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RESUMO

Adoencga de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de deméncia no mundo,
sendo classificada como uma doenca neurodegenerativa progressiva com a
idade, acometendo principalmente pessoas acima dos 60 anos e n&o possui
cura. Suas principais caracteristicas patologicas s&o a formagao de agregados
amiloides extracelulares e a agregacao da proteina tau intracelular, entretanto
existem outras teorias sobre o seu desenvolvimento. Por exemplo, alteragdes na
homeostase do metal essencial Ferro (Fe), como 0 aumento da concentragao de
Fe no cérebro dos pacientes. Uma alta concentragdo de Fe livre tem a
capacidade de causar danos oxidativos através da reacdo de Fenton e levar a
ferroptose. Para avaliar se uma unica exposicao precoce ao sulfato de Fe(ll)
seria capaz de causar alteragcbes na agregagao amildide. utilizamos cepas
transgénicas do modelo biolégico Caenorhabditis elegans que apresentam
expressao do peptideo B-amiloide humano nas células musculares para expor a
diferentes concentragdes de Sulfato de Fe (Il) (0,5, 1, 2 e 3mM), avaliando o
papel desse elemento na agregacao do peptideo e que resulta no fenétipo de
paralisia. Também foi avaliada a sobrevivéncia, longevidade, espécies reativas
de oxigénio (ROS) e parametros natatérios de velocidade média e distancia
percorrida. A exposicdo as maiores concentracdes foi capaz de aumentar o
fendtipo de paralisia e a produgcdo de ROS, diminuir a sobrevivéncia e a
longevidade, além de prejudicar os parametros natatérios. Sendo assim, é
possivel concluir que uma exposi¢cao a altas concentracbes de Fe possui a
capacidade de acelerar o fendtipo de paralisia € aumentar o estresse oxidativo,
porém sem alterar o numero de agregados do peptideo B-amildide em

Caenorhabditis elegans.

Palavras-Chave: deméncia, sulfato de ferro (II), Doenga de Alzheimer, agregacéo

amiloide



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common type of dementia in the
world, being classified as a progressive neurodegenerative disease with age,
affecting mainly people over 60 years of age and has no cure. Its main
pathological characteristics are the formation of extracellular amyloid aggregates
and the aggregation of intracellular tau protein, however there are other theories
about its development. For example, alterations in the homeostasis of the
essential metal Iron (Fe), such as an increase in the concentration of Fe in the
brain of patients. A high concentration of free Fe has the ability to cause oxidative
damage through the Fenton reaction and lead to ferroptosis. To assess whether
a single early exposure to Fe (ll) sulfate would be able to cause changes in
amyloid aggregation we used transgenic strains of the biological model
Caenorhabditis elegans that show human B-amyloid peptide expression in
muscle cells to expose them to different concentrations of Fe (ll) sulfate (0.5, 1,
2 and 3mM), evaluating the role of this element in aggregation of the peptide and
which results in the paralysis phenotype. Survival, longevity, reactive oxygen
species (ROS) and swimming parameters of average speed and distance
covered were also evaluated. Exposure to the highest concentrations was able
to increase the paralysis phenotype and ROS production, decrease survival and
longevity, and impair swimming parameters. Therefore, it is possible to conclude
that exposure to high concentrations of Fe has the ability to accelerate the
paralysis phenotype and increase oxidative stress, but without changing the

number of B-amyloid peptide aggregates in Caenorhabditis elegans.

Keywords: dementia, iron(ll) sulfate, Alzheimer's disease, amyloid aggregation



APRESENTAGCAO

A presente dissertagcao encontra-se estruturada em trés partes:

1° PARTE: as se¢des introducéo, revisdo bibliografica, justificativa e objetivos

geral e especificos.

2° PARTE: os resultados que compdem o presente trabalho serdo apresentados
no formato de artigo cientifico, estando as secbes Materiais e Métodos,
Resultados e Discussao contidas no manuscrito. O manuscrito o qual faz parte
desta dissertacdo encontra-se estruturado no mesmo formato no qual sera

submetido a revista Molecules.

3° PARTE: nesta secdo encontram-se as conclusdes do presente trabalho bem

como perspectivas futuras.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € o tipo de deméncia mais comum no mundo
e é caracterizada como uma doenca neurodegenerativa progressiva com a
idade. E conhecida como uma doenca do envelhecimento que causa declinio
cognitivo, perda de memaria e diminuicdo da massa encefalica devido a morte
neuronal (Mangialasche et al., 2010). Essa doenga se apresenta em duas
diferentes formas, sua forma esporadica, que acomete pessoas a partir dos 60,
e sua forma genética ou familiar que acomete pessoas as partir dos 20 anos.
Seus principais marcadores histolégicos sdo a agregacao extracelular do
peptideo B-amiloide, o qual forma as placas senis e a hiperfosforilacdo da
proteina tau, que forma os emaranhados neurofibrilares. As placas amiléides
impedem a sinalizacdo entre neurénios, levando a uma disfuncdo neuronal,
neuroinflamacéo e morte neuronal. Ja os emaranhados neurofibrilares impedem
a sinalizacao intracelular (Ténnies e Trushina, 2017; Viola e Klein, 2015). Essas
duas proteinas insoluveis causam alteracdes na homeostasia celular e morte

neuronal.

Outra alteracdo observada em pacientes que possuem a DA é a alteracao
na homeostasia do ferro (Fe) (Chen et al., 2023). Por se tratar de um metal
essencial, é necessario para diferentes finalidades, sendo muitas delas
diretamente associadas ao cérebro, como a sintese de mielina, de
neurotransmissores, respiracao celular, entre outros. Além disso, por possuir um
grande papel na respiracao celular € amplamente encontrado no cérebro, devido
a necessidade metabdlica desse 6rgao (Greenough, Camakaris e Bush, 2013).
Entretanto, uma alteragcdo na sua homeostasia pode levar ao aumento da sua
fracéo livre, a qual apresenta um grande perigo para a integridade neuronal, pois
possui a capacidade de reagir com o peréxido de hidrogénio, levando a uma
producdo em cadeia de espécies reativas de oxigénio através da reagdo de
Fenton (Farina et al., 2013). Além disso, altas concentracdes Fe livre causam
neuroinflamacéo e peroxidacao lipidica e esses dois fatores juntos levam a
ferroptose, o que também traz danos e morte neuronal (Belaidi e Bush, 2016b;
Stockwell et al., 2017).
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Contudo, ainda néo se sabe se o acumulo de Fe é um evento primario,
ou secundario na DA, mas sabe-se que o0 aumento das concentracdes de Fe no
cérebro ocorre com o avanco da idade (Greenough, Camakaris e Bush, 2013;
Hagemeier, Geurts e Zivadinov, 2012). Para avaliar os efeitos de uma unica
exposi¢do precoce ao Fe na sobrevivéncia, longevidade, parametros natatorios,
paralisia e agregacdo amiloide ndés utilizamos o nematoide Caenorhabditis
elegans, o qual possui alta homologia genética com humanos (60-80%) e 40%
de genes homadlogos a doencas humanas (Morcos e Hutter, 2009). Esse modelo
também apresenta um ciclo de vida curto, possibilitando avaliar os efeitos do Fe
na longevidade do verme. Além disso, possui um genoma completamente
sequenciado, permitindo a construcao de diferentes cepas. Dentre essas, estédo
as cepas que apresentam expressdo o peptideo B-amiloide humano nos
musculos do verme conforme o animal envelhece, possibilitando assim, avaliar
os efeitos de diferentes xenobidticos e moléculas de interesse na agregacéo
amiloide (Caldwell, Willicott e Caldwell, 2020).

Sendo assim, a utilizacdo do C. elegans para avaliar os efeitos toxicos do
Fe apds uma Unica exposi¢cao precoce € uma grande ferramenta, possibilitando

a avaliacao de parametros toxicoldgicos e seus efeitos na agregacao amiloide.

