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RESUMO

Inicialmente identificadas em Saccharomyces cerevisie como reguladores de silenciamento
de informacéo, as sirtuinas (SIRTs) s&o uma diversa familia de histonas desacilases da
classe Il (HDACs) que atuam como desacetilases, mono-ADP-ribosil transferases,
desuccinilases e demalonilases; todas dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+). Presentes em todos os dominios de vida e também em virus, as sirtuinas se
tornaram promissores alvos terapéuticos devido seu envolvimento em diversos processos
bioldgicos, incluindo apoptose, estresse oxidativo e inflamacao. Estes por sua vez séo
considerados denominadores comuns de diversas patologias e podem ser facilmente
estudados utilizando os translucidos embribes e larvas do zebrafish (Danio rerio) como
organismo modelo. Apesar do crescente uso deste pequeno teledsteo de agua doce em
diversas areas de estudo, e das sirtuinas terem um promissor, mas pouco esclarecido,
papel em eventos de inflamacéo, apoptose e estresse oxidativo, pouco se sabe sobre as
sirtuinas no zebrafish - retardando seu uso como ferramenta de screening de drogas
potencialmente moduladoras das SIRTs. Sob este cenario, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar o papel das sirtuinas em modelo de inflamacao induzido por sulfato de cobre
em larva de zebrafish. Alteragcdes em comportamento exploratério da larva, expressao de
genes associados a sirtuinas, bem como em marcadores de inflamacéo, estresse oxidativo
e apostose foram observados apods a exposicdo ao cobre. Para investigar o papel do mais
conhecido e abrangente membro das sirtuinas, desenvolvemos uma linhagem nocaute
para SIRT1 utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9, a qual apresentou reposta inflamatéria
exarcebada quando exposta ao cobre. Estudos adicionais neste modelo podem contribuir
com descobertas sobre a biologia e modulacdo das SIRTs ao usufruir do potencial

translacional do zebrafish.

Palavras-chave: sirtuinas, zebrafish, inflamacéo, apoptose, estresse oxidativo,
sulfato de cobre, SIRT1, Crispr/Cas9.



ABSTRACT

First identified in Saccharomyces ceresvisie, the sirtuins (SIRTs) are a diverse family of
histones deacilases that act as deacetilases, ADP-ribosil transferases, desuccinilases and
demalonilases; using nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) as co-substrate. Their
regulatory involvement targeting histones, structural proteins and transcription factors
implicate them in a broad range of biological processes and raised promising roles as
therapeutic targets in apoptosis, oxidative stress and inflammation, among many others.
These processes in turn, can be easily modeled in zebrafish (Danio rerio), a model
organism with great developmental, genetic and economical advantages. Despite growing
interest in this fresh water teleost as model organism and the regulatory and therapeutical
potential of sirtuins in inflammation and associated processes, next to nothing is known
about sirtuins in zebrafish. In order to contribute to this scenario and accelerate zebrafish
potential as screening platform for sirtuins modulators, this work aimed to characterize
sirtuins roles in a copper-induced inflammation model in zebrafish larvae. Alterations in
locomotor behavior, sirtuin-related genes expression pattern and gene expression of
inflammation, oxidative stress and apoptosis markers were observed after copper exposure.
In order to further evaluate SIRT1 contribution to this scenario, a SIRT1 knockout line was
developed using CRISPR-Cas9 technology, which showed an exarcebated inflammatory
response after copper exposures. Additional studies will help to elucidate sirtuin roles in
inflammation and associated processes, taking advantage of zebrafish’s translational

potential.

Palavras-chave: sirtuins, zebrafish, inflammation, apoptosis, oxidative stress,
copper, copper sulphate, SIRT1, Crispr/Cas9.
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1. INTRODUCAO

1.1. SIRTUINAS

1.1.1. A DESCOBERTA DAS SIRTUINAS

Em 1979, Klar e colaboradores publicaram a descoberta do gene MAR1
(mating-type regulator 1) na levedura Saccharomyces cerevisie que influenciava o
controle de silenciamento transcricional. Alguns anos depois, Jasper Rine
descreveu outros quatro genes também relacionados a esse controle, € 0s homeou
como reguladores de silenciamento de informacéo (SIR1, 2, 3 e 4), substituindo a
nomenclatura dada por Klar (Rine, 1987). Nos anos seguintes, descobriu-se que a
proteina SIR2 estava envolvida na recombinacdo de genes de RNA ribossomal, e
também nos mecanismos usados para silenciamento dos genes proximos aos
teldbmeros. Em 1995, genes homodlogos a SIR2 foram identificados com
envolvimento no processo de silenciamento transcricional, na progressao do ciclo
celular e na manutencéo da integridade do genoma, apesar de ndo serem genes
essenciais (Brachmann et al., 1995). A partir da descoberta de paralogos de SIR2
em S. cerevisie, pouco tempo se passou até a identificacdo de homodlogos em
outros organismos, mais precisamente, a existéncia de genes ortélogos em todos
os dominios de vida — bactérias, arquea e eucariotos — além dos virus (Sauve et al.,
2006) e assim caracterizando SIR2 como membro de uma grande e antiga familia
de proteinas, chamada nos eucariotos de sirtuinas; do inglés, Silent Information
Regulator Two proteins (Michan et al., 2007).

Aparentemente, as funcdes inicialmente descritas para SIR2 da levedura se
dividem entre os varios membros das sirtuinas nos mamiferos, as quais
desempenham também novas fungdes adquiridas e envolvidas em uma variedade
de processos fisiolégicos (Inoue et al.,, 2007), como por exemplo, inflamacéo e
diferenciagao celular, presentes apenas no espectro das SIRTs e ndo da Sir2 de S.
cerevisie (Horio et al., 2011). Por outro lado, os genes relacionados as sirtuinas
foram seletiva e extensamente perdidos ao longo da evolugcdo em diferentes grupos
de organismos (principalmente nos insetos, nematédeos e plantas); entretanto, a
perda pontual de algumas isoformas parece ser compensada por funcdes

redundantes exercidas pelos demais membros da familia (Greiss et al., 2009).



Em 1999, Frye relatou a descoberta das primeiras cinco sirtuinas humanas
(SIRT1-5), e no ano seguinte identificou outras duas (SIRT6 e 7) (Frye, 1999; 2000).
Durante suas pesquisas, identificou também que as sirtuinas de bactérias,
leveduras e mamiferos seriam capazes de transferir grupos ADP-ribose do
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) (Frye, 1999), o que foi confirmado in
vitro mais tarde como uma funcédo de ADP-ribosil-transferase (Blander et al., 2004).
Em 2000, Imai e colaboradores (2000) observaram que as histonas H3 e H4
poderiam aceitar a ADP-ribose do NAD+ se estivessem acetiladas. Experimentos
posteriores identificaram que o principal mecanismo catalitico das proteinas SIR2
era na verdade a desacetilacdo de histonas e néo a transferéncia de ADP-ribosil
(Blander et al., 2004). A acao catalitica das SIR2 foi entdo co-caracterizada como
desacetilase dependente de NAD+ por dois trabalhos independentes (Laudry et al.;
Smith et al., 2000; Blander et al., 2004).

