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RESUMO

Novos modelos para o estudo de doengas neurodegenerativas sdo necessarios para a
caracterizacdo dos mecanismos moleculares e comportamentais envolvidos na progressao de
deméncias como a Doenca de Alzheimer (DA), além de serem importantes para a
identificacdo de novos alvos com potencial terapéutico. Aqui caracterizamos quatro
abordagens neurodegenerativas incluindo: (1) A injecdo do peptideo R-amildide(1-42), uma
dos principais peptideos alterados em pacientes com DA. Neste modelo observamos que a
injecdo de oligbmeros sollveis de R-amildide no ventriculo cerebral de embrides de 24hpf
causou um aumento na fosforilacdo da proteina tau em residuos de estagios iniciais da DA
acompanhados por déficit cognitivo aos 5dpf, ambos revertidos pelo tratamento com Litio,
inibidor da enzima GSK-3i que fosforila tau. (2) Realizamos também a inibicdo do splicing
do éxon 8 da proteina Presenilina-1, membro do complexo gama-secretase que € responsavel
pela clivagem da Proteina Precursora do Amiléide (APP), através do bloqueio com
oligonucleotideos Morfolinos. Esta abordagem causou uma alteracdo na funcionalidade da
Presenilina-1, caracteristica de pacientes com a forma familiar da DA, comprometendo a
cognicdo dos animais e ocasionando alteragdes morfoldgicas similares as causadas pela
modificacdo da via Notch. Também realizamos a producdo de dois animais transgénicos, o
primeiro (3), superexpressando a proteina B-amildide através de um promotor heat-shock.
Estes animais quando expostos a uma temperatura de 37°C ativam a expressao das proteinas
heat-shock e por consequéncia a expressdo da proteina [3-amildide, que como dito
anteriormente é uma das principais alteragdes em pacientes com a DA. O segundo (4),
inibindo a expressdo da APP através da técnica de manipulacdo genética utilizando TALEN.
Este ultimo modelo ira fornecer informagdes importantes sobre a participacdo desta proteina

durante desenvolvimento e a progresséo da DA. Estes quatro modelos abrangem



caracteristicas que sugerem que, quando usados separadamente ou em combinacdo, poderao
contribuir tanto na elucidacdo de mecanismos celulares e moleculares associados a déficits
cognitivos quanto nas interacdes destas vias com a DA. A possibilidade de desenvolver
modelos complementares com abordagens diversas em um mesmo organismo confirma o
potencial do zebrafish ndo s6 para o entendimento da participacdo destas proteinas no

processo neurodegenerativo mas também em suas fun¢es normais no sistema nervoso.

Palavras-chave: Zebrafish; Doenca de Alzheimer; neurodegeneracdo; [-amildide; APP;

Presenilina-1; tau.



ABSTRACT

New animal models for neurodegenerative diseases study are necessary for the
knowledge of molecular mechanisms and behavioral patterns involved on the progression of
dementias as Alzheimer’s Disease (AD) as well as for new therapies development. We
characterized four neurodegenerative approaches including: (1) R-amyloid(1-42) peptide
injection, one of the hallmark proteins of patients with AD. In this model, we observed that
intra-ventricular brain injection of 3-amyloid soluble oligomers in 24hpf embryos caused an
increase in tau phosphorylation followed by cognitive deficits at 5dpf, both results being
reversed by Lithium treatment, a tau kinase (GSK-3R) inhibitor. (2) The inhibition of exon 8
splicing of Presenilin-1, protein responsible for the Amyloid Precursor Protein (APP)
cleavage, was achieved using Morpholino oligonucleotides. This approach caused a
dysfunction of Presenilin-1, characteristic of patients with the familiar form of AD, that
disturbed cognitive behavior and caused morphological phenotype similar to the ones
observed by modifications of Notch pathway. We also developed two transgenic animals, (3)
one overexpressing through a heat-shock promoter the B-amyloid protein. These animals
when exposed to a temperature of 37°C activate the heat-shock protein expression and as a
consequence amyloid-R protein, one of the hallmark proteins of AD. The second transgenic
animal (4) we knocked-out the Appb gene using TALEN as a genetic manipulation technic.
This model will provide a better understanding of Appb function during animal development
and AD progression. Those four animal models include features suggesting that, when used
separately or in combination, can hereafter elucidate those pathways interactions and clarify
the cellular and molecular mechanism associated with cognitive deficits during Alzheimer’s
disease progression. With these models we were able to characterize zebrafish as a potential
animal model, not just for understanding the role of those proteins over neurodegenerative

process, but also on their normal functions in the system. Besides that, zebrafish have been



used for a few years in pharmacological tests, and the development of animal models for
Alzheimer’s disease as ours, make this animal a robust model for development of new

treatments for this and other diseases.

Keywords: Zebrafish; Alzheimer Disease; Neurodegeneration; Amyloid-beta; APP;

Presenilin-1; tau.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Neurodegenerativas

O envelhecimento é o processo bioldgico pelo qual ocorrem as alteragcGes das
propriedades morfolégicas e fisiolégicas nos organismos ao longo do tempo. As
caracteristicas desse processo incluem a perda gradativa das fungdes bioldgicas e o aumento
da probabilidade de morte podendo ou ndo estarem associadas a patologias. Estudos in vitro e
in vivo tém demonstrado que ap6s a idade reprodutiva, a perda da funcdo celular e a
quantidade de células de um organismo sdo progressivamente diminuidas (HARPER, 1982).
Em humanos, essas alteracdes trazem consigo reflexos no comportamento, habilidade
intelectual e capacidade fisica na realizacdo das atividades diarias (KLUGER et al., 1997).

O aumento na expectativa de vida é um fenbmeno que vem se manifestando de forma
crescente em escala mundial (RICKLEFS & FINCH, 1995; ARKING, 1998; NARAYAN,
EHSANI & LINDQUIST, 2014). Essa mudanca no padrao de distribuicdo etaria da populacédo
vem acarretando um aumento na prevaléncia de doencas associadas ao envelhecimento, entre
elas, as doencas associadas ao sistema nervoso como a Doenca de Parkinson (DP) e a Doenga
de Alzheimer (DA) (RICKLEFS & FINCH, 1995; ARKING, 1998; MACCIONE, MUNOZ
& BARBEITO, 2001; NARAYAN, EHSANI & LINDQUIST, 2014).

Estas e outras doengas neurodegenerativas menos predominantes compdem um grupo
de desordens progressivas tipicas do envelhecimento que afetam determinadas populacdes
neuronais do sistema nervoso central, levando a morte neuronal e a ruptura de circuitos

neurais, e que vém se tornando mais prevalentes com o envelhecimento da populagéo
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mundial. Essas caracteristicas fisioldgicas e morfologicas sdo ocasionadas, na maioria das
vezes, pela alteracdo da capacidade funcional de proteinas, e estudos relacionados tanto ao
entendimento desses processos quanto ao papel destas proteinas devem ser realizados para um

melhor entendimento e caracterizacao dessas doencas.

1.1.1 Doenca de Alzheimer

A DA ¢é uma doenca neurodegenerativa progressiva, sendo a causa mais comum de
deméncia em idosos. Em 2013 foram estimados cerca de 44.4 milhdes de casos no mundo, 0
que tende a aumentar para cerca de 75.6 milhdes de casos em 2030 (Alzheimer’s Disease
International, 2014). A DA ¢ principalmente caracterizada pela perda progressiva de
memodria, dificuldades na fala e nas atividades motoras, depresséo e alucinacbes (NEWMAN
et al., 2011), todos esses sintomas sdo causados pela morte neuronal excessiva durante a
progressao da DA causada pelo acimulo e formacdo de agregados de duas principais
proteinas, a proteina R-amildide, que forma as placas B-amildides (extracelularmente), e a
proteina tau, que forma os emaranhados neurofibrilares (intracelularmente) (ROBERSON &
MUCK, 2006). Alteracbes nos padrbes de sono também sdo comumente encontradas em
pacientes e ja foi observado que os niveis de proteina amildide no fluido intersticial (ISF)
estdo intimamente relacionados com a atividade neural e o reldgio bioldgico, adicionando
mais esse sintoma como um dos caracteristicos da doenca (PETER-DEREX et al., 2014;
SANCHEZ-ESPINOSA et al., 2014). A forma Familiar da doenca de Alzheimer (FAD) é
responsavel pela minoria dos casos, mas teve grande importancia no descobrimento da
relacdo entre o mal processamento da Proteina Precursora do Amiloide (APP) e o
desenvolvimento da patologia (ROBERSON & MUCK, 2006; TJIN et al., 2011).

Apesar do avanco no entendimentos das alteracfes que acompanham a progressao da
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DA, ambas as formas da doenca seguem sem tratamentos eficazes, e apenas estratégias
paliativas para melhoramento de alguns sintomas estdo disponiveis (Alzheimer’s Discase
International, 2014). Dentre os sintomas que podem ser tratados estdo as alteracdes no humor
e nos padrBes de sono, para as quais sdao administrados antidepressivos, ansioliticos e anti-
psicoticos (Alzheimer’s Disease International, 2014). Para um dos principais sintomas
observados na DA, a perda gradativa de memoria e desorientacdo, sdo prescritos
medicamentos inibidores de colinesterases e também a memantina (Alzheimer’s Disease
International, 2014), responsavel por impedir que o0 excesso de glutamato atue sobre a
molécula receptora, evitando a entrada excessiva de calcio e consequentemente a morte
neuronal. Ainda assim a efetividade dessas estratégias € reduzida e temporalmente limitada,
uma vez que ndo agem nos mecanismos centrais da doenca.

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nos processos crénicos de
neurodegeneracdo é crucial para o desenvolvimento racional de farmacos. Um dos obstaculos
para tal entendimento é a complexidade estrutural, celular e molecular do sistema nervoso,
além da falta de um modelo experimental que possa ao mesmo tempo relacionar as disfuncoes

moleculares as alteragdes comportamentais tipicas destas patologias.

1.1.1.1 Proteinas R-amiléide e tau no contexto da DA

A proteina R-amiloide € um peptideo, que varia entre 38 a 43 aminoacidos (aa),
produzido pela clivagem proteolitica da APP, realizada por secretases, sendo liberado no
espaco extracelular. Alteracdes no processamento da APP pelas secretases dao origem a esses
diferentes tamanhos sendo o peptideo com 42aa (B-amildide (1-42)) o mais toxico para o
organismo (NEWMAN, MUSGRAVE & LARDELLLI, 2007). Nos pacientes com a DA, esta

proteina forma agregados e acumula de forma tdxica no cérebro na forma de placas neuriticas
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ou oligbmeros soluveis.

Com base nas observacdes repetidas da presenca de agregados proteicos em tecido
nervoso de pacientes post-mortem, no final dos anos 80 foi elaborada a hipétese das placas
amildides, ou amyloid cascade (ALLSOP et al.,, 1988; SELKOE, 1989; HARDY &
HIGGINS, 1992), a qual atribui a morte neuronal as placas de proteina R-amildide néo
sollveis formadas principalmente pelo peptideo de 42aa (GLABE, 2008). Durante os ultimos
anos foram geradas diferentes hipoOteses para o0 desencadeamento desta patologia, e
recentemente foi comprovado que sdo os oligbmeros de proteina B-amildide os primeiros
causadores dos efeitos toxicos que acompanham a doenca (SAKONO & ZAKO, 2010;
FERREIRA & KLEIN, 2011) (FIGURA 1). Estes oligbmeros estdo presentes, intra- e
extracelularmente (FERREIRA & KLEIN, 2011), em diferentes tamanhos (entre 10 e
100kDa) e ainda ndo foi comprovado qual a forma mais toxica (GLABE, 2008; SAKONO &
ZAKO, 2010; FERREIRA & KLEIN, 2011).

Ainda ndo se sabe ao certo a funcdo da proteina R-amil6ide no sistema nervoso. Existem
estudos demonstrando que o B-amildide estaria intimamente ligado a formacdo dos vasos
sanguineos e também na polarizacdo dos axdnios e na manutencdo da estabilidade das
sinapses durante o desenvolvimento (CHASSEIGNEAUX et al., 2011; CAMERON et al.,
2012; KAISER et al., 2012; CUVONG et al., 2013; LUNA, CAMERON & ETHELL, 2013;
NICOLAS & HASSAN, 2014).

Também ndo se conhece 0s mecanismos que regulam a producdo e a formacdo dos
agregados. Sabe-se que pacientes com epilepsia desenvolvem as placas amildides cerca de 10
anos mais cedo do que os pacientes que possuem somente DA, devido as convulsdes e
consequentemente a maior atividade neural (CIRRITO et al. 2005). Também se sabe que as
regibes mais ativas do cérebro, como partes do lobo frontal e temporal, assim como o cortex

cingulado posterior, desenvolvem a maior concentracdo das placas amiloides. Cirrito e



19

colaboradores (2005) demonstraram em camundongos que o aumento da atividade neural no

hipocampo esta intimamente relacionada ao aumento da concentracdo de 3-amildide no ISF.
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Figura 1 Doencga de Alzheimer, multiplos fatores e mecanismos neurodegenerativos Esquema envolvendo os multiplos
fatores relacionados a Doenca de Alzheimer, como a proteina R-amildide e a proteina tau e os respectivos efeitos
neurodegenerativos (A). Representacdo de neurdnios com agregados proteicos de R-amildide (Oligdbmeros, do inglés,
Oligomers) e proteina tau (emaranhados neurofibrilares, do inglés, Neurofibrilary tangles) (B). HUANG & MUCKE, 2012.