2. REVISAO NA LITERATURA
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2.1. DOENCA DE ALZHEIMER

Descrita pela primeira vez no inicio do século XX por Alois Alzheimer, a
doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa progressiva, a qual
aumenta a sua prevaléncia conforme o avanco do envelhecimento do individuo.
Classificada como uma doenca neurodegenerativa e a deméncia mais comum
ao redor do mundo, chega a acometer mais de 30 milh6es de pessoas. Em seus
casos esporadicos ou de inicio tardio, os fatores ambientais, genéticos e de estilo
de vida influenciam em seu desenvolvimento, sendo, portanto, uma doenca
multifatorial desenvolvida principalmente em pessoas com mais de 60 anos
(Alexander, Marfil e Li, 2014). Essa patologia também pode ocorrer em sua forma
precoce, sendo esse subgrupo da doenca conhecida como a DA familiar ou de
inicio precoce, onde estdo envolvidos principalmente fatores genéticos como o
polimorfismo do gene ApoE no alelo 4 (ApoE4) e as mutacdes nos genes da
presenilina (PSEN1/2) e na proteina percursora amiloide (APP) que séo
componentes do complexo proteico da a-secretase e € a maior causa de DA
precoce (Li et al., 2019; Tiwari et al., 2019; Villain e Dubois, 2019).

Os principais sintomas incluem o declinio da memaria, comprometimento
do pensamento, da cognicdo e da capacidade de realizar atividades diarias de
maneira independente, dificuldade para comunicacdo, desorientacéo, entre
outros (Gale, Acar e Daffner, 2018). Também apresenta como caracteristicas
fisiopatoldgicas a perda macica da massa encefalica, a qual é resultado da perda
neuronal causadas pelos seus agregados insolaveis, que dificultam a
transmissdo sinaptica e o transporte de organelas intracelulares (Viola e Klein,
2015). Essa perda neuronal ocorre devido a dois tipos de agregados insolaveis,
um intracelular e o extracelular. Os agregados intracelulares, chamados de
emaranhados neurofibrilares, sao resultado da hiperfosforilacdo da proteina tau.
Ja os agregados extracelulares sdo formados pela agregagao do peptideo B-
amiloide, o qual possui forma de dimeros, oligbmeros, e entdo se agregam na
forma de fibrilas, conhecidas como placas senis. Juntos, o (-amiloide e o0s
emaranhados neurofibrilares sdo considerados 0s maiores responsaveis pelo

desenvolvimento da DA.
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A proteina Tau possui como fungdo a estabilizacdo dos microttbulos
celulares, sendo que estes sdo responsaveis pala sustentacdo da estrutura
celular. A presenca dessa proteina nos microtubulos permite a formacdo de
extensfes celulares citoplasmaticas e na sua auséncia essas extensées nao
ocorrem (Avila et al., 2004). A fosforilacdo da Tau no citoplasma normalmente
possui dois residuos de aminoacidos fosforilados, sendo essa fosforilacdo a
responsavel pela ligacdo da tau aos microtibulos ou a membrana celular. Em
condi¢Bes patolégicas uma grande quantidade de residuos dessa proteina sé&o
fosforilados, dando a proteina Tau a capacidade de se auto agregar (Avila et al.,
2004).

Como mencionado anteriormente, as placas senis sao produtos da
agregacao de oligdbmeros amiloides, esses sao formados a partir da APP, uma
proteina integral da membrana plasmatica que em condicbes patologicas séo
clivados pela B-secretase e y-secretase, produzindo o peptideo -amiloide, e em
condicdes nao patologicas sao clivadas pela a-secretase e y-secretase,
produzindo o P3, o qual € soluvel e possui envolvimento na sinalizacdo sinaptica
(Tiwari et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre qual é a funcédo da APP e
alguns estudos relatam a sua capacidade de moderar a sobrevivéncia celular,
crescimento, motilidade, juntamente com o crescimento e fungbes de neuritos
(Dawkins e Small, 2014; Tiwari et al., 2019).

Atualmente, a DA ndo possui uma cura, apenas tratamentos
sintométicos, visando diminuir os sintomas da doenca. Isso pode ocorrer devido
ao tempo de diagnéstico inadequado, drogas ndo eficazes e alvos
farmacoldgicos nédo ideais (Viola e Klein, 2015). Existem duas classes de
medicamentos para o tratamento sintoméatico da DA, sendo eles os inibidores da
acetilcolinesterase e antagonistas da N-metil-D-aspartato. S&o inibidores da
acetilcolinesterase a donepezila, rivastigmina e a galantamina. Esse mecanismo
baseia-se na hipétese colinérgica da DA, a qual considera que o B-amiloide
causa uma reducgdo na recaptacao da colina, que € essencial para a sintese da
acetilcolina. Pacientes com a DA possuem uma grande neurodegeneracdo dos
neurdnios colinérgicos, 0s quais possuem papel essencial na memdéria, atencao,
aprendizagem e outras fun¢des. Porém, como ja mencionado, € um tratamento

profilatico, sem efeitos na inibicdo do desenvolvimento da doenca (Breijyeh e
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Karaman, 2020a). A outra classe, baseia-se na hipétese de que os receptores
NMDA estédo hiperestimulados na DA resultando em excitotoxicidade, disfuncao
sinaptica, morte neuronal e declinio nas funcbées cognitivas. O medicamento
utilizado para essa hiperestimulacdo é o antagonista dos receptores NMDA, a
memantina(Breijyeh e Karaman, 2020b). Entretanto, esses medicamentos ja
foram suspensos na Franca em 2018, pois, apos uma década de uso nao

apresentou evidéncia de efeitos clinicos significativos (Walsh et al., 2021).

Atualmente existem varios medicamentos em desenvolvimento com
diferentes alvos farmacoldgicos, dentre eles inibidores da agregacao da proteina
Tau, a vacina amiloide induzindo a produgao de anticorpos contra o peptideo [3-
amiloide, moduladores da alfa-secretase e o Aducanumab, um anticorpo
monoclonal anti-B-amiloide (Breijyeh e Karaman, 2020b; Salloway et al., 2022).
Alguns pesquisadores consideram o aducanumab uma falsa esperanca, uma
vez que héa controvérsias sobre a liberacdo desse medicamento pela FDA para
todas as fases da doenca, pois ndo se sabe ao certo se a depuragdo do [3-
amiloide protege de fato o paciente do declinio funcional e cognitivo, sendo que
nos estudos clinicos foram incluidos apenas os pacientes no estado precoce da
doenca (Walsh et al., 2021).

A incapacidade de resposta aos farmacos deve-se muitas vezes por estes
nao atacarem mecanismos chave no desenvolvimento e progressdo da doenca.
Um desequilibrio na homeostase local do microambiente em que as células da
microglia estdo presentes pode causar a ativacdo destas. Por exemplo, o
depdsito do B-amiloide entre dois neurdnios saudéveis pode interromper a
sinalizacao entre eles e iniciar uma resposta imune, levando a neuroinflamacao,
conseguentemente causando danos aos neurénios e ao redor (McCarthy et al.,
2016; Revi, 2020). O acumulo de Fe foi correlacionado com a neuroinflamacao,
possuindo a capacidade de induzir a ativacdo das células da glia através da
liberacdo de fatores pro-inflamatorios mediada por NFkB. McCarthy et al. (2018)
demonstrou que as células da micrdglia quando expostas ao B-amiloide
aumentam a expressao das proteina transportadora de Fe DMT-1 e da H-
ferritina, sugerindo que a micréglia age limpando o excesso de Fe extracelular
quando recrutada para as placas contento o B-amiloide durante a resposta

neuroinflamatéria da doenca (McCarthy et al., 2018). Existem evidéncias de que
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em associacdo com os emaranhados neurofibrilares e com os agregados
amiloides esta incluso o Fe. Estudos demonstram que este metal promove a
agregacdo e oligomerizacdo, aumentando a toxicidade dos agregados,
contribuindo assim com a morte neuronal (Belaidi e Bush, 2016a; Peng, Chang
e Lang, 2021). Também existem evidéncias de que o Fe3* liga-se a residuos de
histidina presentes nos agregados amiléides e que o Fe?* liga-se ao N-terminal
inibindo a estrutura helicoidal do $-amiloide, elevando o numero de folhas betas
(Chen et al.,, 2023). Outros estudos evidenciam que células ricas em Fe
estimulam a expressédo da APP através da proteina estimuladora de ferro (IRP1)
(Chen et al., 2023; Peng, Chang e Lang, 2021; Zhou e Tan, 2017). Corroborando
com estas evidéncias, estudos demonstram a capacidade de quelantes de Fe,
como a deferroxamina, para diminuir a neuroinflamag&o em ratos modelo para a
DA, através da troca do estado da micrdglia proinflamatéria M1 para a sua forma
antinflamatéria M2. Além disso, também possui a capacidade de diminuir a
agregacao amildide e inibicdo da apoptose no cérebro desse modelo (Chen et
al., 2023; Zhang e He, 2017). Entretanto, o uso prolongado de quelantes pode
resultar em efeitos adversos e a maioria deles ndo consegue ultrapassar a
barreira cérebro sangue, sendo necessario o desenvolvimento de novos

guelantes com melhor eficacia (Chen et al., 2023).