1.1.2. A FAMILIA DAS SIRTUINAS

As sirtuinas fazem parte de um expressivo grupo de enzimas, a familia das
desacetilases de histonas ou HDACSs, cujo papel principal é reverter a acetilacdo
regulatéria das proteinas tipo histona, influenciando diretamente na estrutura dos
nucleossomos e consequentemente na transcricdo génica (Gregoretti et al., 2004).
Além das histonas, um crescente numero de proteinas tem sido identificado como
alvo das HDACs, entre eles estdo proteinas estruturais e diversos fatores de
transcricao (Gallinari, 2007). S&o classificadas em 3 grupos: classes |, Il e Il (Ruijter
et al.,, 2003; Morrison et al.; Gallinari et al.; Hildmann et al., 2007). A primeira
caracteriza-se por proteinas com 350-400 aminoéacidos (Hildman et al., 2007), de
expressdo ubiqua e localizadas quase exclusivamente no nucleo (Morrison et al.,
2007), enquanto a classe Il € formada por HDACs de cerca de 1000 aminoacidos
que se movimentam entre o ndcleo e o citoplasma em resposta a estimulos
celulares (Hildman et al.; Morrison et al., 2007). Por ultimo, a classe Il contempla a
familia das sirtuinas, filogenética e funcionalmente diferentes das outras duas
classes devido ao seu mecanismo de acao unico dependente de NAD+, enquanto
as classes | e Il sdo dependentes apenas de zinco (Morrison et al., 2007).

As HDACs da classe Ill, ou sirtuinas, s&o uma familia de enzimas
modificadoras de proteinas bastante conservada (Milne et al., 2008). A partir de um

estudo filogenético (Frye, 2000) foram divididas em cinco classes: I, II, lll, IV e U. A



Ultima é exclusiva de sirtuinas bacterianas enquanto as classes | e IV sé&o
exclusivas de eucariotos. Desde entdo, organismos dos mais variados filos tiveram
seus genomas sequenciados, permitindo estudos evolutivos mais completos. Entre
eles, Greiss e Gartner (2009) confirmam a classificagcao dada por Frye, compilando
também inferéncias estruturais e sugerindo subdivisdes intra-classes.

As sirtuinas estdo conservadas nao apenas entre eucariotos, mas tambéem
em bactérias e arquea (Blander et al., 2004). Os dois ultimos possuem tipicamente
uma ou duas sirtuinas, enquanto eucariotos apresentam multiplas SIRTs (Sauve et
al., 2006). Estas, diferem em funcéo, localizacao celular e processos associados,
conforme apresentado na Tabela 1 (compilada de Yamamoto et al., 2007; Kelly et
al., 2010; Horio et al., 2011; Stinkel et al., 2011; Baur et al., 2012; Dang, 2014).

Tabela 1. Principais caracteristicas das sirtuinas de mamiferos.

Localizacao
intracelular

Processos biolégicos

Atividade .
envolvidos

Classe Sirtuina

I SIRTH Nucleo/Citoplasma*  Desacetilase Metabolismo/Inflamacao/
Neurodegeneracao/Apoptose/
Proliferac&o celular/
Regeneracéo
SIRT2 Citoplasma/Nucleo*  Desacetilase Metabolismo/Ciclo celular/
Neuroinflamacéo
SIRT3 Mitocondria/Nucleo*  Desacetilase Metabolismo/Estresse oxidativo
[l SIRT4 Mitocondria ADP-ribosil transferase  Metabolismo
1] SIRT5 Mitocondria Desacetilase?, Metabolismo
Demalonilase e
Desuccinilase
SIRT6 Nucleo Desacetilase e ADP- Reparo DNA/Inflamacé&o
(heterocromatina) ribosil transferase
vV SIRT7 Nucleo (nucléolo) Desacetilase? Transcricdo DNAr

(*) Localizac&o secundaria; (?) Funcéo pouco proeminente.

A SIRT1 €, sem duvida, a representante mais estudada do grupo. Encontra-
se predominantemente no nucleo, mas com capacidade de deslocar-se ao citosol,
e atua em inumeros processos do metabolismo como na secrecédo de insulina,
mecanismos de neuroprotecéo, regulacdo do sistema imune, cancer, estresse
oxidativo e apoptose (Stunkel et al, 2011). Com mais de 40 substratos
reconhecidos, SIRT2 esta presente prioritariamente no citoplasma, mas também
pode deslocar-se ao nucleo. Estd envolvida na diferenciacdo de adipdcitos,

resposta celular ao estresse e regulacao do ciclo celular, sua funcéo de destaque,



onde atua no ponto de checagem mitético (Mahinecht et al., 2012). As SIRT3, 4 e 5
estao localizadas nas mitocondrias e estdo associadas ao metabolismo energético
e a respostas relacionadas ao estresse oxidativo e sinalizac&o celular (Baur et al.,
2012). Dentre estas, a SIRT3 vem se destacando devido sua capacidade
desacetilase ser a mais robusta entre as sirtuinas mitocondriais, atuando em um
maior numero de alvos metabdlicos e, consequentemente, atraindo muito interesse
em sua potencial acao benéfica em complicacées associadas ao envelhecimento,
homeostase metabdlica e protecdo ao estresse oxidativo (Houtkooper et al., 2012).
SIRT4 é a unica sirtuina sem substrato para desacetilacdo conhecido, porém,
possui agcado de ADP-ribosil transferase. Sua relevancia fisiologica e agao precisa no
metabolismo ainda é pouco entendida, entretanto ja foi proposto que atue como
potente supressor tumoral em camundongos e células humanas (Osborne et al.,
2014). Recentemente, a SIRT5 € a Unica com outras duas atividades identificadas,
desuccinilase e demalonilase, as quais sdo aparentemente mais relevantes que sua
funcdo desacetilase na regulacéo do metabolismo celular na mitocéndria (Baur et
al.,, 2012). Finalmente, as sirtuinas 6 e 7 encontram-se no nucleo, sendo a ultima
associada ao nucléolo; e estdo relacionadas com estabilidade do genoma e
proliferacdo celular (Gan et al., 2008). A SIRT6 tem um papel importante na
manutencdo da estrutura da cromatina e reparo do DNA (Imai et al., 2010b),
promovendo resisténcia a danos no DNA e estresse oxidativo atravées de
desacetilacdo, enquanto sua acado ADP-ribosil transferase, pouco robusta, foi
associada com possivel autorregulagao (Beauharnois et al., 2013). SIRT7 € a menos
estudada das sirtuinas, com possivel controle na proliferacéo celular e apoptose
(Inoue et al.,, 2007). Apesar de sua atividade enzimatica continuar controversa
(Sanchez-Fidalgo et al, 2012; Baur et al, 2012) devido auséncia de alvos
relevantes conhecidos (Kim & Kim, 2013), existem evidéncias de envolvimento na
regulacdo da RNA Polimerase (Pol |) (Beauharnois et al., 2013).

Quanto as caracteristicas estruturais, a familia das sirtuinas possui um
dominio catalitico conservado formado por aproximadamente 275 aminoacidos
(Sauve et al.,, 2006; Milne et al., 2008), flanqueado por sequéncias de tamanho
variado em sua porcao N- e C-terminal (Michan et al., 2007; Milne et al., 2008). Nos
ultimos anos, evidéncias apontam a participacao destas regides na especificidade
de acéo e potencialmente em funcdes de autoregulacéo; contudo, sua possivel

base molecular ainda é desconhecida (Yuan & Marmorstein, 2012). Foram



determinadas mais de 40 estruturas cristalograficas de sirtuinas de bactérias,
arquea, levedura e humana (Sauve et al., 2006; Yuan & Marmorstein, 2012) que
apresentam alto grau de superposicdo estrutural (Sanders et al, 2010). Sua
estrutura basica esta representada na Figura 1, e consiste de dois dominios: o
maior, com dobramento do tipo Rossmann e caracteristico de proteinas que
interagem com NAD+*/NADH e o menor e estruturalmente mais diverso, composto
pelo médulo de ligagao com zinco e pelo médulo de hélice (Denu, 2005; Holbert et
al.,, 2005; Sauve et al, 2006; Sanders et al, 2007; 2010). Tais dominios séo
conectados por uma série de voltas (ou loops) que formam uma pronunciada e
extensa fenda central (Sanders et al., 2010), zona em que ocorre a ligacdo com o
NAD+ e com o substrato, € cujas posicdes variam entre as diferentes sirtuinas
(Sauve et al., 2006).