Outra proteina que estd aumentada durante o processo neurodegenerativo desta doenca,
e também forma agregados, € a proteina tau. A tau € uma proteina associada ao citoesqueleto
de microttbulos, sendo responsavel por auxiliar na estabilidade do citoesqueleto (NOBLE et
al., 2005; BAlI & BURTON, 2011; NEWMAN et al., 2011). Nos ultimos anos foi
demonstrado que esta proteina possui sitios de fosforilacdo para diferentes quinases, e a
hiperfosforilacdo altera sua conformacdo e compromete a afinidade pelos microtubulos,
acumulando no citoplasma e desestabilizando ax6nios e neuritos (FIGURA 1) (NOBLE et al.,
2005; BAI & BURTON, 2011; NEWMAN et al., 2011). Essa forma modificada assume
conformacdes patogénicas, e em neurdnios, acumula nas espinhas dendriticas e nos terminais
pré- e pos-sinapticos, interferindo na eficiéncia da propagacéo dos impulsos nervosos (TAI et
al. 2012).

Uma das principais proteinas quinases envolvidas na fosforilacdo de tau é a Glicogénio
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Sintase Quinase 3R (GSK-3R), que também esta envolvida na cascata de sinalizacdo ativada
pela proteina Wingless (Wnt) (STAMBOLIC, RUEL & WOODGETT, 1996). Estudos
demonstraram que o tratamento com cloreto de litio, inibidor da proteina GSK-3RB, reduz a
hiperfosforilacdo de tau in vivo, revertendo as alteracdes fenotipicas de um camundongo
transgénico para superexpressdo de tau mutada (NOBLE et al., 2005). Em outro estudo foi
demonstrado que camundongos transgénicos que superexpressam GSK-3B, apresentam
hiperfosforilacdo de tau, ruptura dos microtubulos e apoptose em neurdnios (LUCAS et al.,
2001).

De Felice e colaboradores (2008) demonstraram a hiperfosforilacdo de tau relacionada
com o acumulo de -amildide. Outros estudos relacionam o aumento de R-amildide com a
desregulacdo da homeostase de célcio (DEMURO et al., 2005), aumento do estresse oxidativo
(PAULA-LIMA et al., 2011), inibicdo do transporte de vesiculas nos axénios (DECKER et
al., 2010), inibicdo do proteassoma (TSENG et al., 2008), entre outras a¢Ges neurotoxicas
(FERREIRA & KLEIN, 2011). Alguns receptores de superficie celular também foram
relacionados a toxicidade do B-amiléide, entre eles estdo o receptor para insulina, receptores
glutamatérgicos e o receptor Frizzled, relacionado com a ativacdo da via Wnt/R-catenina que
vem demonstrando grande importancia na plasticidade sinaptica (VARELA-NALLAR et al.,
2009; VARELA-NALLAR et al., 2010) (FIGURA 2).

Neurdnios em cultivo expostos a proteina -amildide apresentam um aumento na forma
ativa da proteina GSK-3B, uma das quinases responsaveis pela fosforilagdo da proteina tau,
(TAKASHIMA et al., 1996). Magdesian e colaboradores (2008) demonstraram que a proteina
R-amiloide se liga ao dominio rico em cisteinas da proteina Frizzled, proximo ao sitio de
ligagdo da proteina Wnt, inibindo a via de sinalizagdo canénica da Wnt e por consequéncia

ativando a GSK-3R.
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Figura 2 Proteina 3-amil6ide se liga a diferentes receptores de superficie celular Representacdo dos oligbmeros de
proteina B-amil6ide ativando e inibindo diferentes receptores celulares que estdo envolvidos com a morte celular, incluindo o
receptor Frizzled que leva a um aumento na atividade de GSK-3R e hiperfosforilagdo de Tau. SAKONO & ZAKO, 2010.

1.1.1.2 Proteina Precursora do Amildide e seu processamento proteolitico

A importancia da proteina 3-amildide na progressdo da DA despertou interesse no
estudo da funcdo da APP, proteina que quando clivada por diferentes secretases pode formar a
proteina 3-amildide, entre outros peptideos. Apos a clivagem da APP (FIGURA 3), os
diferentes peptideos gerados, estdo envolvidas em uma série de processos bioldgicos,
participando de diversas vias de sinalizacdo, mas sua funcdo principal, como APP, durante o
desenvolvimento e no organismo adulto ainda néo foi esclarecida (NICOLAS & HASSAN,
2014).

Desde a descoberta de sua participagdo na cascata B-amildide e desenvolvimento da

DA, varios estudos vem sendo feitos para entender o principal papel da APP. Em 2011
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Chasseigneaux e colaboradores publicaram um estudo comprovando o envolvimento dos
peptideos sAPPa (produto da via ndo-amiloidogenica) e SAPPR (produto da via
amiloidogénica) na inducdo do crescimento do ax6nio e na modulacdo das moléculas de
adesdo em cultivo celular (CHASSEIGNEAUX et al.,, 2011). Outro grupo também
demostrou, em zebrafish, que a diminuicdo da producdo de APP afeta o desenvolvimento do
Sistema Nervoso Central e diminui a adesédo entre as células (KAISER et al., 2012). Também
em zebrafish, foi observado que a diminuicdo da expressdo do gene APP pode causar
deficiéncias na formacédo dos vasos sanguineos no cérebro (LUNA, CAMERON & ETHELL,
2013). Esses estudos demonstraram que a APP ndo somente esta relacionada a producéo de -
amildide e a DA, mas também a processos fisioldgicos durante o desenvolvimento e a vida
adulta do individuo.

A APP é uma glicoproteina transmembrana do tipo | e possui duas outras formas tanto
no organismo humano quanto em outros vertebrados como no zebrafish. Estas outras formas
sdo denominadas APLP1 e APLP2 e ndo possuem a sequencia de pares de base que codifica a
proteina R-amil6ide, apesar de sua funcionalidade redundante no sistema (GOLDGABER et
al., 1987; WASCO, BROOK & TANZI, 1993; NICOLAS & HASSAN, 2014). Esta proteina
possui uma regido extracelular longa, ancorada por uma pequena regido citoplasmatica,
ambas conservadas evolutivamente em vertebrados e invertebrados (NICOLAS & HASSAN,
2014).

Existem duas vias de processamento da APP a ndo-amiloidogénica e a amiloidogénica
(FIGURA 3). Na via ndo-amiloidogénica a APP ¢ clivada primeiramente pela a-secretase e
em seguida pela y-secretase, ocasionado a ruptura da regido que codifica a proteina R-
amildide dando origem a 3 peptideos (sAPPa, p3 e AICD) (FIGURA 3). Ja na via
amiloidogénica a APP ¢ clivada primeiramente pela R-secretase e posteriormente pela y-

secretase ocasionando a formacao e liberacdo da proteina R-amildide, entre outros fragmentos
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(FIGURA 3).
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Figura 3 Proteina Precursora do Amildide e suas vias de processamento A APP pode sofrer duas vias de processamento
a via ndo-amiloidogénica (do inglés, non-amyloidogenic pathway), onde participam a a-secretase e y-secretase, ou a via
amiloidogénica (do inglés, amyloidogenic pathway), onde participam a B-secretase e a y-secretase. AICD: Amyloid
Intracellular Domain; P3: P3 peptide; sAPPa: soluble APPa; SAPPR: soluble APPR; AR: Amyloid-R peptide (NICOLAS &
HASSAN, 2014).

A R-secretase, também conhecida como BACE, tem sido bastante estudada
principalmente com a perspectiva de desenvolvimento de novos farmacos por ser a primeira
secretase a gerar a proteina B-amil6ide e sua inibicdo potencialmente diminuir a producéo de
R-amildide (DE STROOPER, VASSAR & GOLDE, 2010). Apesar de uma maior
heterogeneidade funcional, a y-secretase, também vem sendo estudada com perspectivas
terapéuticas. Sabe-se que a y-secretase € formada por diferentes subunidades proteicas, entre
elas a Presenilina-1 e a Presenilina-2 (DE STROOPER, VASSAR & GOLDE, 2010), e se
supde que alteragdes nessas diferentes subunidades poderiam auxiliar na inibi¢do da clivagem
da APP ou influenciar a formagdo do peptideo R-amiléide mais toxico (1-42). Estudos em

pacientes com FAD demonstraram que estes possuiam mutacdes em diferentes éxons dos
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genes psenl e psen2, o que poderia explicar o processamento alterado de APP e gerando
aumento nos niveis de R-amiléide (DE STROOPER, VASSAR & GOLDE, 2010; FERREIRA

& KLEIN, 2011).

1.1.2 Modelos Animais da Doenca de Alzheimer

A proteina -amildide é conhecida como um dos principais agentes da DA e nas ultimas
décadas diferentes estratégias foram desenvolvidas para entender como essa proteina afeta o
sistema nervoso (NEWMAN et al., 2010). Entre essas estratégias estdo alteracGes genéticas e
nos niveis de expressdo da proteina R-amildide em camundongos (ODDO et al., 2003;
WOODRUFF-PAK, 2008; MORRISSETTE et al., 2009). Invertebrados como o
Caenorhabditis elegans e a Drosophila melanogaster também tem sido empregados no estudo
de aspectos da patologia, permitindo, por exemplo, observar o acimulo de proteina R-
amildide e a relacdo com déficit locomotor em moscas transgénicas (CROWTHER et al.,
2005; NEWMAN, MUSGRAVE & LARDELLI, 2007; NEWMAN et al., 2010).

Além das técnicas de transgenia, outros modelos sdo bastante Uteis para o estudo de
efeitos moleculares pontuais do aumento da producdo da proteina B-amildide. Uma dessas
estratégias € a injecdo de proteina B-amildide (1-42) humana no cérebro de camundongos
(TSUKUDA et al., 2009). Apesar dos efeitos adversos dessa intervencdo, ela é largamente
utilizada para observar alteragdes em alvos moleculares especificos, efeitos dos peptideos
soluveis, oligdmeros ou placas amildides (HAN et al., 2011).

Mesmo com essa variedade de modelos, ainda é dificil encontrar um que combine as
caracteristicas moleculares do acumulo de R-amildide, os efeitos comportamentais associados

a doenga e permita o screening de drogas neuroprotetoras. O zebrafish vem emergindo nesse
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contexto, através do desenvolvimento recente de diferentes linhagens transgénicas para o

estudo das alteracOes celulares e moleculares que mimetizam as causas de doencas.

1.2 O teleésteo Zebrafish

Diferentes modelos animais vém sendo adaptados para estudos que possam, a0 mesmo
tempo, diminuir o custo e manter uma complexidade de sistemas que permita a extrapolacao
dos achados para outros animais e humanos (LIESCHKE & CURRIE, 2007; SPENCE et al.,
2008). O teledsteo Danio rerio, mundialmente conhecido como zebrafish foi descrito por
Francis Hamilton em 1822. Pertencente a familia Cyprinidae, uma das mais ricas em
representantes dentre os vertebrados, esta espécie tem distribuicdo geogréafica no sul e sudeste
da Asia (SPENCE et al., 2008).

A fertilizacdo e desenvolvimento exclusivamente externos a partir de ovos
relativamente grandes (cerca de 0,7 milimetros de didmetro) e transparentes tornam a
observacdo e a manipulacdo mais facil do que nos demais vertebrados modelo. Seu
desenvolvimento embrionario completa-se em até 72 horas pds-fertilizacdo (hpf), quando a
larva eclode (SPENCE et al., 2008), o que facilita 0 acompanhamento dos processos em
tempo real, além da administracdo de farmacos e manipulacdes de diversas formas.

Proposto primeiramente como animal modelo para estudos de genética e do
desenvolvimento por George Streissinger, o zebrafish tem sido utilizado para pesquisas em
biologia do desenvolvimento por muitos anos, e € um dos principais modelos para estudos em
genética, neurofisiologia e biomedicina (SPENCE et al., 2008). Gragas a vantagens como a
possibilidade de estudos genéticos e farmacologicos em grande escala enquanto mantém a

complexidade tipica de um vertebrado, somadas a facil manipulacdo e manutencdo quando
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comparado aos modelos de vertebrados tradicionais, o zebrafish vem se estabelecendo como

vantajoso modelo animal.

1.2.1 Modelos de Neurodegeneracao em Zebrafish

A complexidade e variedade de processos que acompanham as doencas
neurodegenerativas, somados a impossibilidade de estudo do sistema nervoso de pacientes
durante a progressdo da doenca em nivel celular e molecular, resultaram na necessidade do
desenvolvimento de estratégias para estudo de diferentes aspectos destas doencas fora do
organismo afetado. Embora diferentes sistemas tenham sido empregados, o desenvolvimento
de alteracGes que se assemelhem ao quadro patolégico em outras espécies animais tem sido a
estratégia mais efetiva em mimetizar a amplitude de caracteristicas destas doencas, embora
com restri¢cdes, como qualquer outro modelo.