A alteracdo na homeostase do Fe também pode ocorrer por aumento na
exposicao a este metal. Estudos apontam que a exposicao a elevados niveis de
Fe pode acelerar a producao e a agregacao do peptideo beta-amiléide, aumenta
expressdo da APP/presenilina, altera expresséo de transportadores de metais e
induz estresse oxidativo (Becerril-Ortega et al., 2014; Chen et al., 2019; Turner,
Hojat e Gonnella, 1987). Desta forma, alteracées na homeostase do ferro podem
estar envolvidas no desenvolvimento e progressao da DA nas formas familiar e
idiopatica ou ambiental. Sendo assim, mais estudos sdo necesséarios para

entender o papel da exposicao ao ferro no desenvolvimento da DA.

2.2. FERRO
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O Ferro (Fe) é classificado como um micronutriente essencial devido as
suas caracteristicas especificas, sendo o metal de transicdo mais presente no
corpo humano. Este elemento € necessario para a manutencdo da vida em
diferentes organismos. Sua capacidade redox auxilia as metaloproteinas e
enzimas metabodlicas em suas atividades, doando ou recebendo elétrons.
Também torna possivel o transporte de oxigénio pela sua presenca no
grupamento heme na hemoglobina das heméacias, além de outras funcdes
essenciais, como: a sintese de neurotransmissores, sintese de ATP,
mielinizacdo, sendo um metal abundante no cérebro devido a necessidade
energética deste (Daglas e Adlard, 2018b; Wang e Babitt, 2019). Uma deficiéncia
de ferro prejudica a proliferacédo celular, o transporte de oxigénio e € o principal
responsavel pelas causas de anemia (Pasricha et al., 2021). A quantidade total
de ferro em um corpo humano adulto é de 3 a 5g de ferro, sendo essencial todo
um sistema de absorcdo, armazenamento e transporte para ndo deixar esse
micronutriente livre nos diferentes sistemas e causar danos (Belaidi e Bush,
2016a).

A absorcdo do Fe ocorre no duodeno, onde o Fe3* é reduzido a Fe?* pela
enzima DCYTB (proteina semelhante ao citocromo B duodenal), presente nas
microvilosidades dos enterécitos para entdo ser transportado para dentro da
célula pelo transportador de metal divalente 1 (DMT1). Quando dentro da célula,
o Fe esta presente no citosol como um pool labil de Fe e pode ser destinado para
a mitocondria, para sintese do heme, ou entdo novamente oxidado a Fe3* com
destino a ferritina para ser armazenado (Butler, 1992; Salloway et al., 2022).
Outras formas de armazenamento sdo o0s lisossomos com a ferritina e a
hemossiderina (Peng, Chang e Lang, 2021). O responsavel pelo transporte do
ferro para fora das células € a ferroportina e antes de ser transportado precisa
ser oxidado pela ceruloplasmina ou outras ferroxidases e entéo transferido para

a transferrina (TfR1) para ser distribuido para os tecidos pelo sangue.
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Figura 1. Absor¢do de ferro pelo enterdcito duodenal. O Fe? para ser absorvido é oxidado a Fe?*
pela proteina semelhante a citocromo B duodenal (DCYTB) e entdo absorvido pelo transportador de metal
divalente (DMT-1), sendo temporariamente armazenado na ferritina, ou ja exportado pela ferroportina.
Apds exportado o Fe?* vai ser reduzido pela Ceruloplasmina a Fe®* e entdo transferido para transferrina

para ser distribuida aos diferentes tecidos. (Fonte: prépria autora)

Em mamiferos, a homeostasia celular do ferro é controlada tanto a nivel
de traducdo dos RNAm, quanto a nivel pds transcricional através de dois
sensores de ferro citosolico, as proteinas reguladoras de ferro (IRPs) IRP1 e
IRP2. Essas proteinas se ligam aos elementos responsivos ao ferro (IRES),
localizados nas regides nao traduzidas dos RNAm que codificam proteinas
envolvidas na captacdo do ferro, armazenamento e transporte (Anderson et al.,
2012; Peng, Chang e Lang, 2021). Quando a célula esta deficiente em ferro, os
IRPs ligam-se ao IRE 5’ do RNAm da ferritina e ferroportina com alta afinidade
para reprimir a sua traducéo, e liga-se ao IRE 3’ do RNAm da TfR1 para bloquear
a sua degradacdo. Ja quando o ferro estd em excesso, os IRPs néo ligam-se
aos IREs, aumentando a sintese da ferritina e da ferroportina, promovendo a
degradacdo do RNAmM do TRfl. Essa regulacdo coordenada da célula permite
que ocorra uma absorcdo adequada de acordo com as necessidades do
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organismo, sem chegar aos niveis téxicos (Anderson et al., 2012; Peng, Chang
e Lang, 2021).

No cérebro, o Fe é encontrado nos ganglios basais, nas células da glia,
na substancia nigra, no nucleo vermelho, no giro denteado cerebelar, no cortex
cerebral, na substancia negra, medula oblonga e nas células endoteliais de
capilares do cérebro (Jiang et al., 2017). O cérebro é um 6rgédo que necessita de
uma grande quantidade desse metal para manter as suas necessidades basicas,
devido a demanda energética alta. No envelhecimento saudavel, o acimulo de
ferro ocorre em varias regides do cérebro, sendo principalmente estocado na
ferritina e na neuromelanina (Belaidi e Bush, 2016a; Ward et al., 2014).
Entretanto, acredita-se que o envelhecimento acarreta em prejuizos na
regulacdo da homeostase do Fe e que esse excesso acaba né&o sendo
complemente armazenado de maneira segura, deixando alguma quantidade de
Fe intracelular livre. Esse aumento nas concentracdes de Fe intracelular pode
ser devido a varios fatores, sendo eles, o aumento da permeabilidade da barreira
cérebro sangue, inflamacédo, redistribuicdio do Fe no cérebro e, como ja
mencionado anteriormente, alteracdes na homeostase do cérebro (Ward et al.,
2014).

Como ja foi descrito anteriormente, o corpo humano precisa de todo um
sistema para ndo deixar nenhuma forma de Fe livre, evitando assim, danos
celulares. Entretanto, quando encontrado em sua forma livre, o ferro pode reagir
catalisando a producdo de espécies reativas de oxigénio causando danos ao
DNA, proteinas e lipideos (Wang e Babitt, 2019). Esse fendbmeno ocorre
principalmente pela atividade redox do Fe, onde o ion ferroso Fe?* é oxidado
pelo peroxido de hidrogénio através da reacdo de Fenton (1), formando ferrico
Fe3*, um radical hidroxila e uma hidroxila (Fig. 2) (Koppenol e Hider, 2019). Na
segunda etapa dessa reacdo (2) o Fe3* vai ser reduzido pelo peréxido de
hidrogénio a Fe?*, produzir um o radical hidroperoxila e mais um préton H* Essa
reagdo pode gerar um ciclo vicioso de producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como pode-se observar na figura 1 (Pal et al., 2022). A producédo EROs
tem a capacidade de danificar o DNA, mtDNA, afetar a expresséo do DNA, oxidar
as proteinas e levar a peroxidacao de lipideos de membrana. As ERO podem

induzir a liberagdo do Fe das suas proteinas de armazenamento e do Fe



20

presente nas proteinas mitocondriais (Ward et al., 2014). Esse Fe livre vai
novamente sofrer a reacdo de Fenton e essa producao de EROs vai levar a um
desenvolvimento mais rapido de uma neurodegeneracao, como ocorre na DA (E
e E, 2017). Essa producédo de EROs pode levar a morte celular por apoptose ou
por ferroptose, sendo esta Ultima um tipo de morte celular dependente de ferro

(Peters, Connor e Meadowcroft, 2015).