\
| Sitio de Ligagao
do Cofator (loop)

Dominio Maior
(Rossman-fold)

Figura 1. Estrutura basica das sirtuinas. (Fonte: adaptado de SANDERS et al., 2010).

1.1.3. MECANISMO CATALITICO

Um importante indicativo do mecanismo molecular da atividade das sirtuinas
veio da relacdo estequiométrica entre desacetilacdo e a hidrdlise do NAD+. Para
cada acetil-lisina que é desacetilada, uma molécula de NAD+ é clivada, formando
dois produtos: nicotinamida (Nam) e O-acetil-ADP-ribose (O-AADPR) (Figura 2A)



(Blander et al., 2004; Sauve et al., 2006). Duas caracteristicas desta reacdo séo
interessantes: a formacao de um composto como produto da reacdo nunca antes
identificado, o O-AADPR (O-acetil-ADPR), e a presenca do NAD+ como co-
substrato.

Quanto a formacao do O-AADPR, continuamos entendendo muito pouco de
sua funcéo celular (Sauve, 2010). Evidéncias sugerem que este exerca efeito
bioldgico de molécula sinalizadora (Sauve et al., 2006) como segundo mensageiro
de uma via de sinalizagcédo ainda desconhecida (Sanchez-Fidalgo et al., 2012), e
cuja degradacao, é responsabilidade da familia das hidrolases nudix (Sauve et al.,
2006). Por outro lado, estudos estruturais mostraram que O-AADPR pode formar
complexos com a sirtuina que o produziu, sugerindo um possivel papel inibitério
(Chang et al.,, 2002; Sauve et al., 2006). Trabalhos sugerem que OAADPR parece
atuar em silenciamento génico, canais idnicos e regulacé&o redox e talvez possa
atuar em sinergia com as sirtuinas em casos especificos de desacetilacao (Tong &
Denu, 2010).

O presenca do NAD+ é cinética e termodinamicamente desnecessario para
desacetilar uma proteina, € um exemplo disso é a acdo das HDACs de classe | e |Il.
Uma possivel justificativa é a formagdo de um novo composto (O-AADPR),
aparentemente importante biologicamente como segundo mensageiro e regulador
de desacetilacéo protéica (Sauve et al., 2006) via regulacdo das sirtuinas (Blander
et al., 2004). Isso permitiria ainda uma ligacao entre regulacéo transcricional por
desacetilagdo e metabolismo energético celular (Sauve et al., 2006; Gallinari et al.,
2007). Ainda neste sentido, NAM, outro produto da reacao, atua como inibidor nao
competitivo e uma fonte de regeneracao de NAD+.

A atividade desacetilase n&o foi inicialmente identificada em duas sirtuinas
de mamiferos: SIRT4 e SIRT6 (Michan et al.; Yamamoto et al., 2007). Estas possuem
a atividade de ADP-ribosil transferase mais pronunciada e também dependente de
NAD+ (Figura 2B) (Haigis et al., 2006; Yamamoto et al., 2007). Ao contrario da
desacetilacao, a acédo de ADP-ribosil-tranferase dependente de NAD+ ndo é
exclusiva das sirtuinas. Existem trés grupos de enzimas com essa funcéo,
classificadas de acordo com seus alvos: as ADP-ribosil transferases modificadoras
de proteinas, as modificadoras de acidos nucléicos e as modificadoras de

pequenas moléculas; sendo as sirtuinas parte do primeiro grupo (Lin, 2007).
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Figura 2. Estrutura quimica e enzimologia béasica da agao catalitica das sirtuinas como
(A) desacetilase (B) ADP-ribosil-transferase (C) desuccinilase e demalonilase.
NAM: nicotinamida; NAD+: nicotinamide dinucleotide; OM-ADPR: O-malonil-ADP-ribose; OS-ADPR:
O-succinil-ADP-ribose. (Fonte: adaptado de Li et al., 2015).

As atividades de desuccinilase e demalonilase também fazem parte da acao
das sirtuinas, exclusivamente via SIRT5. Ambas atividades sdo consideradas
modificacBes reversiveis e dindmicas de acil-lisina, usadas como mecanismo
altamente conservado de regulacéo pds-traducional. Por tanto, desacilases, seria o
termo mais apropriado caracterizar a familia das sirtuinas (Hirschey & Zhao, 2015),
apesar de ambas nomenclaturas continuarem em uso.

O crescente interesse sobre as sirtuinas atraiu também um olhar renovado ao
NAD+. Se originalmente era visto apenas como importante co-fator de enzimas em
reacOes redox, hoje sabe-se que o NAD+ pode atuar como cosubstrato e coenzima,
fornecendo uma via de transferéncia energética entre diferentes processos
metabdlicos (Verdin, 2015). O significado biolégico das vias biosintéticas do NAD+

na regulacdo da atividade enzimatica das sirtuinas tem sido destaque devido a



possibilidade de utiliza-lo como agente modulador da atividade das SIRTs. Estas
enzimas nao requerem a presenca de NADH, NADP ou NADPH, apenas de NAD+
(Imai et al., 2010). Essa conexdo entre a concentracao intracelular deste Ultimo e a
atividade das sirtuinas faz das mesmas verdadeiros sensores do estado metabdlico
representado pelo NAD+ (Imai et al., 2010; Galli et al., 2011). Os niveis de NAD+
sdo mantidos por diferentes vias, mas principalmente a partir da via de salvamento,
reciclando nicotinamida (NAM) em NAD+ e aliviando o efeito inibitério da primeira
nas SIRTs (Verdin, 2015); e portanto vem sendo sugerido como “oscilador
metabdlico” capaz de conectar ritmo fisiolégico, metabolismo e envelhecimento,
abrangendo novos aspectos para o estudo das complicacdes metabdlicas oriundas
do desbalanco deste sistema (Imai et al., 2010). Revisbes recentes compilam
relatos de que as atividades das SIRTs e os niveis de NAD+ decrescem durante o
envelhecimento, e mais especificamente que o primeiro ocorra devido a diminuicao
do segundo, ja que suplementacéo de precursores de NAD+ resgata atividade das

mesmas (Imai & Guarante, 2014).

1.1.4. SIRTUINAS COMO ALVOS TERAPEUTICOS

Quando a SIR2 foi descoberta, ha mais de 30 anos atras, dificilmente poderia
se ter antecipado quanto interesse essa familia de proteinas tem gerado (Michan et
al.,, 2007). Hoje se reconhece que estas estdo envolvidas em diversas funcoes
celulares muito além do silenciamento transcricional (Porcu et al, 2005). As
sirtuinas constituem uma familia de sensores metabdlicos que traduzem alteraces
dos niveis de NAD+ em respostas adaptativas (Houtkooper, 2012), afetando uma
ampla série de processos fisioldgicos (Haigis et al., 2006) incluindo: represséo da
transcricado, regulacao da expectativa de vida, regulacé&o da atividade metabdlica e
enzimatica, resposta celular ao estresse, neurodegeneracdo, reparo de DNA,
recombinacdo de DNAr, apoptose e controle de proliferacdo celular (Sauve et al.,
2006; Yamamoto et al., 2007). Nos Ultimos anos, as sirtuinas se destacam como
alvos importantes de pesquisas relacionadas a restricdo calorica, cancer, doencas
neurodegenerativas, diferenciacdo muscular, inflamacéo e obesidade (Porcu et al.,
2005; Haigis et al., 2006; Saunders et al., 2007; Gan et al., 2008).

