTGAAACTTGGCGCA 800
R> ACTTGAGGTTGACTGGTGCC
Mmp-7 F>TGATGGGCCAGGAAACACTC 600
R>GTTCACTCCTGAGTCCTCACC
Mmp-9 F>GCATCTGTATGGTCGTGGCT 800
R>TGCAGTGGGACACATAGTGG
Timp-2 F>ATGGCAACCCCATCAAGAGG 800
R>CCGCCTTCCCTGCAATTAGA
GDNF F>CAGAGGGAAAGGTCGCAGAG 800
R>ATCAGTTCCTCCTTGGTTTCGTAG
NGF F>AGCGCATCGCTCTCCTTCAC 800
R>TTGGCAAAGCCTTTATTGGGC
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Supplementary figure 1 Expression profile in the hippocampus upon rotenone infusion
and/or REM sleep deprivation. mRNA expression profiles of a. Mmp-3, b. Mmp-7, c. Mmp-9, d.
Reck, e. Mmp-3/ Reck ratio, f. Timp-3, g. GDNF, h. NGF, i. D1, and j. D2 determined by gRT-

PCR (n = 3 to 5 for each group).
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Supplementary figure 2 Expression profile in the hypothalamus upon rotenone infusion
and/or REM sleep deprivation. mMRNA mRNA expression profiles of a. Mmp-3, b. Mmp-7, c.
Mmp-9, d. Reck, e. Mmp-3/ Reck ratio, f. Timp-3, g. GDNF, h. NGF, i. D1, and j. D2 determined

by gRT-PCR (n = 3 to 5 for each group).* stands for p<0.05.
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Supplementary figure 3 Expression profile in the striatum upon rotenone infusion and/or
REM sleep deprivation. mRNA expression profiles of a. Mmp-3, b. Mmp-7, c. Mmp-9, d. Reck,
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3 to 5 for each group).* stands for p<0.05.
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5. Conclusdes

No presente trabalho, observamos um aumento significativo nos niveis de
expressdo de mRNA e proteina de Mmp-9 no estriado, bem como na razéo de
expressdo de Mmp-9/Reck e Mmp-7/Reck nos animais Sham/REMSD. Esses
dados corroboram a hipétese de um remodelamento mais alto da MEC no
cérebro, no qual as Mmps desempenham um papel crucial, apds a privacao do
sono. Além disso, a correlacdo positiva das razbes de expressdo Mmp/Reck
entre a SNpc e o estriado observado apos a infusao de rotenona é revertida pelo
REMSD. Esses dados sugerem que a dessincronizacéo do estado de renovagao
da MEC nessas duas estruturas esta associada a um fendtipo cognitivo
melhorado. Em conjunto, nossos resultados sugerem uma potencial associacao
entre uma razado de expressdo aumentada de Mmp-7/Reck e -9/Reck,
positivamente correlacionada com a expressao de receptores de dopamina no
SNpc e um efeito positivo no desempenho cognitivo em animais privados de

sono REM com doenca de Parkinson.
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