Considerando que, com excecdo de primatas e raros mamiferos, outros animais nao
desenvolvem doencas equivalentes as patologias neurodegenerativas humanas
espontaneamente. Distintas estratégias para o desenvolvimento de patologias com aspectos
neurodegenerativos em animais modelos foram desenvolvidas nas ultimas décadas,
especialmente em roedores. O estudo da DP, por exemplo, dispde de modelos induzidos por
toxinas, virus e transgenia que mimetizam diferentes aspectos da patologia humana, e tem
contribuido para o melhor entendimento da doenca (MOORE & DAWSON, 2008), enquanto
a DA foi estudada de forma equivalente (GOTZ & ITTNER, 2008).

O desenvolvimento de novas técnicas para manipulacdo genética em zebrafish vem
auxiliando o estudo de alteragdes no sistema nervoso, incluindo aumento ou diminui¢do da

expressao de proteinas por um determinado periodo de tempo através de morfolinos, injeces
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de sondas de RNA e alteracfes génicas em alvos ja associados a doengas humanas que podem

causar neurodegeneracdo.

1.2.1.1 InjecBes de morfolinos e RNA mensageiro

A técnica de oligonucleotideos morfolinos (MO) é, atualmente, a mais utilizada para
realizacdo de knock-down anti-senso em zebrafish (BILL et al., 2009), sendo empregada para
estudar a funcdo de genes tanto maternos quanto zigoticos. Esta técnica tem como principio a
inibicdo/diminuicdo da traducdo do RNA mensageiro por meio de uma sonda de 25 pares de
bases morfolinos que formam ligagdes complementares a0 RNAm. Essas bases morfolinos se
diferenciam das bases nitrogenadas por possuirem hexametros ao invés de pentdmeros, o0 que
dificulta a degradacdo dos mesmos por nucleases (COREY & ABRAMS, 2001).

Recentemente, esta técnica foi padronizada para o desenvolvimento de modelos animais
para diferentes doencas neurodegenerativas. Sabe-se que a realizacdo de um knock-down do
gene pen-2 (Presenilin enhancer), que esta relacionado com a clivagem de APP e formacao
de B-Amil6ide na DA, induz um aumento da sinalizacdo pro-apoptética dependente de p53
contribuindo para a perda neural (CAMPBELL et al., 2006). Também j& foram observados,
durante o desenvolvimento do zebrafish, os efeitos de MO para os genes psen-1 e psen-2, que
estdo intimamente ligados a forma familiar desta doenca. Nestes estudos foram observados
aumento dos ventriculos encefélicos (NORNES et al., 2008), defeitos nos somitos (NORNES

et al., 2003) e diminuicdo do numero de células da crista neural (NORNES et al., 2008).
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1.2.1.2 Utilizacdo de TALEN para alteracdo genémica

O sistema TALEN (do inglés, transcription activator-like effector nucleases) é formado
por complexos proteicos que se ligam a regides especificas do DNA (DENTE et al., 2011,
SANJANA et al., 2012) com o objetivo de realizar uma quebra na dupla fita, estimulando a
edicdo do genoma através de eventos de reparo mediados por recombinacdo homdloga
(Figura 4D) quando h& um molde ou ndo homdloga na auséncia do mesmo (Figura 4C)
(SANDER & JOUNG, 2014). Esse sistema vem sendo amplamente utilizado na geracdo de
linhagens knock-out em vertebrados (SANJANA et al., 2012), incluindo em zebrafish

(BEDELL et al., 2012; SANJANA et al., 2012; SCHIMID & HAASS, 2013).
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Figura 4 Esquema ilustrativo do sistema TALEN. Cada braco de ligagdo ao DNA consiste em 16 mddulos de repeticao
formados por 2 aminoacidos (aa) que tem afinidade por um nucleotideo especifico (A) (NG=T; HD=C; NI=A; NN=G ou A).
O brago esquerdo e o brago direito do TALEN se conectam a regides especificas do DNA ocasionando a quebra da dupla fita
através do dominio catalitico (Fok1) (B). Esta quebra pode ser reparada através da recombinagdo ndo homdloga (C) ou pela
recombinacdo homologa (D), quando ha uma fita molde de DNA disponivel. Esta ultima pode ser utilizada para insercéo de
sequencias especificas 0 genoma.
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Ao contrario dos morfolinos que geram uma diminuicdo temporaria nos niveis do
produto do gene de interesse, o sistema TALEN ocasiona mutacdes e delecdes permanentes e
estaveis no genoma. O descobrimento dos elementos de ligacdo ao DNA do tipo TALEN em
bactérias do género Xanthomonas foi de extrema importancia para estudos de manipulacédo
genética em vertebrados (SCHIMID & HAASS, 2013).

O dominio de ligacdo ao DNA ¢é constituido de 4 repeticdes distintas de aminoacidos,
cada um sendo capaz de se ligar a um nucleotideo especifico (Figura 4A). Essa sequencia de
aminoacidos faz com que cada dominio TALEN seja especifico a uma regido do DNA,
ocasionando a quebra do DNA sempre proximo a essa posicdo genica (Figura 4B). Este

mecanismo é um dos mais aceitos e utilizados para a realizacdo de alteragdes no genoma.

1.3 Farmacos Neuroprotetores

Apesar do acimulo de informacdes a respeito dos mediadores moleculares associados a
DA, os mecanismos desencadeadores ainda ndo sdo entendidos, e tampouco existe estratégia
terapéutica capaz de prevenir, tratar ou reverter os danos decorrentes da doenga
(HOLTZMANN, MORRIS & GOATE, 2011; HUANG & MUCKE, 2012). Neste contexto,
somado as alarmantes expectativas de aumento de incidéncia da DA na populagdo mundial, a
identificacdo de farmacos com potencial neuroprotetor ou terapéutico é extremamente
atrativa. A procura por potenciais fArmacos neuroprotetores para a Doenca de Alzheimer tem
tido como alvo principal a cascata 3-amiloide, e vem tentando relacionar a inibi¢do da
producdo ou agregacdo desta proteina com a diminui¢édo dos sintomas (PALMER, 2011).

Varios compostos que reduzem a producdo de B-amildide vém sendo estudados e ja

estdo em fase de testes clinicos, incluindo inibidores de [3-secretase, como pioglitazone e
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rosiglitazone (DE STROOPER, VASSAR & GOLDE, 2010). Entre outros compostos que
estdo relacionados com a cascata 3-Amildide, mas que ainda estdo sendo investigados e tem

potencial para o tratamento da DA esta o cloreto de Litio (LENG et al., 2008).

1.3.1 Litio

O cloreto de Litio (LiCl), doravante referido como Litio, vem sendo utilizado desde os
anos 50 como farmaco para o tratamento de doencas psiquiatricas como transtorno bipolar e
depressdo (SALINAS & HALL, 1999). Em modelos animais, existem evidencias de efeitos
neuroprotetores no tratamento sintomas associados a derrames, as Doencas de Alzheimer,
Parkinson e Huntington e a danos medulares e degeneracdo da retina, entre outros (LENG et
al., 2008).

Em roedores o litio reforca a estabilidade das moléculas responsaveis pela consolidagédo
da memoria, como a R-catenina (MAGUSCHAK & RESSLER, 2008). Sabe-se que o litio
pode modular a via de sinalizagdo Wnt agindo como um inibidor da GSK-3R de forma
equivalente ao inibidor especifico desta quinase SB216763 (STAMBOLIC, RUEL &
WOODGETT, 1996). A GSK-3R é uma proteina que desempenha um papel central na via
Whnt, quando a via esté ativa a GSK-3R é capturada por um complexo proteico e fica inibida,
quando a via esté inativa (na auséncia de Wnt) a GSK-3 fica livre no citoplasma tendo o
papel de fosforilar a R-catenina, direcionando-a para degradacdo proteassdmica. A acao
inibidora do litio sobre a GSK-3R ocasiona um aumento na concentracdo de R-catenina no
citoplasma, permitindo que esta se direcione ao nucleo e ative a transcricdo de genes
associados aos multiplos efeitos da via Wnt, ou, proxima a membrana, e estabilize adesoes
celulares mediadas por caderinas (KLEIN & MELTON, 1996; STAMBOLIC, RUEL &

WOODGETT, 1996; SALINAS & HALL, 1999; CHEN, DING & MCCORMICK, 2000;
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STUMP et al,. 2006; LENG et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, a GSK-3R é uma das principais quinases que
fosforilam a proteina tau, que esta intimamente relacionada com a DA. Estudos relacionaram
alteracdes tanto da capacidade cognitiva quanto das memdrias de longa duracdo, ocasionadas
pela presenca de R-amildide juntamente com a fosforilacdo de residuos especificos da GSK-
3l na proteina tau (MAZANETZ & FISCHER, 2007; SAKONO & ZACO, 2010, SHIPTON
et al. 2011). Noble e colaboradores (2005) demonstraram que o tratamento com litio ocasiona
uma diminuicdo da atividade da GSK-3% e consequentemente uma diminuicéo da fosforilacéo

da proteina tau.
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2 JUSTIFICATIVA

Com o aumento da expectativa de vida, a prevaléncia de doencgas neurodegenerativas
vem aumentando rapidamente, e as terapias atuais, ainda inefetivas em sua maior parte, estao
voltadas apenas para a diminuicdo da progressao dos sintomas e ndo para a prevencao ou
tratamento destas doencas. Para uma melhor identificacdo de potenciais alvos terapéuticos
tendo em foco essas doencas, como a Doenca de Alzheimer, temos que entender melhor os
mecanismos celulares e moleculares pelos quais essas patologias se desenvolvem.

O desenvolvimento de novas plataformas e de modelos animais mais consistentes, onde
possam ser observadas tanto as caracteristicas celulares e moleculares, quanto
comportamentais da doenca sdo o caminho para a identificacdo de farmacos e terapias com
potencial neuroprotetor, além de aumentar o conhecimento especifico sobre as proteinas

envolvidas nesses processos patoldgicos.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Esta tese teve como objetivo estabelecer e caracterizar novos modelos de
neurodegeneragédo para o estudo da Doenga de Alzheimer em zebrafish e avaliar o efeito do
Litio como possivel droga neuroprotetora em relacdo aos marcadores celulares e moleculares

candidatos a mediadores da doenga.

3.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer um modelo da DA através da injecdo de proteina R-amiléide no ventriculo
cerebral de embrides de zebrafish;

o Validar a técnica de microinjecdo intracerebroventricular da proteina -
amil6ide em embrides de zebrafish;

o Avaliar a embriotoxicidade causada pela injecdo de R-amiléide e pelo
tratamento com LiCl,

o Avaliar os efeitos neuroprotetores do LiCl nos animais injetados com [3-
amildide em relagéo aos controles;

o Auvaliar os efeitos da injecdo intracerebroventricular e do tratamento com litio
sobre 0 comportamento exploratorio e respostas cognitivas de escape a

estimulo aversivo nos diferentes grupos experimentais;
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o Quantificar, atraves de Western Blot, os niveis de fosforilacdo da proteina tau
nos diferentes grupos experimentais;

o Quantificar, atraves de PCR em tempo real, a expressdo dos genes p53, bax e
bcl-2, relacionadas com as vias apoptoticas nos diferentes grupos
experimentais;

o Quantificar através de Western Blot os niveis das proteinas p53, bax e caspase-

8 relacionadas com as vias apoptoticas nos diferentes grupos experimentais.

e Estabelecer um modelo para estudar a participacdo da proteina Presenilina-1 no
desenvolvimento de zebrafish através da inibicdo do splicing do éxon 8 com
oligonucleotideos Morfolinos;

o Padronizar a metodologia para injecdo de Morfolinos em embrides de
zebrafish;

o Avaliar a embriotoxicidade causada nos diferentes grupos experimentais;

o Avaliar o comportamento exploratério e aversivo nos diferentes grupos
experimentais;

o Quantificar, através de Western Blot, os niveis da proteina B-amiléide nos
diferentes grupos experimentais;

o Quantificar, através de Western Blot, os niveis das proteinas p53 e bax
relacionadas com as vias apoptdticas nos diferentes grupos experimentais.

o Quantificar, através de PCR em tempo real, alteracbes nos genes relacionados

a via Notch e Wnt: neurogl, cnndl e myca.
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e Estabelecer um animal knock-out do gene Appb através do sistema TALEN;
o Caracterizar as mutacOes geradas pela quebra de DNA ocasionada pelo sistema

TALEN;

o Estabelecer um animal knock-in da proteina B-amildide utilizando um promotor heat-

shock para expressao temporaria da proteina em zebrafish;
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RESULTADQOS
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4.1 Capitulo 01

4.1.1 Artigo Cientifico: Brain intraventricular injection of amyloid-g in zebrafish
embryo impairs cognition and increases tau phosphorylation, effects reversed by

lithium

Publicado no periddico PLOS ONE, 9(9):e105862.
Data de publicacdo: 04 de setembro de 2014

(doi:10.1371/journal.pone.0105862)
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Brain Intraventricular Injection of Amyloid-f in Zebrafish
Embryo Impairs Cognition and Increases Tau
Phosphorylation, Effects Reversed by Lithium
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is a devastating neurodegenerative disorder with no effective treatment and commonly diagnosed
only on late stages. Amyloid-B (AB) accumulation and exacerbated tau phosphorylation are molecular hallmarks of AD
implicated in cognitive deficits and synaptic and neuronal loss. The AB and tau connection is beginning to be elucidated
and attributed to interaction with different components of common signaling pathways. Recent evidences suggest that
non-fibrillary Ap forms bind to membrane receptors and modulate GSK-3 activity, which in turn phosphorylates the
microtubule-associated tau protein leading to axonal disruption and toxic accumulation. Available AD animal models,
ranging from rodent to invertebrates, significantly contributed to our current knowledge, but complementary platforms for
mechanistic and candidate drug screenings remain critical for the identification of early stage biomarkers and potential
disease-modifying therapies. Here we show that AB1-42 injection in the hindbrain ventricle of 24 hpf zebrafish embryos
results in specific cognitive deficits and increased tau phosphorylation in GSK-3 target residues at 5dpf larvae. These effects
are reversed by lithium incubation and not accompanied by apoptotic markers. We believe this may represent a
straightforward platform useful to identification of cellular and molecular mechanisms of early stage AD-like symptoms and
the effects of neuroactive molecules in pharmacological screenings.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent cause of
dementia currently affecting 30 million individuals and expected
to quadruplicate until 2050 [1]. AD symptoms include progressive
cognitive decline due to synaptic and neuronal deterioration and
the lack of effective treatments results in extensive care with
elevated costs for several years [l], inexorably culminating in
death. Despite abundant information about altered cellular events
in sporadic AD, its effective treatment depends on understanding
sequential disease mechanisms in order to identify potential
treatment-targets in early stages.