A partir de evidéncias experimentais sugerindo que as sirtuinas participam
de diversos processos celulares como os citados previamente, a possibilidade de

modula-las farmacologicamente seria uma op¢éao para uso terapéutico (Porcu et al.,
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2005). Até poucos anos atras, o maior obstaculo para entender as interacdes
sirtuina-ligante, e consequentemente seus potenciais moduladores, era 0 numero
limitado de estruturas resolvidas com as diferentes isoformas e diferentes ligantes;
devido a complexidade de interagcbes com seus dois substratos (Moniot et al.,
2012). Nos ultimos anos foram resolvidas as estruturas de SIRT1 de diferentes
espécies, além de estruturas de SIRT2, 3, 5 e 6 de humanos (revisado por Yuan &
Marmorstein, 2012); as quais potencializam a identificacao de reguladores
(inibidores ou ativadores) que auxiliem no esclarecimento da acédo das sirtuinas em
diferentes doencas, bem como no desenvolvimento do papel terapéutico destas
enzimas (Sauve et al., 2006; Moniot et al., 2012).

As doencas metabdlicas e doencas relacionadas ao envelhecimento vem se
destacando nesse cenario. Diferentes autores sugerem que a modulacdo das
sirtuinas seja, no futuro, um possivel caminho para aliviar os efeitos e complicacées
do envelhecimento (Michan; Westphal et al;; Yamamoto et al., 2007; Gan et al,;
Milne et al.; Outeiro et al, 2008) como a diabetes, o cancer, as doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (Michan et al., 2007), todas conectadas, em
algum grau, com condicdes patolégicas de inflamacdo;, a qual vem sendo
considerada como processo mediador chave de doencgas cronicas e associadas ao
envelhecimento (McGuiness, et al., 2011). Neste sentido, diversos trabalhos vem
avaliando o potencial de suplementacdo de moléculas precursoras de NAD+ como
terapia global contra os efeitos deletérios do envelhecimento (Imai & Guarente,
2014; Verdin, 2015).

1.1.5. SIRTUINAS E INFLAMACAO

A inflamacéo representa uma resposta multifatorial mediada pela interacéo
entre células do sistema imune e mediadores da inflamacé&o. Diversos estimulos
podem estar relacionados com o estabelecimento da resposta inflamatdria, tais
como lesédo tecidual ou infeccdo. Os mediadores quimicos podem ser pré-
formados, sendo armazenados em estruturas celulares especializadas ou ainda,
sua producdo pode estar relacionada com mecanismos de sintese de novo,
dependente da ativacdo de fatores de transcricao especificos (Sanchez-Fidalgo et
al.,, 2012). Dentre estes, o fator nuclear kappa B (NF-kB) se destaca quando nos
referimos ao papel das sirtuinas na inflamacdo. A familia NF-kB de fatores de

transcricdo € formada por cinco membros, com um reconhecido papel na
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inflamacao e regulando uma ampla lista de genes proé-inflamatdrios (Tilstra et al.,
2011). Ademais, evidéncias moleculares ja mostraram que o sistemma NF-kB esta
constantemente ativado durante o envelhecimento, fornecendo mais uma conexao
entre este e a inflamacéo (Sanchez-Fidalgo et al., 2012) e, controlando também, a
atividade de genes envolvidos na apoptose, senescéncia e imunidade (Kawahara
et al., 2009).

Neste mesmo cenario aparecem as sirtuinas, associadas recentemente ao
controle da expressdo de diversos mediadores inflamatérios (Galli et al.,, 2011).
Entre eles, as SIRTs s&o capazes de regular a acdo do NF-kB, cuja interacéo reflete
a ligacao entre inflamacao, metabolismo e envelhecimento (Natoli, 2009). Assim,
apesar dos mecanismos moleculares ndo serem inteiramente entendidos, SIRT1 e
SIRT6 estdo associadas a inflamacdo e ao NF-kB. SIRT1 desacetila diretamente
uma das subunidades do NF-kB, enquanto SIRT6 interage na regiao do promotor
do mesmo, atuando também a nivel transcricional, em ambos os casos reduzindo a
acao do NF-kB e sua acao pro-inflamatéria (Tilstra et al.,, 2011; Sanchez-Fidalgo et
al.,, 2012). Pais et al. (2013) relataram a contribuicdo protetora de SIRT2 na
neuroinflamacédo mediada pela microglia. NF-kB hiperacetilado na auséncia de
SIRT2 e aumento de citrinas pro-inflamatérias foram algumas das variagdes
encontradas em camundongo nocaute para SIRT2. Vakhrusheva e colaboradores
(2008) reportaram que camundongos nocaute para SIRT7 desenvolvem
cardiomiopatia inflamatdria, sugerindo que a acdo supressora da inflamacéo possa
ser comum a mais uma sirtuina, embora o possivel mecanismo responsavel por
esta caracteristica ndo seja conhecido (Tilstra et al.,, 2011). Apesar das evidéncias
discutidas acima, ndo existe ligacdo concreta de causa-efeito entre sirtuinas e
doencas inflamatdrias; porém, para alguns autores, isso seria uma questdo de
tempo e de estudo (McGuiness et al, 2011). Vale ressaltar que ativadores de
sirtuinas e inibidores do NF-kB tem se mostrado eficazes nas mesmas doencas,
incluindo diabetes, aterosclerose, osteoporose, neurodegeneracdo e doencas
inflamatdrias (Tilstra et al., 2011).

Contrastando com o papel antiinflamatério majoritariamente atribuido as
sirtuinas, alguns trabalhos vém reportando uma possivel acédo regulatoria positiva
de SIRT6, induzindo a expresséo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IFN-y
(fator de necrose tumoral a e interferon vy, respectivamente). Devido a esse possivel

papel dual, acredita-se que as SIRTs sejam capazes de afetar o perfil das citocinas
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produzidas por células imunes ativadas de forma muito sutil, atuando em diferentes
momentos do processo (Galli et al., 2011). Preyat e Leo (2013) sugerem que tal
papel dual possa ainda ser consequéncia de alteracédo na preferencia do substrato
seguido consecutivamente por alteracdes de expressao e/ou localizacao celular,
inicialmente induzindo a resposta inflamatéria para defender-se rapidamente e em
seguida promovendo sua resolugcdo. Consequentemente, é provavel que as
propriedades pro- e anti-inflamatérias das sirtuinas, dependam do alvo e do
modulador que atue sobre as mesmas, bem como do estado metabdlico em que se
encontra o organismo, sendo necessario um melhor entendimento dessas

interacdes a fim de determinar alvos terapéuticos de relevancia.

1.1.6. SIRTUINAS, ESTRESSE OXIDATIVO E APOPTOSE

A inflamacdo cronica tem uma relacdo direta com o estresse oxidativo
(Canizzo et al, 2011), e ambos estdo associados ao envelhecimento e as
complicacdes oriundas deste processo (Galli et al.,, 2011; Sanchez-Fidalgo et al.,
2012). O estresse oxidativo resulta da excessiva producdo de diversos radicais
livres, coletivamente chamados de espécies reativas ao oxigénio ou ROS (do
inglés, reactive oxygen species) (Chong et al., 2012), e que sao produzidos em
diferentes compartimentos celulares, mas principalmente nas mitocondrias (>90%)
(Zhang et al., 2011), durante a respiracao celular (Verdin et al., 2010). Seus efeitos
toxicos aparecem em concentracdes elevadas (Fang et al., 2012), danificando
macromoléculas dentro e fora das mitocéndrias (Giralt et al., 2012). Esse acumulo
de ROS, seguido do declinio na fungdo mitocondrial, contribui para o
envelhecimento e aumento da incidéncia de patologias nessa etapa da vida
(D’Aquila et al., 2012).

