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Capitulo I:
Fundamentacao teorica




Fundamentagao teorica
1. O sistema imune

A resposta imunoldgica desempenha a importante funcdo de defesa do
organismo contra patégenos e outras substancias estranhas '. Além do
reconhecimento de patdégenos, eventualmente, o sistema imunologico pode
reconhecer células do organismo como nao préprias. Como o sistema imune
consegue discriminar os constituintes invasores dos préprios constituintes? A
resposta € que este sistema dispde de duas linhas de defesa que de maneiras
distintas e simultaneas, conseguem eliminar os patégenos sem que haja o
reconhecimento das células préprias®. A imunidade inata é caracterizada como
inespecifica, que se desenvolve dentro de padrbes repetitivos e esta presente em
toda escala zoologica. A imunidade adaptativa é especifica e apresenta
tipicamente uma resposta primaria fraca e de curta duragéo, seguida apds novo
contato, por uma resposta mais intensa e duradoura, fruto da geragdo de uma
memoria imunolégica do primeiro momento®. A resposta imune adquirida se
desenvolveu em sistemas filogeneticamente mais velhos, sendo controlada e
assistida. Entretanto, esta resposta seria ineficiente sem a presenca da resposta
inata. Isso porque ambas as respostas precisam agir simultaneamente na
protecdo contra organismos invasores?

Os mecanismos inatos sdo iniciados, em geral, a partir da interagdo do
antigeno com receptores presentes na membrana plasmatica de algumas células.
Em vertebrados, os principais componentes da imunidade inata sédo: (1) barreiras
fisico-quimicas, tais como os epitélios e as substdncias antimicrobianas
produzidas nas superficies epiteliais; (2) células fagociticas (neutrdfilos,
macrofagos) e células matadoras naturais (NK); (3) proteinas do sangue,
incluindo os membros do sistema complemento e outros mediadores da
inflamacao; e (4) citocinas, efetoras da imunidade inata e adaptativa que regulam
e coordenam muitas atividades deste sistema como por exemplo, o Fator de

Necrose Tumoral-a *.



1.2 Autoimunidade e o TNF-a

Falhas nos mecanismos de autotolerancia do sistema imune podem gerar
uma resposta inflamatéria devido as reagées chamadas de auto-imunes. Isto
acontece porque células do proprio organismo sao reconhecidas pelo sistema
imune, sendo consideradas autoantigenos, e geram, portanto, uma resposta
imune severa que pode levar até ao aparecimento de lesdes’'. Essas reagdes sdo
o ponto de partida para o desencadeamento das doengas auto-imunes, que
acometem pessoas de todas as idades, racas, sexos e classes sociais®. Muitas
dessas doencgas inflamatérias crénicas e degenerativas tém etiologia complexa
como, por exemplo, a doenca inflamatéria intestinal (DII)® 7 ® artrite reumatoide
(RA)*"° dentre outras™ ?.

As citocinas desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento das
doengas auto-imunes, essas glicoproteinas extracelulares iniciam sua agéo pela
ligacdo a receptores especificos na superficie da célula-alvo, e uma vez
secretadas agem em varios tipos celulares regulando a resposta imune. Como por
exemplo, o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)*'%'®. Esta é uma citocina pré-
inflamatdria produzida por células do sistema imune em resposta a uma variedade
de estimulos™ 1% 1°,

O TNF-a é fundamental para a resposta inflamatéria aguda frente as
infecgdes bacterianas sendo responsavel por muitas das complicagbes sistémicas
das infecgbes graves.Sua principal fonte celular sdo os fagdcitos mononucleares
ativados, as células natural killer (NK), os mastécitos e as células T estimuladas
por antigenos " %18,

O receptor de TNF-a (TNFR) de membrana possui dominio de morte e
envia sinais pro-apoptoticos do meio extracelular para o meio intracelular
participando assim do um mecanismo extrinseco de inducdo de apoptose'’. A
principal fungdo dessa citocina no sistema imune de vertebrados € estimular o
recrutamento de neutréfilos e de mondcitos para os locais de infeccdo e ativar
essas células para destruirem os agentes invasores " '°.