AD is characterized by deposition and aggregation of Amyloid-
B (AP) protein on the extracellular space [1] [2] while the
microtubule-associated tau protein becomes abnormally phos-
phorylated, disrupts cytoskeletal organization and accumulates on
toxic neurofibrillary tangles in the cytosol [3].

Recent studies support new features of the non-fibrillary and
soluble AP peptide forms before aggregation that are believed to
be prevalent in initial disease stages [4] [5] [6]. A correlation
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between soluble AP and increased tau protein phosphorylation has
been demonstrated [7] [8] [9] [10]. Tau phosphorylation (tau-p)
can be reversed by pharmacological inhibition of specific tau-
kinases such as Glycogen synthase kinase-33 (GSK-3p) in rodents
[11] [12] and AD patients [13]. The missing link between AP and
tau accumulation could be the A soluble peptide forms that bind
to membrane receptors and modulate GSK-3p activity [6] [7].
A better understanding of AD progression and its cellular and
molecular mechanisms depends on animal models that mimic
specific disease aspects. Intracerebral infusion of AP protein in
rodents has contributed significantly to understanding the AD
underlying machinery [14] [15] [16]. Complementary models to
study molecular aspects of AD include the fruit fly drosophila [17]
elegans [18]. However, the need of
complementary platforms for mechanistic and candidate drug
screenings remains. Zebrafish has emerged in the last decade as an
advantageous model organism for high-throughput pharmacolog-
ical screenings of neuroactive compounds [19] [20] [21] [22] and
recently shown to share 84% of the genes known to be associated
with human diseases [23], including those related to AD [20].

and the nematode C.
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In this context, we propose a complementary model to further
dissect the pathological effects of soluble AP and simultaneously
screen for potential neuroprotective molecules. Our model is based
on the hindbrain ventricle injection of the AB1-42 peptide in
24 hpf zebrafish embryos and results in specific behavioral and
molecular effects that resemble early stage AD features. Specific
cognitive deficits and tau-phosphorylation in residues associated to
carly AD stages were reversed by lithium chloride, a GSK-38
inhibitor.

Materials and Methods

Animals

Adult wild type zebrafish were kept and bred according to
standard procedures in an automated re-circulating system
(Tecniplast) at a density of 1.5 fish per liter with a constant
light-dark cycle (14-10 h) [24]. For breeding, females and male
(1:2) placed in breeding tanks (Tecniplast) overnight were
separated by a transparent barrier that was removed after lights
went on in the following morning. Embryos were collected after
15 min and transferred to sterile 6-well cell culture plates (20
embryos per well) kept in incubators at 28.5°C and controlled
14:10 hours light-dark cycle. Embryos and larvae had their
mortality and general morphology daily monitored under an
inverted stereomicroscope (Nikon).

Ethics Statement

All protocols were approved by the Institutional Animal Care
Committee (CEUA-PUCRS, permit number 0107/12), followed
the Brazilian legislation (no.11.794/08) and conducted according
to the Canadian Council on Animal Care guidelines for the use of
fish in research [25].

Treatment and Brain Ventricle Injection

Embryos were treated with system water (RO water equilibrat-
ed with Instant Ocean salts - HyO) or 100 uM Lithium Chloride
(LiCI) (Synth) [26] diluted in system water from 1 hour post-
fertilization (hpf) until 5 days post-fertilization (dpf) (Figure 1A).
Medium was daily replaced and controlled for pH.

At 24 hpf all embryos had their chorion removed for the brain
ventricle injection procedure according to Gutzman and Sive [27].
Embryos were anesthetized with Tricaine (Sigma Aldrich) and
placed in wells on 0.75%-agar coated dishes under the sterecomi-
croscope so that the brain ventricle was visible and the embryo
unmoving (Figure 1A). The microinjection was performed using a
micromanipulator (Narishige) attached to a Picoliter injection
pump (Warner Instruments). The injection needle was placed on
the roof plate of the hindbrain and 5-10 nl of a 10 uM AB1-42 in
1% DMSO 0.5% Phenol Red Phosphate Buffered Saline (PBS)
solution (AP) was injected while control group animals received the
cquivalent 1% DMSO 0.5% Phenol Red in PBS vehicle (veh). In
less than 10 minutes each animal was returned to the incubator. In
addition to the resulting HyO-veh, LiCl-veh, HyO A, LiCI-Ap,
additional control groups of uninjected animals treated with water
(HyO_0) or LiCl (LiCl-©) composed final 6 experimental groups.

The API1-42 peptide (Sigma Aldrich) was prepared following
manufacturer instructions in DMSO 100% to a final concentra-
tion of 1000 uM and diluted to the final 10 pM according to
Cunvong et al. [28]. To prevent A aggregation into the fibrillary
form, the solution was maintained at a maximum temperature of
28°C and the pH was adjusted to 7.0. Diluted AP1-42 was “ran-
true” in SDS-PAGE gel and a band of an approximately
molecular weight of 40 kDa was observed [10].
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Locomotor behavior

5dpf larvae from all experimental groups (N =10 in triplicates)
were individually placed in a 24-well plate filled with 3 ml of
system water for locomotory performance analysis during a 5-min
session following 1-min acclimation. The performance was video
recorded using a digital HD webcam (Logitech) for automated
analysis (ANYmaze, Stoelting). Total distance travelled, mean
speed, time mobile and absolute turn angle were considered the
main parameters of exploration of a new environment.

Bouncing-Ball Avoidance behavior

After the exploratory evaluation, larvae were placed in 6-well
plate (5 larvae per well, N =10 in triplicates) over a LCD monitor
for cognitive ability and avoidance responses to a visual stimulus (a
1.35 cm diameter red bouncing ball) in a protocol adapted from
Pelkowski et al. [29] during a 5-min session following 2-min
acclimation. The red bouncing ball travelled from left to right over
a straight 2 cm trajectory on half of the well area (stimuli area)
(Figure 1A) which animals avoided by swimming to the other non-
stimuli half of the well. The number of larvae on the non-stimuli
area during the 5-min session was considered indicative of their
cognitive ability.

Western Blot

Euthanized 5dpf larvae (Figure 1A) had their encephalon
dissected (pool of 20 animals, N =3 in triplicates) and stored at
—80°C in protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich) until
homogenization with RIPA (Sigma Aldrich) and protein separa-
tion on 12% SDS-polyacrylamide gel with sample buffer (0.025%
BPB). Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and
blocked with 5% bovine serum albumin on TBST. Primary
Antibodies were diluted on the blocking solution at the following
concentrations: Rb-B-actin (Anaspec; 1:1000); Ms-Phospho-PHF-
tau pSer202/Thr205 AT8 (Pierce; 1:500); Rb-p53 (Anaspec;
1:1000); Rb-bax (Anaspec; 1:750) and Rb-caspase-8 (Anaspec;
1:750); and incubated overnight, washed three time with TBST
and incubated for 1 hour with secondary antibody diluted in 5%
Albumin in TBST at the concentrations of Goat-anti-Rabbit IgG
(Sigma  Aldrich; 1:2000) and Goat-anti-Mouse IgG (Abcam;
1:2000). Membranes were washed with TBST, incubated with
ECL (Abcam) and scanned for further densitometric quantification
of replicated gels using the software Carestream. After exposure,
membranes were washed in TBST to remove ECL solution and
antibodies were striped out by dehybridization with (2% SDS,
50 mM Tris pH 6.8 and 100 mM p-mercaptoethanol), and
incubated with other antibodies using the same actin control.
Total protein levels were normalized according to each sample’s -
actin levels.

Real time PCR

RNA isolation and ¢cDNA synthesis were performed according
to the manufacturer’s instruction. Briefly, 5dpf larvae had their
encephalon dissected (Figure 1A) (pool of 20 animals, N=6 in
duplicates) placed in TRIzol (Invitrogen), frozen in liquid nitrogen
and maintained at —80°C.. mRNA was isolated and ¢cDNA were
synthesized with SuperScriptIIl First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen).

For all genes, qRT-PCRs were performed using SYBR green
dye [30]. Standard reactions were performed with a total 25 pl.
per well, on an Applied Biosystems 7500 real-time PCR system,
and the primer final concentration were 0.1 uM. The primers
sequences were described previously by Tang [30] for constitutive
genes: b-actinl F:5'-CGAGCTGTCTTCCCATCCA-3', R:5'-
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Figure 1. Experimental design and Ap intraventricular injection effect on survival. A, Experimental procedures time-line, (I) at 1 hpf
embryos were placed in 6-well plates and exposed to LiCl 100 uM or H,0; (Il) at 24 hpf embryos were removed from their chorion, and injected with
AB1-42 10 uM or its vehicle; LiCl and H,O solutions were replaced daily throughout the experiment; (lll) at 5dpf larvae behavior were evaluated and
samples for protein and gene expression quantification were obtained. B, Representative image of A (red) injected on the brain ventricle area. C,
Kaplan-Meier survival comparison for all groups throughout the experiment showed significant effects (Log-rank (Mantel-Cox) test, p =0.0415, N=60
in triplicates) that were not statistically significant when individual comparisons were performed.

doi:10.1371/journal.pone.0105862.g001

TCACC-AACGTZGCTGTCTTTCTG-3'; efla F:5'-CTGG-
AGGCCAGCTCAAACAT-3', R:5'-ATCAAGAAGAGTAGT-
ACCGCTAGCATTAC-3'; and rpl13a I:5'-TCT-GGAGGAC-
TGTAAGAGGTATGC-3', R:5'-AGACGCACAATCTTGAG-
AGCAG-3'. The target genes were previously described by Jung
et al. [31]: p53 F:5'-CTATAAGAAGTCCGAGCATGTGG-3',
R:5'-GGTTTTGGTCTCTTGGTCTTCT-3'; bax-a F:5'-GA-
GCTGCACTTCTCAACAACTTT-3', R:5-CTGGTTGAAA-
TAG-CCTTGATGAC-3" and bcl-2 F:5'-TTGTGGAGAAA-
TACCTCAAGCAT-3', R:5'-GAGTCTCTCTGCTGACCG-
TACAT-3'. Amplification and dissociation curves generated by
the software were used for gene expression analysis.

Threshold Cycle (Ct) values were obtained for each gene.
Following exclusion of non-amplificating samples, raw fluorescence
data was exported to the software LinRegPCR 12.x to determine
the PCR amplification efficiency of each sample. PCR efficiency of
cach sample, together with Ct values, was used to calculate a relative
gene expression value for each transcript according to Pfaffi [32].

Statistical analyzes

Survival throughout the 5 experimental days was analyzed by
Kaplan-Meier test. Data from all other approaches was paramet-
rically analyzed using two-way ANOVA (using treatment and
injection as factors) followed by Bonferroni post-hoc test. Student-t
test was used to evaluate specific data when needed. The level of
significance was considered p<<0.05.

Results

First, we adapted Gutzman and Sive [27] protocol for 24 hpf
zebrafish brain ventricle injection, and in addition to a dye tracer
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to ensure correct injection positioning (Figure 1B), we injected
animals with 10 pM of soluble AB1-42 in 1% DMSO (AB-injected
group) or only 1% DMSO vehicle (veh-injected group) (Figure 1).
To our knowledge, this is the first demonstration of ventricular
brain AP injection in zebrafish in addition to the dye used for
validation. No morphological alteration or injection effect was
observed in any of the evaluated parameters throughout the
experiments. In addition to those injection groups, we also
controlled the effects of the microinjection puncture and did not
find any deleterious effect on survival, deformities or behavior
(data not shown).

Survival rates were analyzed by Kaplan-Meier test and results
indicated a significant difference on survival rate when all groups
were compared (Log-rank (Mantel-Cox) test p=0.0415, N =60).
The decrease in survival on HyO AR (86.7%), LiCl-veh (84.5%)
and LiCI-AB (83.5%) groups was not significant when individual
comparisons were performed (Figure 1C). This effect is discrete
and challenging to interpret since it was not homogeneously
distributed among treatment or injection factors. It may be
associated to the high and uniform within group survival rates
from most groups (mean survival of HyO-treated non-injected
individuals was 97.06%) in comparison to commonly observed
values of around 75% in these developmental stages [33].