As sirtuinas tém um papel critico neste processo. Acredita-se que a SIRT3, a
principal sirtuina mitocondrial, esteja envolvida na protecdo dos danos mediados
por ROS, aumentando a resposta antioxidante de defesa (Morris et al.,, 2011) e
talvez regulando diretamente a producédo de ROS, ja que a SIRT3 interage com
componentes da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (complexos | e I1)
(Giralt et al.,, 2012). Assim como a SIRT3, SIRT1 também parece estar envolvida
com estresse oxidativo. Ambas parecem aumentar a acdo de enzimas das vias
destoxificantes de ROS e de fatores de transcricdo como PGC1-a e FOXOs (do

inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha e
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forkhead box O, respectivamente) (Horio et al.; Morris et al., 2011); contudo,
mecanismos adicionais ainda precisam ser esclarecidos. SIRT2 também ja teve sua
acao associada a resisténcia ao estresse oxidativo, através de deacetilacéo de
FOXOs (D’Aquila et al., 2012), bem como inibicdo da producédo de ROS e
supressdo de morte celular e neurotoxicidade (Pais et al., 2013).

Outra caracteristica do estresse oxidativo durante o envelhecimento é a
reducédo do oxido nitrico (NO), promovendo inflamacéo vascular (Shinmura et al.,
2011). A SIRT1 consegue regular a producéo de NO ao desacetilar (e estimular) a
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Ota et al., 2010). Esta Ultima aumenta a
producao e biodisponibilidade de NO (Zeng et al., 2009), conferindo efeitos vaso e
cardioprotetores que incluem a inibicao de sinais proé-inflamatérios e apoptose
(Shinmura et al., 2011).

Durante o estresse oxidativo, as sirtuinas interagem com fatores de
transcricdo importantes, e desempenham um papel determinante no destino da
célula: sobrevivéncia ou morte celular (Rajendram et al, 2011). As sirtuinas
promovem a sobrevivéncia celular através da inibicdo da producdo de ROS, mas
principalmente através da desacetilagao de algumas proteinas como o supressor
tumoral p53 - principal regulador do ciclo celular (Horio et al., 2011) e alvo
conhecido das SIRT1, 3 e 7. SIRT1 reduz a habilidade da p53 induzir a expresséo
génica dos seus alvos pro-apoptoticos, e conseguentemente, suprime a apoptose
em resposta ao estresse oxidativo. Entretanto, em resposta a sinalizacao de TNF,
inibe a atividade transcricional do NF-kB, fator de transcricdo anti-apoptdtico
(Rajendram et al.,, 2011). A ativacdo ou superexpressao de SIRT1 previne morte
celular induzida por estresse e por replicacédo na senescéncia, momento em que
tanto os niveis de RNAmM quanto da proteina SIRT1 estdo diminuidos (Wang et al.,
2011).

O papel da SIRT3 no processo de apoptose parece mais complexo e menos
esclarecido. SIRT3 mantém papel anti-apoptético (resisténcia ao estresse) e pro-
apoptoético (supressor de tumor), dependendo do tipo de célula e estresse ou
estimulo. Sua acéo é indispensavel na manutengao da integridade e funcionamento
da mitocondria para correta regulacdo do destino da célula e, por conseguinte,
promoc¢éao da sobrevivéncia celular (Alhazzazi et al., 2011). Contudo, também ha
evidéncias de um papel pré-apoptético da SIRT3 em alguns tipos de céancer
(Rajendram et al., 2011).



14

SIRT6 também parece ter implicacao na regulacao da senescéncia. De fato,
sua expressao diminuida leva a senescéncia celular prematura e disfuncéao
telomérica, provavelmente devido sua associacao com regides da heterocromatina
(Wang et al., 2011). SIRT7 por sua vez, parece ser mais uma isoforma essencial
para sobrevivéncia celular, pois diminuicdo de expressao inibe o crescimento
celular e induz apoptose. Tais efeitos envolvem mais uma sirtuina no processo de
apoptose e s&o provavelmente tecido-especifico (Rajendram et al., 2011), pois é
altamente expressa apenas em tecidos metabolicamente ativos (Morris et al., 2012).
SIRT7 também inativa p53, aumentando a taxa apoptdtica em células nocaute para

esta isoforma (Horio et al., 2011).

1.2. ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL

O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, peixe-zebra ou
paulistinha, foi descrito em 1822 por Francis Hamilton e faz parte da familia de
vertebrados com o maior nimero de espécies, a familia Cyprinidae. As 44 espécies
do género Danio, subfamilia Raborinae, ttm como algumas de suas caracteristicas
o distinto padré&o de coloracao (alternancia de listras horizontais claras e escuras) e
0 pequeno tamanho, em torno de 3 a 4cm na espécie D. rerio (Spence et al., 2008).

Este pequeno teledsteo de agua doce é naturalmente originario do nordeste
da India, Bangladesh e Nepal (Spence et al., 2008) e se limitava a um popular peixe
tropical (Crollius et al., 2005), quando George Streisinger o levou das lojas para o
laboratério (Guo, 2004) e estabeleceu as primeiras linhagens modelo. Desde entéo,
0 zebrafish se tornou um modelo experimental amplamente usado nas mais
diversas areas devido a diversas caracteristicas técnicas e praticas que incluem: a
transparéncia de seus ovos € larvas que permitem acompanhamento de todo seu
rapido ciclo de desenvolvimento, alta fecundidade, curto tempo de geracéo,
conservacao anatbmica e gendmica com humanos (70-80% similaridade) que
faciltam desenho experimentacdo e respostas potencialmente conservadas
(Dooley et al., 2000; Guo, 2004). Aliadas a manutencdo em pequenos espacos e
com baixos custos; facil administracdo de drogas soluveis em agua (Keller et al.,
2004) e rapida aclimatacéo (Spence et al.,, 2008) este conjunto de caracteristicas
tornaram o Zzebrafish modelo de estudo para varias doencas humanas, com
promissor papel para estudos de infeccao, inflamacao e imunologia, entre outros
(Brittijn et al., 2009).
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Em publicacéo recente, Fang e colaboradores (2012) abordaram o uso do
zebrafish como modelo para estudo da conexdo entre o processo inflamatorio e
mecanismos de estresse oxidativo relevantes no desenvolvimento de condicdes
crénicas de inflamacéo. Além do alto grau de conservacdo dos genes envolvidos
nesses processos e proteinas com fungcdes homdlogas de mamiferos, o zebrafish
apresenta um suscetivel sistema de resposta ao estresse oxidativo e,
conseguentemente, um atraente modelo para estudo de tais mecanismos e
potenciais terapias (Fang et al., 2012). Brittijn e colaboradores (2009) destacam a
facilidade com que se induz e observa a resposta inflamatéria em embrides de
zebrafish. A transparéncia destes animais em estagios iniciais aliada a
sensibilidade da resposta inflamatéria através de manipulacdo farmacoldgica,
linhagens transgénicas ou ainda, técnicas para desenvolvimento de modelos de
ganho ou perda de funcéo, ratificam potencial uso do zebrafish também em
screenings de drogas anti-inflamatérias e resolucdo da inflamacéo. Este cenario
ndo € diferente quando se trata de apoptose, cujas vias em zebrafish s&o
funcionalmente mais proximas as de mamiferos, 0s quais por muito tempo
auxiliaram no entendimento do processo de morte celular. Este modelo permite nao
apenas o estudo dos processos apoptoticos durante o desenvolvimento, como
também em resposta aos mais variados estimulos do meio devido a reproducéo e
desenvolvimento externo e em estruturas transltcidas (Eimon et al., 2010). Assim, o
zebrafish preenche todos os requisitos para estudos celulares e genéticos em larga
escala e ao mesmo tempo aplicavel as doencas humanas (Pyati et al., 2010), pois
diversas pequenas moléculas moduladoras tém apresentado atividade conservada
entre zebrafish e humanos (Eimon et al., 2010).