(1) Fe2* + H,0, -> Fe3* + *OH + OH-
(2) Fe3*+ H,0, -> Fe2* + *O0H + H*

Figura 2. Reacéo de Fenton (Fonte: propria autora)

Diferente da necrose e da apoptose, a ferroptose é induzida por uma alta
concentracdo de Fe e também existem evidéncias sobre o seu envolvimento com
a DA. Nesse tipo de morte celular, o excesso de Fe?* livre induz a ferroptose
através da geracdo de espécies reativas produzidas pela reacdo de Fenton e
peroxidacao lipidica dos acidos graxos poliinsaturados presentes na membrana
celular. O sistema antioxidante possui uma importante acdo reguladora da
ferroptose. A glutationa peroxidase 4 (GPX4) tem a capacidade de catalisar a
reducdo de peroxidos lipidicos aos seus alcoois correspondentes com a
glutationa (GSH) como agente redutor, ndo deixando a ferroptose acontecer

(Peters, Connor e Meadowcroft, 2015).

O conhecimento de que ocorrem mudancas quimicas nas concentracdes
de Fe em pacientes com a DA ja é antigo, sendo uma das primeiras descobertas
relatadas em cérebros com a DA em 1953 e 1960 (Hallgren e Sourander, 1960).
Como mencionado anteriormente, o Fe esta presente tanto nos emaranhados
neurofibrilares, como nas placas senis, sendo encontrado uma grande
guantidade de ferro em cérebros pds-mortem de pacientes que possuiam a DA
(James et al., 2017). Existem evidéncias in vitro da inducdo da agregacéo dessas
proteinas quando na presenca de Fe (Ayton, James e Bush, 2017). Desta
maneira, 0 aumento de Fe é correlacionado com o0 aumento da quantidade de
placas amildides, ja possuindo resultados demonstrando a severidade da DA

com os depdsitos de Fe (Du et al., 2018). Scott Ayton et al (2014) demonstrou
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que a elevacdo da ferritina no fluido cerebroespinal estava negativamente
envolvida com o declinio cognitivo e com a progressao desse declinio para a DA.
Além disso, esses altos niveis de ferritina apresentaram correlacdo com o alelo
APQOe¢-4 (Ayton et al., 2015; Ayton, Diouf e Bush, 2018). Também existem
evidéncias de que a APP diminui a concentracdo de ferro intraneuronal através
da estabilizagdo da ferroportina na membrana celular, demonstrando o seu
envolvimento mais direto com a regulacdo do Fe (McCarthy, Park e Kosman,
2014; Wong et al., 2014). Estudos clinicos jA demonstraram a capacidade da
deferroxamina, um quelante especifico para o Fe, em diminuir a taxa de declinio
da memdria e a reducéo da inteligéncia (McLachlan, Kruck, T. P. A., et al., 1991;
McLachlan, Kruck, T. P., et al., 1991). Ainda ndo se sabe se esse aumento na
concentracao de ferro € um evento primario ou secundario na DA, mas ja existem
alguns conhecimentos concretos, como o aumento dos niveis de ferro no cérebro

conforme o envelhecimento (Ayton et al., 2021; Spence, McNeil e Waiter, 2022).
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Figura 3. Representacao da via amiloidogénica e agregacao amiléide, que
resultam no aumento de ROS e Fe livre levando a ferroptose. (1) Demonstra a clivagem da
proteina APP no processo amiloidogénico e ndo-amiloidogénico através das enzimas de
clivagem a-setretase, p-secretase e Y-secretase, resultando (2) na agregagéo do peptideo B-
amildide, formando os oligbmeros e posteriormente as (3) placas amiloides que se agregam ao
redor dos neurdnios impedindo a sinalizagdo. Esse processo (4) vai aumentar a quantidade de

espécies reativas de oxigénio (ROS), (5) liberando ferro (Fe) armazenado em proteinas
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intracelulares deixando ele livre e (6) consequentemente causando peroxidagdo lipidica e

consequente ferroptose. (Fonte: Prépria autora).

2.3 Caenorhabditis elegans

O nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) foi descoberto e
selecionado em 1960 pelo Sydney Brenner como um organismo para modelo
bioldgico e mutacdes genéticas. Esse pequeno verme é encontrado em matéria
organica em decomposicao, tronco de arvores, solo e em alguns ambientes
aquaticos. Possui alta homologia genética com os humanos, em torno de 60-
80% e 40% dos genes estao correlacionados com doencas humanas (Kaletta e
Hengartner, 2006; Martinez-Finley et al., 2011). Tem como vantagem um corpo
transparente e um ciclo de vida curto, além de a maior parte da populacdo ser
hermafrodita e assim garantirem a reproducdo da prépria espécie. A producdo
espontanea de machos é uma raridade ocorrendo em apenas 0.1% da
populacao. Apos o hermafrodita fazer a postura de ovos, este vai eclodir e entrar
no seu estagio larval L1. Dentro de 48h o verme vai chegar ao seu estagio larval
adulto, e entdo passar para o0 seu estagio adulto jovem e comecar o seu ciclo
reprodutivo. Esse ciclo reprodutivo dura em torno de trés dias e apos a
reproducdo inicia-se o processo de envelhecimento do verme. Dependendo das
condi¢Oes laboratoriais, o C. elegans pode viver em torno de 21 dias (Culetto e
Sattelle, 2000). Devido ao seu ciclo de vida curto, o que possibilita a obtencéo
de resultados mais rapidos, esse modelo é amplamente utilizado para monitorar
o envelhecimento e as alteracBes consequentes desse processo, assim como,
as alteracdes causadas pela exposicdo a diferentes xenobidticos (Nicolai et al.,
2022). O C. elegans possui 0 seu genoma completamente sequenciado e seus
302 neurdnios bem caracterizados, tudo isso contribui para a producéo de cepas
geneticamente modificadas (Earley et al., 2021). Por possuir o corpo
transparente a visualizagdo de cepas com marcagdes proteicas utilizando a
proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein-GFP) torna-se possivel e
de facil quantificacdo, aléem disso também possibilita a utilizacdo de diferentes
corantes para marcar mitocéndrias, lipideos, proteinas insoluveis como o (-

amiléide.
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Figura 4. Ciclo de reproducéo do C. elegans (Fonte: WormAtlas)

Esse pequeno nematoide também é amplamente utilizado para a
avaliacao de metais, tanto para estudos de toxicidade, como para alteracdes na
sua homeostase (Anderson e Leibold, 2014a; Earley et al., 2021). A exposicao a
diferentes metais pode causar uma diminuicdo do tamanho do verme, atraso no
desenvolvimento, neurodegeneracao, diminuicdo da taxa de reproducao, além
de passar alteracbes comportamentais para a sua progénie (Lu et al., 2018;
Martinez-Finley et al., 2011; Soares, Puntel e Avila, 2018). Sobre o Fe, existem
diferentes resultados sobre os seus efeitos em C. elegans. Alguns estudos
trazem que a exposicdo ao Fe causa uma diminuicdo da sobrevivéncia e na
longevidade, neurodegeneracdo dopaminérgica e aumenta os niveis de EROS
(Almeida Fagundez, De et al., 2015; Soares, Puntel e Avila, 2018). Também
existe uma alta homologia entre o sistema de regulacéo da absorcéo, transporte,
armazenamento entre o C. elegans e humanos (Anderson e Leibold, 2014a).
Possuindo a SMF-3 ortélogo a DMT-1, ortélogos a ferritina FTN-1 ou FTN-2, e a
ferroportina FPN1.1, FPN1.2 e FPN1.3 Assim como em humanos, em C. elegans

ocorre 0 acumulo de Fe conforme o envelhecimento e leva a producdo de
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proteinas insollveis. Esses efeitos podem ser alterados quando o verme é
exposto ao etilenodiaminotetra-acetato de calcio dissodico (CaEDTA), levando a
uma diminuicdo de proteinas insolluveis e das concentracdes de Fe conforme o

envelhecimento (Klang et al., 2014).