Considering that AD behavioral symptoms in early stages
include only mild cognitive deficits, which are several times
misdiagnosed and confounded with normal aging even thought
not accompanied by aging-characteristic motor deficits [6], we
evaluated locomotion separately from cognitive behavior in 5dpf
larva. Individually locomotor evaluation and exploratory param-
cters showed no statistical differences between groups, including
total distance travelled (p=0.250 I j70)=1.40), mean speed
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(p=0.181  Fgi85=1.72), time spent (p=0.70
F(1,182)=0.36) and path absolute turn angle, a motor coordination
parameter [34], (p=0.409 F; ;86 = 0.90) using two-way ANOVA
(data not shown). However, when cognitive escaping responses
from an aversive stimulus was evaluated, we observed a significant
effect of AB-injection and LiCl-treatment (two-way ANOVA p<
0.0001 F 166=40.77 on treatment effect, and p<<0.0001
Fio,166)=21.13 on injection effect) (Figure 2). Bonferroni posttest

mobile

showed that AB-injected animals avoided the aversive stimulus less
effectively than animals injected with vehicle on both treatments
(p<<0.05). When comparing only HyO_AB and LiCI-AB animals,
LiCl significantly improved the scape response to the stimuli
(p=0.0002, Student-t test), suggesting protective effect from AB-
induced cognitive deficits. Additionally, the lithium beneficial
effect on cognition was observed in all groups when compared to
their respective water-treated controls.

To investigate if the selective cognitive deficits induced by AB
injection and prevented by LiCl were accompanied by tau
phosphorylation, we measured the level of Ser202 and Thr205
phosphorylation (Figure 3). These residues are GSK-3p targets
[11] [35] [36] known to be increased in aged individuals and early-
stage AD patients [6]. Our results showed again significant effects
of AP injection and a general protective effect of the GSK-3f8
inhibitor LiCl (Two-way ANOVA p<0.0001; F ; 49,=296,00 on
treatment effect, and p<<0.0001 Fy 49)=11.77 on injection effect)
(Figure 3). Untreated AP-injected animals (HyO_AP) displayed
significantly higher levels of tau protein phosphorylation (p<
0.001, Bonferroni posttest) when compared to HyO-veh. HyO-veh
animals also displayed increased p-tau in relation to non-injected
animals (H,O_0) (p<<0.01, Bonferroni posttest), which may be
attributed to DMSO toxicity even at very low concentrations.
Interestingly, when LiCl-treated groups were paired with their
respective HyO-treated equivalent groups, all comparisons showed
a lithium significant effect decreasing tau-p levels (p<<0.0001 for all
groups; Student-t tests), which was more prominent between
H,O_AB and LiCI-AB, in resemblance to the cognitive data
(Figure 2). These protective effects of LiCl over the basal and AB-
induced phosphorylation have been previously shown in other
systems [37] [38] [39] but not in zebrafish.
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Figure 2. Intraventricular A injection significantly impairs
avoidance of an aversive stimulus. 5dpf larvae escape behavior
from an aversive stimulus (charts were plotted with means and SD
escape responses to a non-stimuli area). Two-way ANOVA followed by
Bonferroni demonstrated a significant effect of treatment factor (H,O
and LiCl) (p<<0.0001; F(;,166)=40.77; N=10 in triplicates). Ap injected
animals showed diminished escape responses when compared to their
vehicle control group in H,O and LiCl-treated groups (* indicates p<
0.05 for both comparisons). LiCl treatment increased escape responses
in all groups when compared to their respective H,O-treated equivalent
(a indicates p<<0.05 for noninjected @ groups; p<0.0001 for veh-
injected groups and p<<0.001 for Ap-injected groups in Student-t test.
doi:10.1371/journal.pone.0105862.9g002
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Figure 3. Intraventricular AB injection increases tau-p at Ser202 and
Thr205 residues and this effect is reversed by lithium treatment.
Representative Western blots showing immunoreactivity to phosphor-
ylated tau protein normalized to f-actin and quantification of
absorbance (charts were plotted with means and SD). Two-way ANOVA
followed by Bonferroni demonstrated a significant effect of treatment
factor (p<<0.0001, F(1,42=296.02; N=3 in triplicates). H,O_Af injected
animals showed increased levels of tau phosphorylation in relation to
H,0-veh (*p<0.001). LiCl treatment decreased tau-p in all groups when
compared to their respective H,O-treated equivalent (a indicates p<
0.0001 in Student-t test for all comparisons).
doi:10.1371/journal.pone.0105862.g003

Tau abnormal phosphorylation has been associated to AD
progression, axonal disruption, synaptic loss and neuronal death
(reviewed in [6]). AB-induced effects on cognition (Figure 2) and
tau-phosphorylation (Figure 3) suggested that our model resembles
carly AD stages that were not related with cell death. We
quantified protein and transcription levels of apoptosis-associated
proteins that were previously suggested to be associated to Ap-
toxicity and neurodegeneration including p53, caspase-8, bax-a
and non-apoptotic marker such as bcl-2 (Figure 4). Importantly,
AB-injected (HyO_AP) animals did not differ from their respective
vehicle-injected controls (HyO-veh) or from LiCl-AB animals in
any comparison, suggesting no specific Ap-induced effect on
apoptosis and associated LiCl neuroprotective effect. No alter-
ations on bax (p=0.3063; Fp4g=121 Two-way ANOVA)
protein level were observed despite of significant effects on p53
(p=0.035; F41)=4.758 Two-way ANOVA) and caspase-8
(p=0,0114; F48=6916 Two-way ANOVA) protein levels
(Figure 4B) due to both HyO AP and Hy,O-veh higher protein
levels regarding HyO_© animals (p<<0.01 and p<<0.05 respective-
ly; Bonferroni posttest). These effects likely result from DMSO
toxic effects [40]. Surprisingly, non-injected LiCl-treated animals
showed higher levels of these same proteins when compared to
their HyO O controls (p<<0.01 for both comparisons, Student-t
tests). Messenger RNA levels of p53, bax and bcl-2 were not
altered (p=0.5473 F( g5 =0.6069; p=0.7313 F 45,=0.3149;
p=0.8822 F; 50,=0.1257 respectively) (Figure 4C). These results
suggest a scenario with undetectable alterations on apoptotic-
associated proteins that may also resemble early stages of AD.

Discussion

Early AD stages, usually misdiagnosed and confounded with aging
associated symptoms, are characterized by subtle cognitive deficits,
rising brain A levels that progressively diffuse and oligomerize until
aggregation in fibrils, and tau altered phosphorylation [1] [6] [41].
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Figure 4. Intraventricular injection alters apoptotic targets. A, representative Western blots showing immunoreactivity of indicated proteins
normalized to B-actin. B, Western blots quantification of absorbance (charts were plotted with means and SD). Two-way ANOVA followed by
Bonferroni posttest didn’t show significant differences (p=0.1153, F(;41)=2.28 for p53; p=0.3063, F(; 45 =1.21 for bax; p=0.4420, F 45 =0.83 for
caspase-8; N=3 in triplicates) in AP injected animals compared to their vehicle control group in H,O or LiCl-treated groups. P53 and caspase-8 levels
differed between H,0-veh and H,O_Af and noninjected H,0_@ controls (*p<0.05, **p<<0.01). Among noninjected animals, LiCl treatment increased
p53 and caspase-8 protein levels compared to their respective H,O-treated equivalent (a indicates p<<0.01 for caspase-8 and p<<0.0001 for p53 in
Student-t test). C, g-PCR analysis normalized to three constitutive genes (b-actin, rpl13a and ef1a) (charts were plotted with means and SD). Two-way
ANOVA followed by Bonferroni posttest didnt show significant differences on gene expression (p=0.5473, F(;5=0.61 for p53; p=0.7313,
F(2,48/=0.31 for bax; p=0.8822, F(50)=0.13 for bcl-2; N=6 in duplicates).

doi:10.1371/journal.pone.0105862.g004

The absence of robust biomarkers for early diagnosis of AD is a major
impediment for cost-effective and successful clinical trials of potential
agents that could significantly slow or even prevent disease
progression.

We established a straightforward low-cost platform for both
biomarker identification and high-throughput preclinical pharma-
cological screenings in a prominent model organism. In the last
decade zebrafish has emerged as a powerful model for drug
screenings, genetic studies and disease modeling [22] [42]. In
addition to the significant genetic similarity to humans, homologue
genes encoding several proteins related to AD were identified [20]
[21] [42], including the amyloid precursor protein (APP) with 80%
of conservation [20]. This is the first report of AB brain injection in
zebrafish, in parallel to Cunvong et al. [28] that injected the same
peptide in the retina and Cameron et al. [43] that exposed
embryos to amyloid-B 1-42 in the water. The original brain
ventricle microinjection protocol from Gutzman and Sive [27] for
24 hpf zebrafish embryos was adapted and proved feasible in large
scale, requiring a relatively accessible setup in which trained
experimenters injected one embryo every 10 minutes, with no
impact on animals survival.

Our behavioral results showed specific cognitive deficits in
animals injected with AP peptide, which corroborates with
findings in rodent that correlate AP peptide accumulation and
memory impairment [44] [45] [46]. Several studies correlate AB-
induced cognitive impairments with GSK-3B phosphorylation of
tau protein residues resulting in cytoskeletal disorganization,
synaptic loss and axonal disruption [8] [10]. We quantified the
amount of early-phosphorylated tau protein and observed an
increase on GSK-3B target residues Ser202 and Thr205 on
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animals injected with AP that was reversed by continuous 5dpf
lithium exposure. Interestingly, LiCl had positive effects per se on
cognition and tau basal phosphorylation that support its
traditional view as a neuroprotective agent in low doses, with
beneficial effects on memory [47] [48], long-term potentiation
(L'TP) [49] and tau phosphorylation [12] [50]. Those effects may
be a result of basal GSK-3B activity inhibition, as suggested by
Noble et al. [50] when observing reduced markers of tauopathy in
transgenic mice after lithium. Maguschak and Ressler [51] also
used mice to demonstrate a lithium-induced B-catenin increase
associated to improved memory formation.

Magdesian and collaborators [9] reported that AR binds to Wnt
receptor Frizzled inhibiting the Wnt canonical signaling pathway
and therefore permitting GSK-3p activity. In corroboration with
other studies [10] [11] [50] our results suggest that AP is associated
with tau-increased phosphorylation by GSK-3B, reinforcing the
therapeutic potential of GSK-3p inhibitors [12].

Compatible with an early AD scenario, we did not observe any
specific effect of AP over protein and gene expression levels
associated with apoptosis when AB-injected group was compared
to its vehicle-injected controls. We found, however, an increase on
p53 and caspase-8 protein levels on both injected groups (vehicle
and AP) when compared to non-injected animals, which could be
attributed to vehicle components [52] [53] [54]. Hanslick et al.
[40] showed that DMSO has an apoptotic effect on mice
developing central nervous system exposed to LiCl during the
postnatal developmental stages. Surprisingly, our data also showed
that lithium treated animals also have increased p53 and caspase-8
when compared to untreated non-injected animals. It is known
that both apoptosis [55] and tau-phosphorylation in those residues
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[56] occur naturally during development and aging. It is also
known that LiCl treatment can play different roles depending on
cell type, system and developmental stage [57] [58] [59] [60]. In a
developmental changing scenario, where neuron pathways are
being formed and connection refinement is necessary [55],
opposing effects on apoptotic pathways may be observed. In
summary, we showed that API-42 injection in the ventricular
region of 24 hpf zebrafish embryos induce cognitive deficits and
an increase in tau phosphorylation, which were reversed by
lithium incubation. We were not able to identify apoptosis and
neurofibrillary tangles in animals submitted to this procedure at
5dpf and subsequent studies using this system should aim to
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4.2 Capitulo 02

4.2.1 Artigo Cientifico em preparacéo : Splicing inhibition of Presenilin 1 exon 8

alters aversive behavior in Zebrafish larvae.
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Abtract:

Presenilin-1 mutations are the most common genetic factor related to early onset familial
Alzheimer Disease (FAD). Elucidating the molecular role of Presenilin-1 and other hallmark
proteins involved in Alzheimer’s disease is crucial for the development of new therapeutic
treatments. In our study we used a morpholino antisense nucleotide that targets exon 8
splicing site of Presenilin-1 causing a dominant negative protein and characterized an aversive
behavior phenotype in 5 dpf larvae. Considering the relation between Presenilin-1 function,
Notch and Wnt pathways, we also evaluated the mRNA levels of neurogl (Notch related
gene) and cnndl and myca (Wnt related genes). Amyloid-8 protein levels and apoptotic
protein as p53 and bax were also measured to establish the connection between neuronal
death and Alzheimer’s Disease markers. Animals with decreased Presenilin-1 function show
specific deficits in scape responses to an aversive stimulus and present morphological
phenotypes similar to those induced by Notch signaling pathway suppression. Exploring
alterations caused by genetic modifications characteristic of FAD patients is fundamental for
a better knowledge of this neurodegenerative disease.