Todas essas caracteristicas fizeram do zebrafish um modelo experimental
atraente por combinar uma serie de caracteristicas de desenvolvimento, genéticas
e econdmicas, refletindo no crescente numero de publicacfes utilizando o modelo
animal. Enquanto no inicio dos anos 90 menos de 100 artigos cientificos
relacionados com zebrafish eram publicados anualmente (Hill et al., 2005), em 2016
uma rapida busca na base de dados do PUBMED/NCBI (do inglés, National Center
for Biotechnology Information) com ‘zebrafish como palavra-chave, resulta em
cerca de 26.000 artigos.

O zebrafish ndo substituird o uso de modelos mamiferos. Contudo, ocupa um

nicho importante entre os animais modelos mais tradicionais e sistemas in vitro,
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oferecendo em um contexto celular toda a abrangéncia de um animal vertebrado,
em uma escala antes viavel apenas em cultura de células ou em modelos
invertebrados (Peterson, 2012). Adicionalmente, seu uso como organismo modelo
proporciona uma combinacdo unica devido a facilidade de manipulacéo e
habilidade de modelar doengas humanas a um custo mais acessivel que outros
modelos vertebrados (Meeker et al., 2008; Brittijn et al., 2009). Sob este panorama,
0 zebrafish aparece para auxiliar na resolucdo de questdes de dificil solucdo em
outros organismos modelos, que, em troca, devem confirmar avancos descobertos

no peixe, maximizando seu impacto translacional (Renshaw et al., 2012).

1.2.1. TECNOLOGIA CRISPR/CAS9 NO ZEBRAFISH

A inativacdo, parcial ou total, de um determinado gene (respectivamente,
knockdown ou knockout), € uma estratégia eficaz para identificar as possiveis
funcbes do mesmo através da manifestacdo de novos fendtipos. A contribuicao do
zebrafish neste cenario é expressiva, porém até recentemente limitada, devido a
impossibilidade de se interromper a funcdo de um gene-alvo por recombinacao
homologa em células tronco embrionérias; as quais nao foram estabelecidas no
modelo apesar de classicamente utilizada em roedores (Hisano et al., 2016). Por
muito tempo, uma alternativa foi o uso de morpholinos (MO), oligonucleotideos anti-
senso que inibem a traducdo do gene alvo gerando por no méaximo 7dpf, o
knockdown do gene-alvo. A estratégia permite avaliar efeitos a curto prazo, porém
temporarias e limitadas apenas ao inicio do desenvolvimento; e as vezes
associados a efeitos off-target e eventos apoptéticos (Varshney et al., 2015). Em
discussédo recente, diferentes grupos relataram discrepancias entre fendtipos
obtidos via knockdown (anti-senso) e via nocaute (mutacdes no DNA); cerca de até
80% dos MO utilizados ndo apresentam os mesmos fendtipos que suas mais
recentes versées em linhagem nocaute (Kok et al.; Rossi et al.; Stainier et al., 2015).

Mais recentemente, uma série de novas técnicas vem aprimorando
estratégias para edicao de genomas, baseadas no uso de nucleases direcionadas
a sitios especificos do genoma. Entretanto, dificuldades de desenho, sintese e
validac&o impediram seu uso generalizado, até muito recentemente. A combinagéo
de avancos concomitantes em diversas areas permitiu o0 desenvolvimento de uma
nova classe de endonucleases guiadas por RNA capazes de reconhecer e

modificar uma regiao alvo, baseando-se em um tipo especifico de sistema imune
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adaptativo bacteriano. Nomeada como CRISPR/Cas9, (do inglés, clustered
regularly interspaced short palindromic repeats e CRISPR-associated proteins), esta
tecnologia vem causando uma revolucado devido a possibilidade de modificar o
genoma com preciséo, eficiéncia e versatilidade sem precedentes (Doudna &
Charpentier, 2014).

O potencial como ferramenta de edicdo de genomas apareceu apos
décadas de pesquisa basica sobre o sistema CRISPR bacteriano; o qual funciona
como memodria imunoldgica de infecbes prévias, com intuito de agilizar a resposta
de defesa em caso de nova exposicdo ao virus/plasmideo. O sistema, com
presenca estimada em cerca de 40% das bactérias de genoma sequenciado, esta
organizado em arranjo génico composto por elementos repetitivos intercalando
DNA do hospedeiro e do patdégeno, flanqueados por um cluster de genes
codificando a maquinaria enzimaética necessaria para funcdo do complexo
(Gonzalez & Yeh, 2014). Variagbes no componentes moleculares envolvidos na
formacdo do complexo classificam o sistema em trés tipos, sendo tipo Il o mais
bem caracterizado e de menor complexidade, com apenas trés componentes. Este
consiste na incorporacdo de pequenas sequéncias de DNA exdgeno, entre
sequéncias repetitivas da propria bactéria, que serdo mais tarde transcritas em
diversos RNAs CRISPR (ou crBNA). Estes contém uma sequéncia CRISPR prépria
do hospedeiro, € uma sequéncia do DNA invasor; respectivamente, espacador e
proto-espacador, como representado na Figura 3a. O crRNA hibridiza com outro
RNA transcrito, o tracRNA (do inglés, fransactivating RNA) e juntos formam um
completo com a endonuclease Cas9 ativando o sistema de reconhecimento e
clivagem do DNA exogeno (Figura 3b). Nesta composicéo, a Cas9 é guiada ao
local alvo no DNA do patégeno pela complementariedade a sequéncia do proto-
espacador e a sua regido adjacente especifico para Cas9; o motivo adjacente ao
proto-espacador (ou sequéncia PAM, em inglés); a qual varia entre diferentes
bactérias (Hsu et al., 2014; Sander & Joung, 2014).
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Figura 3. Sistema CRISPR/Cas. A) Sistema tipo Il em bacterias. B) Sistema adaptado para edicdo de
genomas. C) Simplificacdo de dois RNAs em um RNA-guia. (Fonte: Sanders & Joung, 2014).