Devido as suas boas caracteristicas para a pesquisa, o C. elegans
também foi estabelecido como modelo para a DA, pois possui diferentes
proteinas  ortdlogas envolvidas com o desenvolvimento dessa
neurodegeneracdo. Por exemplo, os genes ortélogos a preniselina sel-12 (PS1)
e hop-1 (PS2), dois ortélogos a a-secretase sup-17 (ADAM10) e adm-4
(ADAM17/TACE), a proteina tipo tau (ptl-1) e a APP (apl-1) (Hornsten et al.,
2007; Smialowska e Baumeister, 2006). Enquanto as a-secretases SUP-17 e
ADM-4, atuam principalmente na clivagem dos homoélogos ao Notch LIND-12 e
GLP-1 (Alexander, Marfil e Li, 2014), os mutantes da hop-1/PSEN em mutantes
para a sel-12/PSEN mostraram letalidade por efeito materno, defeitos na
linhagem germinativa e auséncia da faringe anterior (Westlund et al., 1999). O
homologo a proteina tau possui duas isoformas PTL-1A e PTL-1B é expresso na
epiderme embridnica, em neurbnios mecanosensoriais, e também ndo apresenta
agregacdao nas fibrilas como a proteina humana (Goedert et al., 1996). Apesar
disso, ja existem modelos geneticamente modificados que agregam a proteina
tau (Natale, Barzago e Diomede, 2020). Em C. elegans a Apl-1 é expressa em
células de diferentes tecidos, como neurdnios, musculos e hipoderme. Essa
proteina € essencial para a viabilidade morfolégica do verme, seu knockout
causou vacuolos no interior do verme em estagio L1 e dificuldade para fazer a
muda para o estagio L2. O verme conseguiu sintetizar a cuticula do estagio L2,
mas ndo conseguiu se desprender da cuticula do estagio L1, levando a sua
morte. JA o ganho de funcdo dessa proteina causa defeitos no brood size,
movimento e viabilidade (Hornsten et al., 2007). J& quando inserida uma Unica
copia da APP humana em C. elegans foi observada uma neurodegeneracao
progressiva com o envelhecimento (Yi et al., 2017). Entretanto, a apl-1 n&o
possui a sequéncia AB e nem um ortélogo a B-secretase, o que impede o
desenvolvimento da doenga naturalmente nesse modelo (Alexander, Marfil e Li,
2014).
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Apesar do C. elegans nao produzir a porcédo BA da APP e nem a -
secretase, esse nematoide possibilita um poderoso sistema genético in vivo para
estudar os efeitos neurotoxicos do PA através de anadlises transgénicas
(Alexander, Marfil e Li, 2014). Diferentes tipos de cepas ja foram criadas para
expressarem o BA em neurénios especificos ou todos os neurbnios, e musculo.
Sendo essas cepas utilizadas para estudar xenobidticos que induzem a
agregacao, ou que desagregam o BA (Caldwell, Willicott e Caldwell, 2020; Mccoll
et al., 2012).

A partir de 1995 se iniciou a publicagcédo sobre a expresséo do peptideo B-
amiléide humano em C.elegans. Utilizando o promotor unc-54 foi possivel induzir
a expressao deste peptideo no tecido muscular do verme. Chistopher D link
(1996) (Link, 1995) construiu um plasmideo contendo o minigene B-(1-42) e
demonstrou que a cepa CL2006 efetivamente expressa o peptideo B-amildide
humano, através de ensaios de imuno-histoquimica e marcacdo com a
Thioflavina S, o marcador do B-amildide ja bem conhecido na literatura. Também
foi observado que essa cepa recém construida apresentava um fendétipo de
paralisia conforme o envelhecimento, sendo sugerido um efeito proveniente da
citotoxicidade causada pelo B-amiloide (Griffin, Caldwell e Caldwell, 2017; Link,
1995). Sequentemente surgiram estudos utilizando essa cepa para padronizar o
X-34 como marcador do peptideo B-amildide. Também surgiram outras cepas,
como a GMC101, consolidando o modelo para um rastreio farmacoldgico contra

a agregacao amiloide

A utilizacdo do C. elegans para avaliar os efeitos de uma Unica exposi¢ao
precoce ao Fe no primeiro estagio larval do verme torna-se uma ferramenta de
grande importancia para elucidar se uma exposicdo ambiental a diferentes

concentracfes Fe pode levar a inducdo da agregacao amiloide.
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3. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que pacientes que desenvolvem a DA possuem uma maior
concentragcdo de ferro no cérebro,. Para melhor compreender este fendmeno,
utilizamos o nematoide Caenorhabditis elegans para avaliar o efeito de uma
Gnica exposicdo no seu primeiro estagio larval a elevadas concentracdes de
sultafo ferroso (II) em cepas transgénicas expressando o peptideo 3-amiléide no
musculo do verme. Hipotetizamos que a exposi¢do a curto prazo, no inicio da
vida dos mutantes, ir4 acelerar a agregacao do peptideo p-amildide, causando

maior estresse oxidativo, paralisia e reducédo no tempo de vida dos animais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

- Avaliar o efeito de uma Unica exposi¢ao ao sulfato ferro (1) durante o primeiro
estagio larval no fenétipo de paralisia e na agregacdo amiloide, utilizando cepas
transgénicas do Caenorhabditis elegans que expressam o peptideo p-amiléide

nos musculos.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da exposicdo ao sulfato no fendtipo de paralisia e na
agregacao do beta-amiléide;

- Investigar os efeitos de uma Unica exposicao ao sulfato de ferro (Il) em
parametros toxicoldgicos, como a sobrevivéncia, longevidade, parametros
natatorios (distancia percorrida e velocidade média);

- Avaliar o estresse oxidativo apés uma Unica a exposi¢ao no primeiro estagio

larval ao sulfato de ferro (II) nos animais transgénicos e tipo selvagem,;
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ABSTRACT

Iron (Fe) is an essential metal required for mitochondrial respiration,
oxygen transport, xenobiotics metabolism and myelin synthesis, just to name a
few. However, studies suggest that a deregulation of Fe homeostasis increases
its accumulation in the brain and can accelerate the development of Alzheimer's,
Huntington's and Parkinson's disease. In order to gain additional knowledge
about this gene x environment interaction, we have used transgenic
Caenorhabditis elegans strains that express human amyloid 3 in their body
muscles, inducing a paralysis phenotype that is also observed in mammals, and
exposed them to Iron (I) sulfate. Bristol N2 (wildtype), GMC 101 (Punc-54::A-
beta::unc-54 3Prime UTR; Pmtl2::GFP) and CL2006 (Punc-54::human A-beta 3-
42; pRF4 (rol-6(su1006)) worms at the first larval stage were exposed to the 0.5,
1, 2 and 3mM Fe2S04 for 30 minutes. After exposure, we observed that the
highest concentrations caused increased mortality rate to the worms of all strains.
CL2006 worms presented higher paralysis rate when exposed to 3mM. These
worms also performed worse in the swimming assay when exposed to Fe2SOa.
Notably, both AB- expressing strains presented shorter longevity when exposed
to Fe2S0a4 in relation to wildtype. In all strains, Fe overload caused increased
reactive species production. Our data indicate that exposure to Fe?* probably do
not accelerates the aggregation of human amyloid 8 in vivo, despite increasing
paralysis, accelerating aging and impairing worms locomotion, a phenomena that
can also occur in humans and accelerate the progression of the disease.