Key-words: Presenilin-1, Alzheimer Disease, Aversive Behavior, Zebrafish
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Introduction:

Alzheimer Disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disease and costs with
treatment and diagnosis are increasing with the population aging (HOLTZMAN, MORRIS &
GOATE, 2011). Two forms of AD with different prevalence’s contributed to our current
understanding of the disease: the Familial Alzheimer Disease (FAD) is characterized by
genetic mutations in specific target genes and manifests early in life, while the prevalent
sporadic form has a later onset (ROBERSON & MUCK, 2006; HUANG & MUCK, 2012).
Since the triggering mechanisms behind the sporadic form of AD are unknown, studies have
focused on understanding the contribution of the altered genes and its products in FAD. . Both
forms share major pathophysiological characteristics, accumulation of Amyloid-8 plaques and
oligomes, and tau-protein, which also accumulate and form the neurofibrillary tangles. Those
aberrant proteins are involved in the causes and progression of this disease, accumulating in
the nervous system and causing oxidative stress and neurodegeneration (HOOVER et al.,
2010; SAKONO & ZAKO, 2010; FERREIRA & KLEIN, 2011). Despite extensive studies
over these two proteins, the mechanisms that trigger their malfunction and their contribution
to the behavioral and physiological symptoms that accompany AD progression remain mostly
unknown.

Patients with FAD show specific mutations in tree different genes related with the
disease, including presenilin-1, presenilin-2 and the Amyloid Precursor Protein (APP)
(NEWMAN, MUSGRAVE & LARDELLI, 2007). Presenilin-1 is a key component of the y-
secretase enzymatic complex responsible for the cleavage of the APP into Amyloid-3 peptide
and the APP intracellular domain (NEWMAN, MUSGRAVE & LARDELLI, 2007). Recent
studies showed that mutations in the Presenilin-1 gene increased the production of Amyloid-3
peptide (FERNANDEZ et al., 2014; NEWMAN et al. 2014;WANNGREN et al. 2014). Since

y-secretase is not only responsible for the APP cleavage, but also interacts with the Notch and
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Whnt signaling pathways, alteration in this protein also impact memory formation, cell
development and differentiation (CAMPBELL et al., 2006; NORNES et al., 2003; NORNES
et al., 2008; NORNES et al., 2009; TIJN et al., 2011). Seventy percent of Presenilin-1
mutations observed in AD patients occur over the exon 5 and 8 (NORNES et al., 2008),
where the transmembrane domain is located, showing an important function of this domain in
the cleavage of the APP (NORNES et al., 2008).

Several animal models mimicking the genetic mutations observed in FAD patients have
been established and contributed to our growing knowledge about the molecular underlying
mechanisms of AD (NEWMAN, MUSGRAVE & LARDELLI, 2007; VAN DAM & DE
DEYN, 2011; CAVANAUGH, PIPPIN & BARNARD, 2014). Zebrafish is a prominent
animal model that emerged in the last decades due to several methodological advantages,
including gene knock-out technology using TALENs or CRISPRs (HWANG et al., 2013;
SCHIMID & HAASS, 2013) and protein knock-down through morpholinos antisense
oligonucleotides (morpholinos) (BILL et al., 2009). Both approaches have been used in
zebrafish aiming to understand the role of presenilin-1 during development (NORNES et al.,
2003; NORNES et al., 2008; NORNES et al., 2009; SUNDVIK, CHEN & PANULA, 2013).
Our study shows that altering presenilin-1 splicing of the exon 8 in zebrafish larvae induces

specific cognitive deficits.

Material and Methods:
Animals and Ethics

Adult wild types were used for mating in a ratio of 2 males for 1 female. Those animals
were kept in a recirculating system with system water (Reverse Osmosis equilibrated with
Instant Ocean salt) and a day-night cycle of 14/10 hours (WESTERFIELD, 2000). They were

feed 3 times a day with dry food and brine shrimp and water quality parameters including
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conductivity, pH and temperature (27°C) were monitored (WESTERFIELD, 2000). The night
before mating males and females were separated by a transparent barrier that was removed in
the following morning. After 30 min the fertilized embryos were cleaned from debris and
placed in petri dishes with system water for morpholino injection. All procedures and
protocols were approved by the Institutional Animal Care Committee (CEUA-PUCRS, permit
number 0107/12), followed the directions of the Canadian Council on Animal Care (CCAC)

for use of fish in research and the Brazilian legislation (COBEA, no0.11.794/08).

Morpholino Injections

Zebrafish embryos with 30 min post fertilization were injected with 5nL inside the yolk
with a solution of 1%PBS and 0.1%Pheno red. In this solution was added 12.5ng (final
concentration in 5nL) of the morpholino sequence for the splicing inhibition of Presenilin-1
exon 8 (5’-GCCAGAAGATCTACACAAGAGCAGG-3’) or a morpholino scrambled
sequence (5’-CCTCCTACCTCAGTTACAATTTATA-3) (GeneTools). An additional group
of not injected embryos was also used as an absolute control. The injections were performed
with a micromanipulator (NARISHIGE) attached to a Picoliter injection pump (WARNER
INSTRUMENTS) adapted to a steromicroscope (NIKON). After the injections, animals were
placed in pretty dishes (50 embryos per dish) and placed in an incubator with light/dark cycle
(14/10 hours) and temperature control (27°C) until 5 days post fertilization (dpf). Survival and
abnormal morphological characteristics were observed every 24 hours from day 1 to day 5

when the water was changed.

Exploratory Behavior
At 5 dpf zebrafish larvae from all groups were placed in 24 well plate filled with 3mL

of system water, 1 larva per well. They were left to acclimate for 2 min and after that the
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exploratory behavior was registered using a digital HD webcam (LOGITEC) during 5
minutes. Recorded videos were analyzed using a video tracking software (ANYmaze) and the
total distance travelled, mean speed, time spent in the outside area of the well and pathway

absolute body turn angles were the main parameters examined for the analysis.

Aversive Behavior

After the exploratory behavior, larvae from the 3 experimental groups were placed in a
6 well plate, 5 larvae per well, and exposed to an aversive stimulus (protocol adapted from
Pelkowski et al. 2011, following Nery et al. 2014). For that, 6 well plates were placed over a
led screen were a PowerPoint presentation with an aversive stimulus consisting of a red
bouncing ball on the bottom half of each well oscillated from left to right. The number of
animals that efficiently avoided the stimuli hemisphere was the main parameter for cognitive

scape responses in consecutive trials.

Western Blot

Protein extraction and quantification was performed according to Nery et al. 2014. 5dpf
larvae had their encephalon dissected (pool of 20 animals, N=3 in triplicates) and stored at -
80°C in protease inhibitor cocktail (SigmaAldrich). Samples were homogenized with RIPA
(SigmaAldrich) and run for protein separation on 12% SDS-polyacrylamide gel with sample
buffer (0.025% BPB). Proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and blocked
with 5% bovine albumen on TBST. Primary Antibodies were diluted on the blocking solution
at the following concentrations: Rb-B-actin (Anaspec; 1:1000); Rb-p53 (Anaspec; 1:1000);
Rb-bax (Anaspec; 1:750) and Ck-amyloid-8 (Cell Signalling; 1:500); and incubated
overnight, washed three time with TBST and incubated for 1 hour with secondary antibody

diluted in 5% Albumin in TBST at the concentrations of Goat-anti-Rabbit IgG
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(SigmaAldrich; 1:2000) and Goat-anti-Mouse 1gG (Abcam; 1:2000). Membranes were
washed with TBST, incubated with ECL (Abcam) and scanned for further densitometric
quantification of replicated gels with an imaging software (Carestream). Total protein levels

were normalized according to each sample’s B-actin levels.

Real Time RT-PCR

RNA isolation and cDNA synthesis were performed according to the manufacturer’s
instruction. Briefly, 5dpf larvae had their encephalon dissected (pool of 20 animals, N=6 in
duplicates) placed in TRIzol (Invitrogen), frozen in liquid nitrogen and maintained at -80°C.
mMRNA was isolated and cDNA were synthesized with SuperScriptTMIII First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen).

For all genes, gRT-PCRs were performed using SYBR green dye. Standard reactions
were performed with a total 25uL per well, on an Applied Biosystems 7500 real-time PCR
system, and the primer final concentration were 0.1uM. The primers sequences were
described previously by Tang [24] for constitutive genes: b-actinl F: 5°-
CGAGCTGTCTTCCCATCCA-3’, R: 5’-TCACC-AACGTZGCTGTCTTTCTG-3’; efla F:
5’-CTGGAGGCCAGCTCAAACAT-3", R: 5-ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCA
TTAC-3’; and rpll3a F: 5’-TCT-GGAGGACTGTAAGAGGTATGC-3’, R: 5’-AGACGC
ACAATCTTGAGAGCAG-3’. Primers for the target genes were designed using using the
program Oligos 9.6: myca F: 5’-CAACAGGCATGTGAAGCAGCGCAAG-3’; R: 5°-GCAG
CTTTCTCGTTATTTGCGACCTC-3’; Cnndl F: 5-‘GCAGGCAGTGTTGCTGCAGCGG
TAC-3’; R: 5-AGGGTCACTTCTGATGACTTGCGAGAGG-3’; neurogl F: 5 -
GCGTTTCCTGACGACACAA - 35 R: 5 -CCGGATGGTCTCCGAAAGTG - 3.
Amplification and dissociation curves generated by the software were used for gene

expression analysis.
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Threshold Cycle (Ct) values were obtained for each gene. Following exclusion of non-
amplificating samples, raw fluorescence data was exported to the software LinRegPCR 12.x
to determine the PCR amplification efficiency of each sample. PCR efficiency of each
sample, together with Ct values, was used to calculate a relative gene expression value for

each transcript according to Pfaffi (2001).

Statistical Analysis

Survival rate was analyzed by Kaplan-Meyer test. Behavioral analyzed were
parametrically analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. Experimental
groups were designed with 10 animals per group in triplicates (Nery et al. 2014). The level of
significance was considered p<0.05. Graphs are represented as average between experimental

animals and standard deviation.

Results:

Animals were daily evaluated during the first 5 days of development and Kaplan-Meyer
survival curve showed statistical significant differences between injected groups and absolute
controls beginning at the first day (Log-rank (Mantel-Cox) test, p<0.0001, N= 20 in triplicate)
(Figure 1). When comparing the injected control (scrambled) and the Presenilin-1 morpholino
injected animals, no difference was observed during the 5 days, suggesting no detrimental
effect of the gene splicing alteration (Figure 1). Morphological and developmental
abnormalities were also accompanied (Table 1) for comparison with other studies that used
the same morpholino and reported a phenotype with lack of pigmentation, expansion of the
head and yolk, and heart edema formation (Nornes et al. 2008). Our results showed an
increase in those anatomical abnormalities during embryo development and also in larvae,

corroborating previously described effects of Presenilin-1 morpholino on development.
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At 5dpf animal were submitted to two behavioral tasks, first, their general locomotor
and exploratory abilities were observed. Animals were individually evaluated in a circular
arena (1 well of a 24 well plate) that was divided in two areas (outer ring and inner circle),
taking in consideration the distance travelled, mean speed during the 5 minutes, time spent in
the outer area (thigmotaxis) and path absolute turn angle. None of these parameters showed
statistical difference when groups were compared using one-way ANOVA (Figure 2).

After the exploratory evaluation, groups of 5 larvae were placed inside a well of a 6
well plate and evaluated regarding their escape responses to an aversive stimuli, in this case a
red bouncing ball on the bottom half area of the well (protocol adapted from Pelkowski et al.
2011 following Nery et al. 2014). Animals injected with Presenilin-1 morpholino showed
reduced scape responses when compared to absolute control animals and scrambled injected
animals (one-way ANOVA p<0.0001; F80=25.37; N=10 in triplicates) that spent

significantly more time in the non-stimuli area.

(data from cellular and molecular experiments are currently being gathered and

analyzed to be included in the manuscript final version)

Discussion:

Presenilin-1 is one of the key proteins responsible for APP cleavage producing the toxic
AD hallmark Amyloid-R peptide and understanding how it impacts a complex scenario and
interacts with other proteins to induce the disease symptoms is only feasible in a living
organisms. Mutations in the Presenilin-1 gene are present in 70% of patients diagnosed with
early onset of FAD (NORNES et al., 2008), this make Presenilin-1 gene the most common
genetic factor in these cases. The majority of conserved mutations in Presenilin-1 gene cause

exon 8 or 9 lost through aberrant splicing alterations (NORNES et al., 2008) and these genetic
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deletions were observed to be dominant through AD population (NEWMAN, MUSGRAVE
& LARDELLI, 2007). Studies reported that malfunction of this protein can cause not only
Amyloid-R peptide levels increase, but also disruption of important pathways such as Notch
and Wnt (NORNES et al., 2003; NORNES et al., 2008; NORNES et al., 2009). During
development, Notch pathway is responsible for cellular differentiation and migration
crosstalking with several pathways and y-secretase activity have an important role on Notch
processing and activity (NORNES et al., 2003; NEWMAN et al., 2014). y-secretase is
responsible for Notch intracellular subunit release that will activate gene expression in the
nucleus (NORNES et al., 2003; NEWMAN et al., 2014). Nornes and colleagues (2008)
modeled different exon loss from Presenilin-1 using morpholinos directed to splicing sites
producing potent dominant negative effects in this protein and as consequence, causing Notch
signaling failure.

Results from two studies demonstrated that Presenilin-1 is also necessary for the
degradation of R-catenin (KANG et al., 2002), a protein involved in the Wnt pathway, and
that deficiency of Presenilin-1 function can cause R-catenin accumulation (XIA et al., 2001).
In 7dpf zebrafish larvae Sundvik et al. (2013) observed that knocking out Presenilin-1
increased R-catenin levels and also disturbed exploratory behavior. Also in 2004, Parisiadou
and colleagues revealed a relation between cell adhesion molecules like cadherins and cellular
stabilization regulated by Presenilin-1.