O sistema CRISPR do tipo Il, originario de S. pyogenes, foi adaptado por
Jinek et al. (2012) para uso como ferramenta de edicao de genomas simplificando
0s componentes do complexo: um unico e pequeno RNA-guia (ou sgRNA; do inglés
single-guide RNA) contendo a fusédo do crRNA ao tracRNA; Figura 3c) e a nuclease
Cas9; a qual reconhece a regido alvo no formato 5-N2oNGG. Portanto, a variagcao
que gera a especificidade da regidao a ser reconhecida pela Cas9, resume-se aos
20 nucleotideos adjacentes a sequéncia PAM. Uma vez na regido alvo, Cas9 induz
quebras de dupla-fita do DNA no sitio alvo e, na tentativa de reparar tal clivagem, a

maquinaria celular (1) introduz mutacées aleatérias (insercées ou delacdes) no sitio
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de clivagem através de reparo mediado por juncdo de extremidades n&o-
homologas (ou NHEJ, do inglés, non-homologue end-joining); ou (2) introduz
sequéncias ‘doadoras’ inteiras por reparo por direcionamento homologo (ou HDR,
do inglés, homology-directed repair) (Figura 4). Desta forma, e devido ao reparo
incorreto da quebra do DNA, a primeira op¢éo tem sido usada na geracédo de
animais nocaute e a segunda, na insercdo de variantes funcionais especificas, bem
como geracao de knock-ins, ao alterar por exemplo, 0 promotor associado ao gene
de interesse. Diferente das técnicas de edicdo de genomas anteriores (ZFNs e
TALENSs, respectivamente Zinc-Finger Nucleases e Trancriptional Activador-Like
Effector Nucleases) CRISPR/Cas9 ¢é a Unica que se baseia em pareamento direto de
nucleotideos, enquanto as demais dependem de interagcGes proteina-DNA;
potencialmente menos especifica e mais laboriosa (Hruscha et al., 2013). Portanto,
a simplicidade do desenho dos RNas-guia, o baixo custo de realizacéo e indices de
eficiéncia de mutagénese compativel ou até superior as técnicas precursoras
(Gonzalez & Yeh, 2014), CRISPR/Cas9 provou-se muito versatil, tanto in vitro e in

vivo, € ja foi reproduzida nos principais organismos modelos (Hsu et al., 2014).

Nuch}lse-inducod

double-strand break
NHEJ
mmms .......
- ‘TR HOR
Variable length

v
v
—J
Precise insertion or modification

Figura 4. Sistemas de reparo apos inducéo de quebras de DNA-dupla fita.
(Fonte: Sanders & Joung, 2014).
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No zebrafish, dois trabalhos pioneiros foram publicados validando o uso da
técnica de CRISPR-Cas9 in vivo e com altos niveis de eficiéncia e especificidade na
geracao de mutacdes hereditarias (Hwang et al., 2013; Jao et al.,, 2013). A principal
peculiaridade deste sistema no zebrafish é a transcricdo in vitro do RNA-guia € do
RNA da Cas9 seguido de co-injecdo dos mesmos em embrides em estagio de 1-
célula, devido ao rapido desenvolvimento do animal. Desta forma, maximiza-se a
incorporacdo das potenciais mutacdes nas células da linhagem germinativa,
permitindo o estabelecimento da linhagem mutante apds algumas geracdes de
endo- e retrocruzamentos (Hruscha et al, 2013; Gagnon et al, 2014). O
desenvolvimento de linhagem knock-in via CRISPR/Cas9 em zebrafish foi reportado
pouco tempo depois, apesar de obter grau de eficiéncia bastante reduzido (Irion et
al., 2014; Hisano et al., 2015).

1.2.2. SIRTUINAS NO ZEBRAFISH

Apesar de estar claro o potencial do zebrafish em contribuir de forma
importante no avango do conhecimento e dos desdobramentos envolvendo as
sirtuinas, até o momento poucos sdo os estudos que fazem esta conexio. Isso
pode ser atribuido ao fato de ser necessario um investimento na caracterizacao
inicial da familia no zebrafish para futuramente usufruir das suas qualidades em
pesquisas complementares aos modelos tradicionais. Felizmente, iniciativas vem
contribuindo para essa caracterizacdo. Depois de identificados os oito genes
relacionados as sirtuinas no genoma do zebrafish (Potente et al., 2007; Pereira et
al.,, 2011) e mapeado o perfil de expressdo génica dos mesmos em diferentes
tecidos do zebrafish adulto (Pereira et al.,, 2011), foi possivel avaliar o efeito de
potenciais agentes moduladores das sirtuinas na sua expressdo bem como de
parte de seus alvos em tecidos especificos. Por exemplo, o efeito do resveratrol nas
SIRT1, 3 e 4, PGC1-a e Nampt (Schirmer et al., 2011) e o efeito da taurina na SIRT1
(Hammes et al., 2012) foram recentemente avaliados no figado do zebrafish adulto.
Quanto ao uso de larvas, Potente e colaboradores (2007) observaram o
comprometimento do desenvolvimento e remodelacdo de vasos sanguineos ao
utilizar MOs contra SIRT1, fendétipos correlatos com os avaliados em camundongos.

Em suma, é previsivel que ao aliar a versatilidade do zebrafish com a
abrangéncia de atuacao das sirtuinas se obtenha uma ferramenta para contribuir

ao estudo da biologia, modulacéo, regulacdo e alvos das SIRTs em uma escala
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antes inviavel in vivo. Portanto, considerando que (1) inflamacé&o esta presente em
doencas crbnicas € em associacdo ao envelhecimento; (2) sirtuinas aparecem
como reguladores metabdlicos globais em processos associados a inflamacéao e (3)
0 zebrafish permite modelar diversos processos fisioldgicos e patolégicos
interconectados a essas condi¢cbes; este trabalho visa contribuir com o
entendimento do papel das sirtuinas na inflamacao utilizando zebrafish como

modelo experimental para futuramente explorar seu potencial translacional.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Caracterizar o envolvimento das sirtuinas em modelo de inflamagéo induzido

por sulfato de cobre (CuSQO4) em larvas de zebrafish (Danio rerio).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Realizar reviséo sistematica sobre o uso do cobre como agente indutor de

inflamacao.

* Avaliar o efeito da inducao da inflamacé&o por sulfato de cobre em larvas de
7dpf (dias pos-fertilizacéo) sobre:
- parametros de performance locomotora associados a teste exploratério,
- padrdo de expressdo génica de todos os membros da familia das
sirtuinas,
- padréo de expressao de genes marcadores de inflamacéo, apoptose e

estresse oxidativo potencialmente relacionados as sirtuinas.

* Implementar a técnica de CRISPR-Cas9 para geracdo de modelos nocaute

para sirtuinas potencialmente envolvidas no processo inflamatorio.

* Avaliar o efeito da inflamacédo induzida por sulfato de cobre em larvas

nocaute para sirtuinas envolvidas no processo inflamatério.
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Copper toxicology, oxidative stress and
inflammation using zebrafish as experimental
model

Talita Carneiro Brandao Pereira®’*, Maria Martha Campos‘“’"“|

and Mauricio Reis Bogoa,b,c,e*

ABSTRACT: Copper is an essential micronutrient and a key catalytic cofactor in a wide range of enzymes. As a trace element, cop-
per levels are tightly regulated and both its deficit and excess are deleterious to the organism. Under inflammatory conditions,
serum copper levels are increased and trigger oxidative stress responses that activate inflammatory responses. Interestingly, cop-
per dyshomeostasis, oxidative stress and inflammation are commonly present in several chronic diseases. Copper exposure can
be easily modeled in zebrafish; a consolidated model in toxicology with increasing interest in immunity-related research. As a
result of developmental, economical and genetic advantages, this freshwater teleost is uniquely suitable for chemical and genetic
large-scale screenings, representing a powerful experimental tool for a whole-organism approach, mechanistic studies, disease
modeling and beyond. Copper toxicological and more recently pro-inflammatory effects have been investigated in both larval
and adult zebrafish with breakthrough findings. Here, we provide an overview of copper metabolism in health and disease
and its effects on oxidative stress and inflammation responses in zebrafish models. Copper-induced inflammation is highlighted
owing to its potential to easily mimic pro-oxidative and pro-inflammatory features that combined with zebrafish genetic tracta-
bility could help further in the understanding of copper metabolism, inflammatory responses and related diseases. Copyright ©
2016 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: copper; oxidative stress; inflammation; zebrafish; Chin assay; copper-induced inflammation
|

supplies without a toxic effect in nearly all oxygen-dependent organ-
isms (Tisato et al, 2010; Jomova and Valko, 2011; Zhao et al., 2014).