Keywords: Neurodegeneration, aggregation, neurotoxicology, metals.
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1.INTRODUCTION

Metals are classified as essential and non-essential, being the essentials
required for the homeostasis of living organisms. Fe is one of these essential
metals and under normal conditions is involved in important processes for life
maintenance such as oxygen transport, mitochondrial respiration, myelin
synthesis, synthesis and metabolism of neurotransmitters (Greenough,
Camakaris e Bush, 2013). It has an essential role in mitochondrial function and
energy production since it promotes the flow of electrons via complexes, being
an abundant metal in the brain, due to the metabolic needs (Daglas e Adlard,
2018a). On the other hand, exposure to high levels of this metal has been
associated with neurodegeneration, due to its ability to react with hydrogen
peroxide by the Fenton reaction, leading to the formation of reactive species that
can damage macromolecules (Anderson e Leibold, 2014b). As a consequence,
the oxidative stress can lead to neurodegeneration, because of its ubiquitous

presence in the encephala (Soares, Fagundez e Avila, 2017).

Notably, some neurodegenerative diseases such as Huntington's,
Parkinson's and Alzheimer's (AD) are characterized by increased Fe levels in
specific regions of the brain (Batista-Nascimento et al., 2012; Belaidi e Bush,
2016a). Studies reported that an increase of Fe in the brain is related to aging,
and this increase could be involved with AD (Quintana et al., 2006). However, it
is uncertain whether this accumulation occurs because of 3-amyloid aggregation

or whether free Fe induces the formation of the aggregates.

AD is a neurodegenerative disease, classified as the most common form
of dementia. It has a slow progression, being characterized by the death of neural
cells mainly in the cortical region and hippocampus, regions responsible for
cognitive-intellectual functioning (Belaidi e Bush, 2016a). Its main pathological
causes are: aggregation of the 3-amyloid peptide (AR), the main constituent of
senile plaques (PS) and the hyperphosphorylation of tau protein, responsible for
the intracellular formation of neurofibrillary tangles, which are the hallmarks of
this disease (Martorell et al., 2017). This disease mainly affects the elderly and
due to the aging of the population has become an epidemic (Mangialasche et al.,
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2010). An interesting finding is that Fe levels are increased in the aging brain,
which could be associated with triggering AD (Wessling-Resnick, 2017). In
addition, early-life Fe overload caused by Fe supplementation in infant formula
and during episodes of anemia may contribute to the dysregulation of Fe
homeostasis. In a study relating children who ingested Fe fortified formula, infants
had lower cognitive and visual-motor scores at 10 years than those receiving low-
iron formula (Lozoff et al., 2012). Murine pups daily fed with carbonyl Fe (days
10-17 postnatal) for 2 months presented higher concentrations of Fe in the
substantia nigra (Kaur et al.,, 2007), suggesting its accumulation. The author
hypothesizes that supplementation with Fe in iron-sufficient infants may have
adverse effects on neurodevelopment. Another study with rodents suggests that
neonatal systemic Fe exposure causes permanent changes to Fe homeostasis
in the brain, altering expression of proteins involved in the Fe homeostasis,
leading to adverse neurological effects (Dornelles et al., 2010; Fredriksson et al.,
1999; Hare et al., 2015; Pifiero et al., 2000). As this relationship is still not well
elucidated, two hypothetical mechanisms are considered: the first would be the
direct binding of Fe to amyloidogenic proteins; and the second, that the
generation of free radicals by the Fenton reaction would promote the aggregation
of the AR peptide (Joppe et al., 2019).

In order to better study this gene x environment interaction, and at the
same time to reduce the number of animals for experimentation, the use of the
invertebrate model Caenorhabditis elegans (C. elegans) has been widely
explored as an in vivo model for AR aggregation. This nematode has its genome
completely elucidated and shares many genetic and metabolic similarities to
mammals. About 40% of genes that are related to human diseases have
orthologues in C. elegans, which is not the case of AR and tau. In this case,
because of its easy genetic manipulation, the generation of humanized mutants
expressing human AR and tau protein that aggregate allows the study of AD
(Corsi, Wightman e Chalfie, 2015). In this context, Klang et al., (2014)
demonstrated that the aging of nematode C. elegans is also associated with the

accumulation of Fe and an increase in insoluble proteins (Klang et al., 2014).

Our group has already demonstrated in C. elegans that a short exposure

to FeSO4 (1) causes multiple biological defects, as alterations in longevity and
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locomotion, in addition to causing dopaminergic neurodegeneration and oxidative
stress, which can contribute to accelerating AD development (Almeida Fagundez,
De et al., 2015; Soares, Puntel e Avila, 2018). In this context, we sought to
evaluate the effects of early Fe exposure on the paralysis caused by peptide A
aggregation in C. elegans. We hypothesized that a short-term early-life Fe
overload will increase muscle aggregation of the peptide, leading to an increase
in the rate of paralysis and altering locomotion parameters in the experimental C.

elegans A model.

2.METHODOLOGY

2.1 Preparation of treatment solutions

For the preparation of the treatment solutions, a stock solution (SS) of
60mM of iron (Il) sulfate heptahydrated (FeSO4.7H20) was prepared in saline
solution (0.5% NaCl). The final concentrations used in the tests were 0.5, 1, 2

and 3 mM, which were based on previous studies from our group.
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2.2 Strains and Caenorhabditis elegans maintenance

The strains used during the study were N2 (wild type), GMC101 (Punc-
54::A-beta(1-42)::unc-54 3Prime UTR; Pmtl2::GFP) and CL2006 (Punc-
54::human A-beta 3-42; pRF4 (rol-6(su1006)). All strains were obtained from the
Caenorhabditis Genetic Center (CGC, Minnesota, USA). During this study, the
nematodes were maintained on plates with nematode growth media (NGM)

medium seeded with Escherichia coli OP50.

Both model strains for the aggregation of B-amyloid peptide are induced
after increasing the maintenance temperature The GMC101 strain is kept in an
incubator at 20°C for the proper development of animals and when exposed to a
temperature of 25°C, expresses the AR peptide present in the body wall muscles
and they paralyze. CL2006 strain is maintained at 15°C and when exposed to
20°C also expresses and aggregates the AB in the body wall muscles. Because
of these different temperature exposures, wildtype worms were exposed to the
same conditions and, therefore, we have two different strain controls. Notably,
CL2006 has a roller phenotype.

2.3 Synchronization

To obtain the worms in their L1 stage, pregnant adult worms were
submitted to a synchronization process. This process consists of using a lysis
solution containing sodium hypochlorite (NaClO, 2%) and sodium hydroxide
(NaOH, 10 M), so the cuticle of the pregnant worms can be broken and eggs can
be obtained. 14 hours later the L1 larvae hatched from the eggs, which were later

used for treatments.

2.4 Survival, longevity and paralysis rate assays

L1 larvae of strains N2, GMC101 and CL2006 were exposed to different
concentrations of FeSOa4 in liquid medium for 30 minutes and, soon after, washed

for three times to remove the treatments. Afterwards, they were placed on plates
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containing NGM medium and E. coli OP50 for 48 hours at 20°C. 48h after the end
of the treatment, the survival rate of the worms was analyzed, comparing treated

groups with the control group (4-5 independent experiment were performed).

For longevity assay, 48h after the end of the of treatment 25 worms from
each group of N2 and GMC101 were transferred to new plates with E. coli OP50
and exposed to 25°C for 96h in order to induce the expression of the AB peptide.
After 96h, the worms were again kept at 20°C, transferred to new plates, until all
worms were dead. All worms that did not respond to touch stimuli were
considered dead. The same process was done for CL2006 and N2, but both
strains were kept at 20°C throughout the whole assay (at least three independent

experiment were performed).

Parallel to the longevity assay, using the same 25 worms, the paralysis
rate was performed with the strains N2,GMC101 and CI2006 . Paralysis was
verified 48h, 72h and 96h after upshift to 25°C or 20 °C, being considered
paralyzed the worms that received the touch stimulus and did not move the
middle of the body, or only moved the head and tail. At least three independent

experiments were performed.

2.5 Swimming assay

The swimming test was performed in order to assess locomotion
movements, speed and distance travelled in the liquid by N2 and GMC101 strain
(CL2006 was not used because of its roller phenotype). After 48h of treatment,
fifteen worms from each group were transferred to a new plate containing E.coli
and exposed to 25°C for 24h. The 24h time was chosen for longer at 25 degrees
the animals were physiologically very debilitated. After that, five worms were
transferred to a 24-well plate containing 200puL of saline (0.9% NacCl) in each well.
For 30s, the worms were acclimated and then recorded for 1 minute, using the
Olympus SZ2-LGB stereo micorscope a smartphone adapter and a smartphone
to record the videos. The Tracker video analysis and modeling tool software from

ImageJ was then used to track the locomotion of each worm. Average speed,
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swimming movements and swimming distance were measured for each group of

5 animals. At least three independent experiments were performed.