Since 3-catenin and cadherins are tightly involved with memory formation underlying
synaptic plasticity and behavioral patterns (MAGUSCHAK & RESSLER, 2008) our aversive
results using a morpholino that causes proteolitic cleavage activity deficits could be at least
partially attributed to increased R-catenin levels and modulation of neuronal activity. Our
morphological observations are very similar to those reported in the Nornes study (2008), also

suggesting it could somehow be related to presenilin impact in Notch signaling.
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Our results show, for the first time, that similar alterations on the exon 8 of Presenilin-1
cause cognitive deficits in zebrafish larvae, as well as abnormal morphological characteristics.
These discoveries observed in an animal model that resembles genetic modifications of those

found in FAD reinforces zebrafish as a potential tool for AD research.
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Table and Figures:

Percentage of animals with morphological alterations

Developmental alteration Ldpf 2dpf 3dlpf
Control Scrambled Presenilin-1 Qontrol Scrambled Presenilin-1 Qontrol Scrambled Presenilin-1
Head size 0 5.02 10.95 0 1.00 7.76 05 1.00 2.86
Yolk size 0 6.53 12.86 0 4.52 571 25 2.01 6.66
Byessize 0 151 3.81 0 0.50 0.48 05 0.50 2.38
Yolk pigmentation 0 5.53 381 0 251 238 05 0 0.48
Lack of body pigmentation 0 151 0.48 0 201 0.95 0 0.50 0
Byesabsence 0 0 0 0 0.50 0.48 0 0 0.47
Lack of eye pigmentation 0 251 2.86 0 0.50 0.95 0 0 0
Heart edema 0 1.00 333 0 2.01 381 2 151 571
Tail deformities 0 7.03 9,05 0 5.02 8.09 1 2.01 5.71
Percentage of animals with morphological alterations
Developmental alteration 4dpf Sdpf
Control Scrambled Presenilin-1 Qontrol Scrambled Presenilin-1
Head size 2 0.50 1.90 25 1.50 2.85
Yolk size 25 151 4.28 25 150 523
Byessize 15 0.50 2.38 2 0.50 1.90
Yolk pigmentation 0.5 0 0.48 1 0 0.48
Lack of body pigmentation 0 0 0 0 0 0
Byesabsence 0 0 0 0 0 0
Lack of eye pigmentation 0 0 0 0 0 0
Heart edema 25 150 524 25 2.01 381
Tail deformities 05 3.01 524 35 251 428

Table 1: Abnormal morphological characteristics during 5 days of development.
Abnormal morphological characteristics as Head size, Yolk size and pigmentation, Eye size,
absence and pigmentation, Body pigmentation, Heart edema and Tail deformities were

considered and Presenilin-1 animals had an increase in those abnormalities.
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Figure 1. Kaplan-Meyer Survival Curve. All groups had their survival rate observed during

the 5 days of development in intervals of 24 hours. It was observed a statistical survival
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decrease when comparing injected animals (scrambled and Presenilin-1) with the absolute
control using Kaplan-Meyer survival comparison (Log-rank (Mantel-Cox) test, p<0.0001, N=

20 in triplicate).
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Figure 2: Exploratory behavior. At 5 dpf larvae from all three groups were submitted to an
exploratory task. There were no statistical differences between groups when comparing the
total distance travelled (p=0.4685; F(2,79)=0.7657; N=10 in triplicates), mean speed (p=0.4019;
F2,79=0.9224; N=10 in triplicates), absolute turn angle (p=0.2067; F(,79=1.640) and Time

spent in the outside area (p=0.6842; F(2,79)=0.3813). Charts were plotted with means and SD.
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Figure 3: Aversive Behavior. Aversive behavior was measured by effective scape to the
non-stimuli area. One-way ANOVA showed that Presenilin-1 Mo-injected animals showed a
decreased scape from the stimuli area to the non-stimuli area when compared to the Control
and Scrambled groups (p<0.0001; F80=25.37; N=10 in triplicate). Charts were plotted with
means and SD scape responses to a non-stimuli area; (* indicates p<0.001 different from

Control and from Scrambled).
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4.3 Capitulo 03

Dados produzidos durante Doutorado Sanduiche realizado na University College
London, no periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2014, sobre a supervisdo do Prof.
Dr. Stephen Wilson e Prof. Dr. Jason Rihel.

Bolsa: PDSE - CAPES
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Nos ualtimos anos, o zebrafish vem emergindo como um modelo animal ideal para
manipulacdes genéticas e screenings farmacologicos e morfologicos. Com este potencial para
realizacdo de knock-outs e knock-ins este modelo tem se sobressaido entre outros animais
para o entendimento da presenca de diferentes genes e proteinas envolvidos na DA. Durante o
periodo de doutorado sanduiche propomos a realizacdo de dois animas geneticamente
modificados como descritos abaixo. O aprendizado das técnicas realizadas durante este
periodo serd de grande valia para a realizacdo das mesmas no Brasil, visto que ainda séo

escassos 0s estudos e a producdo de animais transgénicos e mutantes no pais.

4.3.1 Producéo de um animal knock-out do gene Appb (TALEN)

A proteina APPb possui 6 diferentes transcritos em zebrafish, mas através de
comparagOes das sequencias utilizando Ensembl (Gene Appb: ENSDARGO00000055 543)

(http://www.ensembl.org/Danio_rerio/), foi constatado que todas elas possuiam o primeiro

éxon. Para tanto desenvolvemos TALENS que teriam como alvo a sequencia de pares de base
do éxon 1 (5°- CCTGCTGTTAATGCTGA-3"). Zifit targeter

(http://zifit.partners.org/zifitbeta/) foi empregado para obtencdo da identidade dos plasmideos

utilizados com a sequencia de ambos os bracos do TALEN para o gene Appb. Os vetores de
expressao contendo a cadeia constante (backbone) das diferentes sequencias para produgédo do
TALEN estdo disponiveis e foram obtidos atraves da empresa Addgene

(http://www.addgene.org). Para a producdo do braco foward foi utilizado o vetor pJDS78 e

para o0 braco reverse pJDS74. Esses vetores foram incubados individualmente com as
sequencias especificas para ligagdo ao gene Appb na regido do éxon 1 (Foward: 5°-
TATGGACCGCACGGTATT-3’; Reverse: 5’- CGACTTTGTCCCTCGCCA-3’). Esses

plasmideos foram entdo clonados em células DH5a (REYON et al., 2012).


http://www.ensembl.org/Danio_rerio/
http://zifit.partners.org/zifitbeta/
http://www.addgene.org/
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Apbs a insercdo do plasmideo em células DH5a, essas células foram plaqueadas em
meio LB acrescido de AMP e deixadas para crescer. Foram escolhidas 12 col6nias por vez
para realizacdo do screen para a presenca da sequéncia do TALEN através de RT-PCR
utilizando os primers: 0SQT34 (5’-GACGGTGGCTGTCAAATACCAAGATATG-3’) e
0SQT35 (5-TCTCCTCCAGTTCACTTTTGACTAGTTGGG-3). As reagdes de RT-PCR
foram observadas em gel de agarose (FIGURA 5A) e os produtos, cujo peso molecular estava
correto, foram selecionados e realizada uma nova reacdo de RT-PCR com 0s mesmos primers
para purificacdo utilizando o kit QIAquick nucleotide removal (QIAGEN), e envio para
sequenciamento com os primers: 0SQT1 (5’-AGTAACAGCGGTAGAGGCAG-3’) e 0SQT3
(5’-ATTGGGCTACGATGGA CTCC-3"), especificos para as sequencias dos TALENSs. Essas
sequencias foram comparadas com a sequencia utilizada para realizacdo do design dos
TALENSs. Apds obtencdo dos bracos foward e reverse com a sequencia correta para realizacao

da dupla quebra de DNA foi realizada a preparacdo do RNAm para injecao.

Figura 5 Compilagéo de géis de agarose demonstrando o tamanho da banda esperada para o nimero de pares de bases da
sequencia do TALEN para o gene Appb (A), pogos 1,2,4-9, 14-16. A linearizacdo do plasmideo (B) e a adi¢do da cauda
PoliA (C).
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Os plasmideos foram purificados utilizando o kit QlAprep spin miniprep (QIAGEN) e
foi utilizado o kit T7 mMMESSAGE mMACHINE (Ambion) para digestdo do plasmideo.
Primeiramente foi realiza a sua linearizacao utilizando a enzima Pmel que foi checada em gel
de agarose (FIGURA 5B) e a completa transcricdo do DNA em mRNA foi realizada através
da enzima T7 do kit mMMESSAGE. Apds a transcricdo foi adicionada uma cauda poliA
(Poly(A) Tailing Kit, Applied Biosystems) e foi confirmada a sua adicdo através de gel de
agarose (FIGURA 5C). O RNA foi purificado utilizando RNAeasy mini (QIAGEN) e o
produto quantificado para injecdo nos embrides.

O RNA purificado foi injetado em embribes no estagio de uma célula com cerca de 1nl
(concentracdo de 100ng/nl). Foram injetados 110 animais para o gene Appb. Cem animais
foram colocados na maternidade para se desenvolverem até a idade adulta e 10 animais
obtiveram seu DNA extraido em 24hpf e foi realizada uma analise de melting utilizando o
Precision Melt Supermix (BioRad) onde é medida a temperatura de dissocia¢do da dupla fita
de DNA. Como é possivel observar na figura 6, os animais injetados com 0 TALEN (verde)
obtiveram uma curva de melting diferente dos animais que ndo foram injetados (vermelho)

indicando a ocorréncia da quebra de dupla fita (FIGURA 6).

Difference Curve
T
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t + + + + + t
75 76 77 78 79 80 81
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Figura 6 Curva de melting demonstrando diferentes picos de dissociagcdo entre os animais que ndo foram injetados

(vermelho) e animais que foram injetados (verde) com o TALEN para o gene Appb.
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Quando na idade adulta (3 meses de desenvolvimento), os animais que haviam sido
injetados (FO) foram analisados com relacdo as alteragbes no genoma que ocorreram
decorrentes da quebra de dupla fita. Para tanto foi obtida uma amostra de DNA através da
técnica de fin-clip e foi realizada a andlise das sequencias do gene Appb através de deep-
sequencing. Para esta analise foi utilizada uma série de reacdes de PCR que adicionaram
bracos nas sequencias alvo de DNA e apds o sequenciamento foi realizada a analise das
sequencias obtidas através do programa Geneious (http://www.geneious.com). Dentre 0s
animais FO foi encontrado um cuja dupla quebra de DNA ocasionou a producdo de um stop-
cddon no éxon 1 da sequencia de DNA do gene Appb (FIGURA 7). Para testar se essa
mutacdo seria passada para as linhagens seguintes, esse animal foi cruzado com um animal
selvagem e 10 embries tiveram seu DNA extraido, foi realizada uma reacdo de PCR
utilizando primers que flanqueiam a regido onde ocorreu a dupla quebra de DNA, o produto
foi purificado utilizando duas enzimas, Exonuclease | (BioLabs) e SAP, Shrimp Alcaline

Phosphatase (Affymetrics) e sequenciado.
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Figura 7 Alinhamento realizado no programa Geneious mostrando a sequencia do gene Appb em comparagdo com as
sequencias obtidas da analise de deep-sequencing. Em preto estdo evidenciadas as sequencias de pares de base que ao serem

traduzidas para aminoacidos dardo origem a um stop-codon.
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Apbs o sequenciamento do DNA gendmico deste animal, foi realizada a comparacéo
deste com o DNA gendmico esperado de um animal selvagem (FIGURA 8). Observamos que
0 knock-out do gene Appb foi realizado com sucesso. Este animal (FO) foi cruzado com um
animal Selvagem para producédo de uma prole heterogenia (F1) que sera utilizada futuramente
para estudos comportamentais e moleculares para melhor entender o papel dessa proteina no

desenvolvimento normal e na Doenca de Alzheimer.

4/ .

" e X e W
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Figura 8 Producéo de linhagens de zebrafish knock-in e knock-out. Para ambas as técnicas é realizado uma série de
reproducdes e genotipagens para estabelecer uma linhagem estavel. Pra tanto é necessario realizar a inje¢do do plasmideo em
um embrido selvagem (1); apds é necessaria a manutencdo do animal até a idade reprodutiva (3-4 meses) (2); € realizado o
cruzamento dos animais que foram sequenciados positivos para a alteragdo genética com outro selvagem (3); a prole (F1) é
mantida até a idade adulta (3-4 meses) para genotipagem (4); é realizada a genotipagem através de amostra da nadadeira e
cruzamento dos animais positivos com animais selvagens (5) que dara origem a populagdo F2 (heterogénea) sera utilizada

nos experimentos (6)
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4.3.2 Producédo de um animal knock-in com expressdo da proteina AR regulada por

heat-shock

Linhagens de zebrafish foram geradas contendo a sequencia do peptideo APP que
sinaliza a direcdo do peptideo para a membrana plasmatica, a sequencia de 42 pares de base
da proteina R-amil6ide, ambas de zebrafish, precedida pela sequencia do promotor heat-shock
(HS-promoter) como descrito na figura 9. Para a realizacdo da insercdo desta sequencia no
genoma dos animais utilizamos o sistema Tol2 de transferéncia de vetores (KAWAKAMI,
2007). O elemento Tol2, identificado no genoma do peixe Medaka (Oryzias latipes), codifica
um transposon funcional gue, juntamente com uma transposase, tem a habilidade de catalisar
a insercdo de um vetor com até 11kb no genoma. Embrides no estagio de uma célula foram
co-injetados com o plasmideo contendo o vetor (desenvolvido a partir da técnica de clonagem
GATEWAY) flanqueado pelas sequencias do elemento Tol2 e o mRNA codificante da

transposase formando a populacéo FO (FIGURA 8).