Copper is the third-most abundant transition metal in the
human body (Pal et al, 2014) with ~80-100mg storage
(Hordyjewska et al., 2014). Perturbation of the copper balance as
a result of diet or disease status has been linked to various disor-
ders (Hernandez and Allende, 2008) such as genetically inherited
Menkes' and Wilson’s diseases; atherosclerosis; diabetes; prion
(CreutzfeldtJakob) disease; in addition to Parkinson'’s; Huntington'’s
and especially Alzheimer's diseases (Mocchegiani et al, 2012a;
Scheiber et al., 2014). Copper excess is actually more widespread
in the human population then its deficiency; maybe partially
because of the high intake of copper inorganic ions consumed in
mineral and vitamin supplements and Cu-plumbing drinking

Introduction

Copper (Cu), one of the oldest known metals, has been important to
humans since pre-historic ages. It makes up only 0.00007% of Earth'’s
crust (Kim et al, 2008) and is naturally found in rock and dispersed
into air, soil and water by geological, meteorological or biological
processes (Milanino and Buchner, 2006). Copper world’s production
has steadily increased since the 1900s mostly for electrical/electronic
consumption, construction, transport and industrial applications
(Fage et al, 2014). Nonetheless, copper is essential to life itself.
Together with other metals such as iron and zinc, copper is a crucial
micronutrient, being a catalytic and structural cofactor of various
enzymes involved in a broad range of processes including energy
metabolism, mitochondrial respiration and antioxidant defenses
(Tisato et al, 2010). Its critical role is promoting structural changes,
catalytic activities and protein—protein interactions take place
through direct interactions with amino acid side-chains and
polypeptides chains (Kim et al, 2008; Festa and Thiele, 2011).
Although some compounds exist with Cu>* and Cu** oxidation
states, in biological systems, copper ions are mostly under either
Cu" (cuprous, reduced) or cu*t (cupric, oxidized) states (Scheiber

* Correspondence to: Talita Carneiro Brandéo Pereira and Mauricio Reis Bogo,
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et al, 2014). Furthermore, switching between these states
generates hydroxyl radicals that are crucial to different cellular
enzymes activities involved in energy metabolism, respiration
and DNA synthesis (Tisato et al,, 2010). Still, free radicals produced
in redox reactions can cause oxidative deterioration of biological
macromolecules; and so, copper can be highly toxic. For this
reason, copper levels are tightly regulated through transcriptional
control and selective transport mechanisms, to ensure adequate
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Abstract

Inflammation is an essential multifactorial response aiming to maintain tissue homeostasis
and becomes deleterious if sustained long-term. Chronic inflammation is a common
denominator of most, if not all, chronic pathological conditions with robust implications on
metabolic disorders and aging-related diseases. The NAD+-dependent histones deacylases
family, the sirtuins, have been associated in this scenario as master regulators of
inflammation and interconnected processes such as oxidative stress. Using zebrafish as
model organism we report the effects of copper-induced inflammation on larval behavior,
expression of all sirtuin-related genes, as well as on markers of inflammation, oxidative
stress and apoptosis. To further investigative sirtuin contribution to this scenario, we
developed the first Crispr/Cas9 knockout line for a sirtuin member that resulted in a adult
viable vertebrate inbreeded line for sirt17-, the most studied family member. Results show an
enhanced inflammatory response on sirt1- mutant zebrafish larvae after inflammatory
stimulus, suggesting that SIRT1 acts as a mitigator of copper-induced inflammation in
zebrafish. Further studies will help to explore SIRT1 contribution in multiple associated
processes, and when combined with zebrafish tractability for high-throughput scale, may
accelerate finest breakthrough in sirtuins biology, modulation and targets using a full whole-
organism knockout.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese teve por objetivo conectar (1) a importancia das sirtuinas como
reguladores metabdlicos e da saude e potenciais alvos terapéuticos; (2) a
inflamacao como fator comum a muitas doencas crénicas e (3) o uso do zebrafish
como ferramenta para prospeccao de novas descobertas e/ou validacao in vivo de
mecanismos associados aos topicos supracitados. Contudo, a caracterizacao
deste grupo de enzimas no modelo € um passo essencial e anterior a sua aplicacéo
como ferramenta. Este trabalho portanto, ndo apenas contribui como base de novos
estudos, como disponibiliza um novo modelo, visando fundamentalmente usufruir
do potencial translacional do zebrafish.

Utilizando um modelo de inflamac¢éo por indugéo via sulfato de cobre em
linhagem nocaute para SIRT1, mostramos a presenca de uma resposta inflamatéria
exarcebada em sua auséncia. Avaliacao complementar da expresséo de diferentes
alvos da SIRT1, bem como de marcadores de inflamacéo e estresse oxidativo no
mutante dardo robustez aos resultados, uma vez que tentativas de avaliar niveis
proteicos de SIRT1 e de NF-kB (utilizando diferentes anticorpos para SIRT1 de
mamiferos) foram infrutiferas. Concomitantemente, avaliar a expressao génica das
demais SIRTs, para investigar possiveis mecanismos compensatorios, permitira
uma visdo mais global do comportamento dos demais membros da familia na
auséncia da principal SIRT no processo inflamatério.

Assim, os resultados aqui apresentados corroboram achados em outros
organismos, comprometendo as sirtuinas na regulacdo do processo inflamatério,
ainda que utilizando um agente inflamatdrio diferente. De fato, o uso do sulfato de
cobre permitiu uma abordagem de inflamacé&o estéril, e como discutido no artigo de
revisdo aqui apresentado, o desbalanco na regulacao dos niveis de cobre no
organismo sédo parte das respostas inflamatérias e estdo sendo cada vez mais
associadas a diferentes doencas crbénicas neurodegenerativas. Por outro lado, a
diminuicéo da expressédo de SIRT1 também j& foi associada a diversas condicoes
associadas ao envelhecimento. Considerando ainda que grande parte destas
doencas possuem componente inflamatério importante e que os mutantes sirt1+/-
desenvolvidos neste trabalho sdo mais suscetiveis a inducdo de resposta
inflamatdria, avaliar os mecanismos subjacentes tornou-se imperativo € um

promissor desdobramento deste trabalho.
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Por ultimo, alterac6es no padrdo de expresséo génica de SIRT3.2, e n&o de
sua paraloga SIRT3, apods inducédo de inflamacdo, também se destaca. Com
apenas um relato na literatura descrevendo sua identificacédo, o desenvolvimento de
uma linhagem nocaute para SIRT3.2 ja estd em andamento e sera essencial para
esclarecer o papel que esta duplicacao génica possui no zebrafish.

Aliado a este contexto, a combinacdo de cenarios de perda e ganho de
funcdo do mesmo gene paralelamente permitird experimentos proof-of-concept,
apresentando o contra-ponto da condicao alvo. Esta abordagem comparativa pode
ser realizada ainda através de controle farmacolégico das moléculas chave e, neste
sentido, uma série de ativadores e (em menor grau) de inibidores, tem sido
descritos para as SIRTs permitindo o direcionamento de resultados moleculares a
uma visdo global funcional. Por outro lado, desenvolvimento de linhagens
transgénicas podem facilitar a visualizacdo de possiveis respostas sistémicas,

aproveitando uma das principais vantagens do zebrafish.
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