2.6 ROS

To determine ROS production following treatments, 5000 worms were
exposed as previously described for 30 minutes and then analyzed 48h to N2
and 72h to CL2006 after exposure (due to delay in the development). Worms
were washed from the plates and were transferred to microtubes containing 500
MM of carboxy-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-DCFDA) for 1 hour
in the dark. After that, the worms were washed to remove the excessive dye and
then transferred to microplates and the fluorescence was quantified in a
microplate reader (SpectraMax M5/Molecular Devices, San Jose, CA, USA). The
fluorescence levels (excitation: 485 nm; emission: 525nm) of the samples were
detected at 20 °C. The fluorescence from each well was measured every 15min
for up to 60min. The delta of the fluorescence readings (t60-t0) was expressed
as a percentage of the control. The measurements were repeated three times

and each condition was performed in duplicates, normalized by protein.

After these same assay protocol, 5 worms per group were photographed
for representative images to measure their fluorescence and corroborate to the

readings.

2.7 Thioflavin-S staining

Labeling of amyloid aggregates was performed as described in (Zhang et
al., 2022) with some modifications, using the strain CL2006. 48h after treatment
the worms were collected from the plates, washed three times with saline and
then fixed with 4% formaldehyde in phosphate buffered saline (PBS: 137mM
NaCl, 10mM phosphate, 2.7mM KCI; pH 7.4) at 4 °C. The worms were then
permeabilized in buffer containing 1 % Triton X-100, 5 % fresh -
mercaptoethanol, 125 mM Tris, pH 7.4, in a 4 °C incubator for 24 h. The worms

were stained with 0.125 % Thioflavin S (dissolved in 50 % ethanol) for 20 min.
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Slides were observe in cellular microscope and images acquired. The amyloid

aggregates of 10 worms were counted. At least three independent experiments
were performed

2.8 Statistical analysis

Results were expressed as mean + SEM. Shapiro-Wilk test was conducted
to verify data normality. Parametric data were submitted to one-way followed by
Tukey or Bonferroni post-test. Non-parametric data were analyzed using the
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-test assuming the significance level
when the p value is <0.05.

3.RESULTS

The wild type strain and the mutant strains that aggregate the AB in the
body wall muscles did not demonstrate a difference in survival rate when
compared among them. Notably, the strains showed a similar response to
different concentrations of Fe exposure. The exposure to the concentration of
3mM of Fe was able to decrease significantly the survival of the three different
strains (Figure 1; Table 1).
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Figure 1. Mortality and lifespan after exposure to Fe?*, in wildtype and in the
different strains expressing the B-amyloid peptide in the body wall muscles. (A) Treatment
with Fe at all concentrations significantly decreased the survival rate of the N2 strain ** p<0.01;
*** p<0.001 of significance in compared to its respective control. The strain CL2006 also had
decreased survival at all exposed concentrations ## p<0.01. In relation to the GMC101 strain,
only the treatment with Fe at 3mM decreased the survival of the worms @ p<0.05 and ## p<0.01
of significance by one-way ANOVA followed by Tukey post-test. (n=3-5). (B-C) Lifespan of the
wild type strain N2 and longevity of the CL2006 strain at 20°. p<0.5 *; p<0.01 **; p<0.001*** of
significance by one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. (At least three independent

experiments were performed in every assay).

Table 1: Average survival of the exposed worms (in days)

N2 Control | 0.5mM | 1mM | 2mM Jmi
Median survival | 10 11 11 1 8

CL2006 Control | 0.5mM | 1mM | 2ml 3mi
Median survival | 9 10 9 1 5

Fe exposure did not cause a significant increase in the paralysis in the
strain GMC101 at the different days (S1). However, in the CL2006 strain, it was
possible to observe a dose-dependent response in the first 48h of the test. As we
can observe in the Figure 2A, at 1mM the paralysis was significantly different
from the control, gradually increasing up to 3 mM. Nevertheless, this effect did
not persist for the next 24h and the dose-dependent response was lost. Figure
2B depicts that only the Fe concentration of 3mM caused a significant difference
from the control. At 96h, this response was lost and all groups paralyzed equally
(Figure 2C).
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Figure 2. Evaluation of the paralysis rate at 48h, 72h and 96h after exposure to Fe?*.
Rate of paralysis of the CL2006 strain at 20 °C after 48H (A), 72H (B) and 96h (C). One-way
ANOVA followed by Tukey post hoc test. (At least three independent experiments were
performed). *P< 0.05; *P< 0.01 and ***P<0.001 means paralyzed different from the paralyzed
control.

For the swimming assay we used the GMC101 strain because the CL2006
has a roller phenotype and does not have the natural swimming movement. As
hypothesized, the number of swimming, mean velocity and the swimming
distance were significantly decreased by Fe exposure. The concentration of 3mM
was able to decrease the mean velocity of locomotion and the swimming distance
(Figure 3A), whereas at 1ImM and 3mM Fe was able to reduce the swimming
distance (Figure 3B). We can also observe this decrease in locomotion at the

concentrations 1mM and 3mM at the representative images (Figure 3C).
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Figure 3. Test of locomotion with GMC101 strain after exposure to Fe?". Mean

1mM 3 mM

velocity of worms, 24h after exposure at 25°C (A), in (B) distance traveled and in (C)
representative image of the isolated trajectories of the video analysis and modeling tool software,
referring to the distance traveled by the worms in liquid medium. Significance was determined

using the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post hoc test. Symbols show significant

differences in relation to the GMC control group: ** p <0.01 and *** p <0.001.

To determine ROS levels assay, we used the CL2006 strain, considering
that the GMC101 animals have the mtl-2 expressed in the intestine tagged with
GFP. In the wild type and CL2006 strain the levels of ROS were significantly
different from the control at 1mM to 3mM (Figure 4).
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Figure 4. Oxidative species from the wild type and CL2006 strains at the different
concentrations after exposure to Fe. Delta of the fluorescence readings (t60-t0). (A) Wild type
and its respective representative imagens. (B) CL2006 and its respective representative imagens.
Significance was determined using One way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Symbols

show significant differences in relation to the control group: *<0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001.

The number of aggregates was also measured (Figure 5). However, 48h
after exposure, it was not possible to verify any significant difference between the
groups. These results suggest that Fe may not induce amyloid aggregation, but

may induce neuroinflammation and increase the paralysis phenotype.
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Figure 5. Number of aggregates per worm. Significance was determined using Kruskal-

Wallis test. No statistical difference was observed.

4.DISCUSSION

AD has been considered a multifactorial disease associated with several
risk factors and so far, more than twenty factors have been already identified.
Some of them are aging, diet, genetic factors, mitochondrial function, air pollution,
vascular diseases, infections and environmental factors, among others
(Armstrong, 2019; Breijyeh e Karaman, 2020b). As aging and genetic
predisposition cannot explain all cases of AD, risk factors related to
environmental exposure, such as metals, have been considered a major
contributor to the development of this disease, due to their ability to cause
oxidative stress leading to a neuroinfammatory and neurodegenerative
processes (Armstrong, 2019; Batista-Nascimento et al., 2012; Farina et al.,
2013). Another important factor that must be taken into account regarding metal
poisoning is an imbalance in the internal homeostasis of the essential metals that
occurs with aging and may result in the AD pathology (Armstrong, 2019; Batista-
Nascimento et al., 2012). Considering that Fe is involved in the regulation of the
amyloid precursor protein (APP), tau and apolipoprotein E, that has been
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associated with the BA aggregation (Armstrong, 2019; Batista-Nascimento et al.,
2012; Zhao et al., 2018), investigating early life Fe overload effect associated to
a genetic predisposition is of interest. In this sense, in our study we have found
that exposure to high Fe concentrations for 30 minutes at L1 stage decreased
the survival of all strains, increasing locomotor damage in the transgenic strain
GMC101. In the wild type and CL2006 transgenic strains, the exposure caused
a decrease in the lifespan, accelerating aging and increasing the paralysis rate in

the CL2006 strain. In addition, it increased the ROS production in both strains.