] | 5 _AB pup

Figura 9 Esquema contendo o promotor heat-shock (HS-promoter) e a sequencia do R-amil6ide (AB) contendo o peptideo

sinalizador (SP).

Quando adultos foi obtida uma amostra de tecido desses animais através da técnica de
fin-clip e 0 DNA gendmico foi extraido (80uL de NaCl 100mM, 30min a 95°C e a reacéo foi
parada adicionando 20uL de Tris HCI 1M ph7.5) e foi realizada uma reacdo de RT-PCR
utilizando primers para a sequencia do promotor heat-shock. Apos confirmacao da presenca

do gene através de eletroforese com gél de acrilamida, os animais FO foram separados e
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sequenciados para obtencdo da sequencia introduzida no genoma através do plasmideo. Esses
animais foram utilizados para a reproducdo e geracdo da populacdo F1 que foi
subsequentemente submetida as mesmas analises acima para confirmacdo da presenca do
gene e sua capacidade de transmitir essa modificacdo gendmica para as células germinativas
(FIGURA 8-3). Estes animais serdo submetidos a um aumento de temperatura do ambiente
(de 27°C para 37°C) quando o promotor heat-shock serd ativado, aumentando a expressao
génica nesta regido, fazendo com que ocorra um aumento na expressao do gene que codifica a
proteina R-amildide. Apos esse procedimento, sera quantificada através de RT-PCR em tempo
real a concentracdo do MRNA e estes animais serdo submetidos a diferentes testes

comportamentais.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Dentre as doencas neurodegenerativas mais prevalentes a DA se sobressai sendo a
forma de deméncia com maior incidéncia na populacdo idosa (NEWMAN et al., 2011;
Alzheimer’s Disease International, 2014). Devido ao aumento da expectativa de vida e por
consequéncia o aumento da incidéncia da DA, os custos com tratamento e diagnéstico desta
doenca tem crescido mundialmente (Alzheimer’s Disease International, 2014). Novos estudos
para entender os processos de desenvolvimento da doenca e 0s mecanismos moleculares que
regulam as alteracdes ocasionadas pela DA devem ser realizados para a producdo de novos
farmacos que possam retardar ou interromper o processo de neurodegeneracdo. A geracdo de
novos modelos animais que ao mesmo tempo possam elucidar os mecanismos celulares e
moleculares da doenca e também o0s aspectos comportamentais descritos em humanos tem
sido o foco principal de estudos em diferentes doengas que envolvem o Sistema Nervoso.

A proteina B-amildide tem um papel central nos estudos cientificos relacionados a DA
(ALLSOP et al., 1988; SELKOE, 1989; HARDY & HIGGINS, 1992), visto que, outras
proteinas que estdo alteradas em pacientes, como a tau, também estdo alteradas em outras
doencgas neurodegenerativas (HUANG & MUCK, 2012). Com o objetivo de entender melhor
o0 papel da R-amildide na progressdo da DA, propomos um novo modelo utilizando embrides
de zebrafish. Em nosso estudo realizamos a injecdo de oligdmeros soluveis de 3-amiloide no
ventriculo cerebral de embrides de zebrafish com 24hpf. Observamos que mesmo apos 4 dias
da intervencdo (aos 5dpf), aspectos comportamentais e moleculares foram alterados. De
acordo com estudos anteriores realizados em camundongos com o mesmo tipo de intervencao,
oligdbmeros da proteina R-amiloide foram capazes de alterar a formagdo e consolidacdo de

memorias (CLEARY et al.,2005; LESNE et al., 2006; SHANKAR et al., 2008).
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Juntamente com os efeitos comportamentais observados em nosso modelo, foi também
caracterizado o aumento de proteina tau fosforilada nos residuos alvos da GSK3R. Estes
residuos sdo conhecidos por estarem entre os primeiros a serem fosforilados durante a
progressdo da DA e sdo responsaveis pela dissociacdo da proteina tau dos microtubulos
causando o acumulo da mesma no citoplasma e a formacdo dos emaranhados neurofibrilares
(MAZANETZ & FISCHER, 2007; SAKONO & ZACO, 2010). Com esses resultados
resolvemos testar o efeito do LiCl, um farmaco ja conhecido pelo seu efeito neuroprotetor e
pela sua interacdo com a GSK3R (NOBLE et al., 2005). Observamos que 0s animais tratados
com LiCl reverteram os efeitos comportamentais causados pelo 3-amildide e como esperado,
inclusive os controles obtiveram uma melhora na resposta ao estimulo aversivo ao qual foram
submetidos. Com relacdo ao aumento da fosforilacdo da proteina tau, os animais tratados com
LiCl tiveram uma diminuicdo nos niveis em relacdo a todos 0s grupos que ndo foram tratados
com LiCl.

Marcadores apoptdticos também foram examinados, mas ndo foram observadas
alteraces significativas e persistentes. Nossa hipotese com relagdo a estes resultados € de que
apesar dos efeitos comportamentais e em relacdio a fosforilacdo da proteina tau,
desenvolvemos um modelo que se assemelha o cenério inicial da DA o qual é caracterizado
pelo aumento da proteina B-amildide, alteracdo nos niveis de fosforilacdo da proteina tau que
originam a formacdo dos emaranhados neurofibrilares, presenca de estresse oxidativo e pouca
perda neural (COLE & ROSS, 2001; YU et al. 2009; CAMPIONI et al., 2010; SELKOE,
2011). Ainda, no nosso modelo, por estarmos utilizando um animal modelo durante o
processo de desenvolvimento quando ocorrem alteracdes nas estruturas celulares e teciduais
(COLE & ROSS, 2001), alteracbes especificas de neurodegeneracdo se tornam dificeis de
serem reconhecidas e extraidas do cenario complexo e proeminentemente proliferativo no

qual estdo ocorrendo.
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Juntamente com as observacdes realizadas neste novo modelo proposto em zebrafish,
realizamos a padronizacdo da técnica de knock-down utilizando sequencias de
oligonucleotideos morfolinos anti-senso. Esta técnica foi padronizada pela primeira vez em
nosso laboratério com o objetivo de realizar alteragdes no splicing do éxon 8 da proteina
Presenilina-1 (NORNES et al., 2008). Estudos recentes demonstraram que esta proteina
quando alterada pode ocasionar um aumento atividade enzimatica do complexo proteico da vy-
secretase, a qual a Presenilina-1 faz parte, aumentando a producdo da proteina R-amildide
(NEWMAN et al., 2014).

Nornes e colaboradores (2008) padronizaram uma série morfolinos direcionados a
diferentes éxons focando na interferéncia da realizacdo de splicings da Presenilina-1. Quando
eles utilizaram um morfolino que impedia a inclusdo do éxon 8 na proteina, observaram um
aumento na producdo da mesma e por consequéncia inibicdo da via Notch em embrides de
zebrafish. O receptor Notch é um dos mais importantes durante o desenvolvimento
embrionario sendo responsavel pela ativacao de vias de proliferacdo e diferenciacdo celular,
sendo um dos principais responsaveis pela diferenciacdo neuronal (NORNES et al., 2003).
Seus mecanismos moleculares s&o altamente conservados evolutivamente e estudos
demonstraram que alteracGes na atividade da presenilina-1 e por consequéncia da gama-
secretase demonstraram que estas estdo intimamente ligadas ao processamento do receptor e
alteram a translocacdo do dominio intracelular para o nucleo (NORNES et al., 2003;
NEWMAN et al., 2014). Devido a essas observacGes, achamos que seria interessante estudar
os efeitos comportamentais em embrides de zebrafish que tivessem alteragdes nesta regiéo.

Observamos em nosso estudo, que embrides injetados com esse morfolino, e por
consequéncia com alteracdes na regido do éxon 8 da Presenilina-1, desenvolveram alteracoes
morfologicas semelhantes a animais com inibicdo da via Notch, como aumento da regido

encefélica, diminuigdo da pigmentagéo e problemas durante a somitogenese causando defeitos
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na cauda. Com esses resultados corroborando achados anteriores, avaliamos a capacidade
cognitiva destes animais atraves de uma tarefa aversiva e observamos que estes animais nao
respondiam a um estimulo aversivo da mesma maneira que os controles.

N&o sabemos ainda se essas alteracfes comportamentais foram causadas por alteracoes
na via Notch, na via Wnt ou pelo aumento da producdo de proteina R-amiléide. Com estas
especulacOes pretendemos investigar essas vias de sinalizacdo neste modelo com a finalidade
de entender melhor por quais mecanismos, tais modificagdes em determinadas regides da
Presenilina-1 podem estar colaborando com o desenvolvimento da DA.

Assim como a Presenilina-1, o estudo da APP também tem dado origem a diferentes
especulacbes sobre a origem genética da DA. Estudos com pacientes demonstraram que, nao
somente mutacGes no gene da Presenilina-1 estdo presentes em individuos com FAD
(ROBERSON & MUCK, 2006; TJIN et al., 2011), mas também mutacGes em regides
especificas da APP (ROBERSON & MUCK, 2006; NEWMAN, MUSGRAVE &
LARDELLI, 2007) podem gerar diferentes tamanhos da proteina R-amil6ide (NEWMAN,
MUSGRAVE & LARDELLI, 2007), podendo dar origem a forma mais toxica 1-42. Novos
modelos utilizando o zebrafish vem surgindo nos Gltimos anos e a utilizacdo de técnicas para
alteracdo genética tanto para a interromper a expressao de um gene, quanto para 0 aumento da
expressdo deles estdo sendo padronizadas e estdo cada vez mais faceis de serem realizadas.

Durante o periodo de doutorado sanduiche ainda realizei, junto com a equipe do
laboratorio supervisionado por Steve Wilson e Jason Rihel na University College London, a
producdo de dois animais transgénicos que poderdo no futuro contribuir significativamente
para estudos da participagdo da APP e da [R-amildide ndo s6 nos processos de
desenvolvimento da DA, mas também no seu papel funcional no organismo saudavel. Com a
utilizacdo da técnica de TALEN tivemos como alvo o éxon 1 da proteina APPb. Dentre todos

0S animas 0s quais sequenciamos e analisamos, encontramos um no qual a clivagem da dupla
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fita de DNA realizada pelo TALEN gerou a formacao de um stop codon impossibilitando a
expressao desta proteina. Em andlises preliminares ja constatamos que este animal possui
alteracdes na formacdo dos vasos sanguineos. Estas alteragdes corroboram com achados
anteriores onde utilizaram morfolinos para inibir a expressao desta mesma proteina (LUNA,
CAMERON & ETHELL, 2013).

Juntamente com o knock-out da proteina APPb, realizamos a introducdo de um
promotor heat-shock antecipando a sequencia de pares de base codificante da proteina R3-
amildide. Este animal quando exposto a uma temperatura de 37°C ativa a expressdo da
proteina heat-shock e por consequéncia a expressao da proteina 3-amildide em grande
guantidade. Com este animal poderemos estudar o papel da proteina R-amildide sem a
interferéncia de outras vias de sinalizacdo como no caso da Presenilina-1 ou da Appb.

Dentro de todas as abordagens realizadas nesta tese, temos a perspectiva de ainda
combinar elas entre si, possibilitando a avaliacdo das diferentes vias estudadas aqui e suas
capacidades de interacdo a nivel celular e molecular. Poderemos assim entender se as
alteracOes causadas pelo knock-out da proteina APPb podem ser resgatadas pela injecdo da
proteina 3-amildide, assim esclarecendo o papel de ambas no desenvolvimento do zebrafish.

Extrapolando nossos resultados, nossos modelos da DA em zebrafish poderéo contribuir
ndo somente para o entendimento do processo inicial da DA, mas também auxiliara no
descobrimento de novas vias de sinalizagdo que podem estar alteradas na doenca. Ainda mais,
com a facilidade de manipulacdo e cuidados do zebrafish, este se torna um animal modelo
eficiente para o teste de novos farmacos e na descoberta de novas terapias para o tratamento

da DA e de outras doencas neurodegenerativas.
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6 PERSPECTIVAS

e Quantificar no modelo de knock-down da proteina Presenilina-1 alteragBes em
proteinas relacionadas na progressao da DA, como a 3-amildide e tau fosforilada;

e Avaliar no modelo de knock-down da proteina Presenilina-1 alteraces em vias
apoptoticas;

e Auvaliar no modelo de knock-down da proteina Presenilina-1 alteracdes nas vias Wnt e
Notch através de quantificacdo dos niveis de proteina e mRNA;

e Caracterizar a participacdo da APP no desenvolvimento dos animais knock-out
levando em consideracédo a via Wnt;

e Caracterizar o efeito do aumento de expressdo da proteina R-amiléide nos animais
knock-in levando em consideracdo as vias de sinalizacdo alteradas na progresséo da
DA;

e Avaliacdo comportamental exploratoria e da capacidade aversiva dos animais knock-

out para a proteina APP e knock-in para a R-amiloide.
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