The exposure to Fe decreased the survival rate of different humanized
strains for AD and the wild type in the present study. As observed in other
investigations from our lab, Fe is toxic for the C. elegans at different
concentrations. Fagundez, Camara et al. (2015) found a LCso of 1.2mM for the
wild type strain at the same conditions tested in this study. Soares et al. (2018)
also observed a significant decrease in the survival of the wild type strain when
worms were exposed to concentrations of 0.5, 1ImM and 2mM of Fe during 30
minutes. Considering these previous studies, we have chosen the concentration
range for our study. We observed that the model strains for muscle AB peptide
aggregation have a similar sensibility to the Fe exposure, as depicted in Figure
1A.

In the present study it was possible to observe that 48h after the end of
Fe exposure, the paralysis rate increased in a concentration-dependent manner
in the strain CL2006 (Figure 2). However, the exposure to Fe did not cause a
significant difference in the paralysis of the GMC101 strain (S1), but was able to
cause significant changes in swimming parameters (Figure 3). We believe that
the paralysis was accelerated by Fe overload due to its ability to promote the
aggregation of the AR peptide and the tau protein, as described in in vitro and in
vivo studies as well (Mantyh et al., 1993; Sayre et al., 2000).

As demonstrated for Klang et al. (2014) an exposure to a much higher
concentration of 15mM of ferric ammonium citrate, which is an Fe (Ill) form,
increased the paralysis at 120h after exposure in the strain CL4176, which
expresses the AB1-42in the body-wall muscles. This study also demonstrated that
the amount of Fe in C. elegans increases with aging, just like occurs in humans

(Klang et al., 2014). The same study observed that when the worms were treated
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with CaEDTA (a metal chelator) at the first day of adulthood it reduced the Fe
levels with aging and decreased the paralyses rate. Metal chelation therapy is a
potential clinical strategy for the treatment of AD, as deferrioxamine, a specific
Fe chelator, has been found to significantly slow the progression of AD in one
clinical trial and also in in vitro studies, demonstrating its ability to decrease the
aggregation of senile plaques and neurofibrillary tangles. (McLAchlan et al.,
Sayre et al. 2000). In another clinic study with 48 patients, McLachlan et al. (1991)
demonstrated that deferoxamine intramuscularly twice dayli in patients with AD
had a significant reduction in the rate of decline of the intelligence and memaory.
Zhang et al. (2017) demonstrated that the treatment with deferoxamine in
APP/PS Doble mutant mice was able to reduce the cognitive AB peptide

aggregation, ameliorate cognitive function and inhibited apoptosis in the brain.

Regarding the modifications in the number of swimming movements, this
finding could be associated to the AP peptide aggregation as well. This
aggregation causes a limitation in the muscle and as consequence alters the
swimming movement. Another explanation for altering these systems would be
the neuronal damage caused by Fe exposure (Rand, 2007; Zhen e Samuel,
2015), as dopaminergic neurons that stimulate movement for food search in
starved animals (Almeida Fagundez, De et al., 2015; Soares, Puntel e Avila,
2018). In this way, we analyzed the acetylcholinesterase activity to verify the
integrity of the cholinergic system (Data not shown). However, no significant
difference was found. Nonetheless, we do not rule out the possibility of
cholinergic damage, considering that synaptic damage or altered amounts of
acetylcholine can be occurring.

We have observed a decreased lifespan in wild type and in CL2006 worms
(Figures 1 C), suggesting that an exposure to high concentrations of Fe is able
to accelerate the aging of the worm. Notably, we have detected increased
reactive oxygen species in worms exposed to Fe in both wild type and CL2006
strains 48h and 72h after exposure, respectively (Figure 4). Fe can trigger the
formation of reactive oxygen species, since Fe?* can react with H202 generating
the highly reactive hydroxyl free radical (*OH) by the Fenton Reaction: Fe?* +
H202 — Fe3* + «OH + OH- (Batista-Nascimento et al., 2012). However, there was

no change in the number of amyloid aggregates, which may be because at this



44

stage, Fe possibly contributes to neuroinflammation and therefore increasing
paralysis phenotype (Figure 5). Associating these results, we could suggest that
the exposure to excessive Fe concentrations can led to ferroptosis, a cell death
type that is Fe dependent and one of its main hallmarks is ROS formation and
lipid peroxidation (Dixon et al., 2012; Stockwell et al., 2017). Therefore, we
believe that in our protocol we may be inducing ferroptotic cell death via free
radical formation by the Fenton reaction, causing subsequent oxidation of
biomolecules, as lipid membrane, accelerating neuronal degeneration and aging.
Notably, recent literature suggests that ferroptosis has been associated with
neurodegenerative diseases, including AD (Hambright et al., 2017; Wang et al.,
2022).

Fe overload can occur due to excessive dietary supplementation,
contaminated food and water, occupational exposure or by genetic diseases such
as hemochromatosis and neuroferritinopathies (Salvador, Uranga e Giusto,
2011). Considering that Fe can deposit in the neurons and trigger ferroptosis,
people that have a genetic predisposition to AD can be at higher risk of an early-
onset and even presenting lower response to the treatments that could reduce

the symptoms and prolong patient’s lifespan.

Considering all these results, we can suggest that the exposure to high
concentrations of Fe in early-life can induce the paralysis phenotype, without
causing a change in the number of amyloid aggregates, possibly contributing to
neuroinflammation, accelerating aging and locomotor impairment in AD-
humanized model in C. elegans. In addition, Fe overload can accelerate the aging

through the Fe capacity to cause the production of ROS and lead to ferroptosis.
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Figure 1. Evaluation of the paralysis rate of Fe-treated worms at 48h, 72h and 96h. The GMC101 were

exposed to 252C when they reached the L4 stage. Paralysis rate of the GMC101 strain after 48h (A), 72h
(B) and 96h (C).
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Figure 2. Oxidative species from the wild type and CL2006 strains at the different concentrations after
exposure to Fe. Quantification of fluorescence. (A) Wild type and (B) CL2006. Significance was determined
using One way ANOVA followed by Tukey’s post test. Symbols show significant differences in relation to
the control group: *<0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001.
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Figure 3. Ache activity showed no significant change in strains N2 and GMC101 after treatment with Fe
at concentrations of 0.5mM and 3mM. The results showed no significant difference when compared with
the wild strain (N2). One-way ANOVA followed by Tukey's post test. (At least three independent
experiments were performed)
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos podemos concluir que uma Unica exposi¢ao
precoce ao Sulfato de Ferro (Il) possui a capacidade de induzir o fendtipo de
paralisia em Caenorhabditis elegans, entretanto, ndo ocorreu uma diferenca
significativa na mensuracdo do numero de agregados na marcacdo com a
Thioflavina-S. Sendo assim, essa exposicdo pode contribuir com a
neuroinflamacdo causando um aumento no fendtipo de paralisia. Essa
exposicdo também levou a diminuicAo da sobrevivéncia, longevidade e
alteracdes nos parametros de natacdo do verme, como a velocidade média e
distancia percorrida. Contudo, mais estudos sdo necessarios para avaliar a
fundo qual a capacidade de uma exposicdo ao Sulfato de ferro (Il) causar

alteracdes nos agregados beta-amiléide em C. elegans.



56

7. PERSPECTIVAS

Uma das perspectivas futuras é melhorar a quantificagcdo de agregados
amiloides utilizando C. elegans e avaliar no quinto dia de vida do verme, para
conseguir avaliar uma possivel diferenca significativa. Também pode-se realizar

a quantificacdo da expresséo do peptideo através de Western Blotting.

A avaliacdo da expressdo das diferentes proteinas reguladoras,
transportadoras e armazenadoras de ferro sdo de grande importancia, para
elucidar melhor os efeitos de uma exposi¢ao a altas concentragdes desse metal.

Assim como a quantificagéo de ferro ingerida pelo verme.

Espero que esse trabalho incentive outros projetos e que eu tenha aberto

uma porta para mais estudos.
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