O TNF-a promove diversas outras acdes sobre células endoteliais e sobre
os leucécitos como a expressdo de moléculas de adesdao na superficie do

endotélio, estimulagédo da secregcdo de quimiocinas, recrutamento de leucdcitos e



necrose tecidual " 8

Acredita-se que o TNF-a ative as células sinoviais
residentes para produzir enzimas proteoliticas que medeiam a destruicdo da
cartilagem dos ligamentos e dos tenddes das articulagdes na RA'. Intervengdes
terapéuticas eficazes contra citocinas, como bloqueadores de TNF, bem como
estudos de polimorfismos do TNF-a confirmam a participacdo da citocina pro-

inflamatdria nos processos de autoimunidade (RA e DC) '%%°

1.2.1- O ortélogo do TNF-a

Os primeiros estudos sobre apoptose foram realizados em

2122 Contudo, um motivo

Caenorhabditis elegans como organismo modelo
importante dificultou esses estudos, pois nenhum dos membros da familia TNF
estdo presentes nessa espécie’’. Ainda, a regulagdo da morte celular em
mamiferos difere da que acontece nesses nematdides, sendo no primeiro
amplamente regulada por mecanismos extrinsecos enquanto no segundo a
regulacdo da morte celular esta sob o controle de mecanismos intrinsecos®' %2,
Os mecanismos intrinsecos sao ativados por sinais microamabientais
intracelulares e se iniciam na mitocondria. E através do complexo enzimatico
apoptossomo resulta na ativacédo de caspases indutoras de apoptose’”.

Apesar de nao ter sido reportado a existéncia de mecanismos extrinsecos
para a regulagcado de morte celular em invertebrados, ha uma alta similaridade do
mecanismo de morte celular entre humano e Drosophila como por exemplo, a
existéncia dos membros da familia TNF e TNFR presentes em ambas as espécies
2324 Drosophila codifica duas proteinas ortélogas ao par TNF e seu receptor
TNFR: nomeadas Eiger e Wengen respectivamente® 24,

Eiger é o primeiro e até entdo o tnico homdlogo do TNF em Drosophila®
%25 0 gene Eiger codifica uma proteina do tipo Il que contém um dominio
citoplasmatico, uma regido transmembrana localizada entre o 36° e o 62°
aminoacido, e um dominio extracelular de 353 aminoacidos. Sua homologia com
o TNF-a humano se da na porg¢ao C- terminal, havendo 20% a 25% de identidade
entre as duas®®. A proteina de Drosophila, ortéloga ao TNF tem funcéo ligante e

esta envolvida nos processos de resposta imune do inseto 2% 262527,



Alguns estudos mostraram que Eiger exerce papel nos processos
bioldgicos de resposta imune inata, indugao de apoptose, regulagdo negativa na
transmissdo da sinapse neuromuscular e homeostase neuronal®?¥2*. Produtos
derivados da expressao desse gene ja foram detectados em diferentes células e
tecidos, como: plasmacitos, olho larval/adulto, abdémen adulto, asas, escutelo,
sistema nervoso central 2 larval/adulto, corpo gorduroso larval, glandula salivar
adulto e exoesqueleto?,

Eiger e seu receptor Wengen agem em mecanismo sinergistico que resulta
na indugéo da apoptose celular, principalmente pela via JNK (figura 1), embora
alguns estudos apontem a participacdo de Wengen em outras vias de morte
celular como a via inflamatéria dependente do dominio protéico de
imunodeficiéncia (IMD)?°. A estrutura e fungdo de Eiger sugerem que o
mecanismo extrinseco de indu¢cdo de morte celular pode ter sido evolutivamente
conservado em D. melanogaster ¥ ?°. Estudos genéticos revelam que a atividade
de caspases nao € essencial para o mecanismo de morte celular induzido por
Eiger®® 2% Eiger e Wengen interagem fisicamente um com o outro através de
seus dominios de homologia com TNF e TNFR, respectivamente. Essas
descobertas possibilitam entender melhor os papéis evolutivamente conservados
dessas proteinas no desenvolvimento normal bem como em condi¢des

patofisioldgicas®’.
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Figura 1. Modelo proposto da indu¢c&o de morte celular por ativacdo da via JNK com participacéo
direta de Eiger e Wengen

1.3 Drosophila melanogaster, o organismo modelo

Drosophila melanogaster ¢ um inseto holometabolo, pequeno, que
naturalmente se encontra em volta das frutas em putrefacdo e, por isso, é
também conhecida por mosca da fruta®>. Com um rapido ciclo de vida (figura 2),
as fémeas podem produzir, numa semana, varias dezenas de descendentes
resultantes de uma unica fecundagao. Os ovos da D. melanogaster medem cerca
de 1mm (figura 3 e figura 9). Em média demora um dia entre a fertilizagéo e o
aparecimento das larvas, estas larvas passam por 3 estagios até formar uma
pupa. A ecloséo do individuo adulto ocorre cerca de 10 dias apds a oviposigao.

Apds a eclosdo, sdo necessarias cerca de 5 a 8 horas para as fémeas se



tornarem férteis e mais de 8 horas para que os machos se tornem. O periodo de
desenvolvimento destas moscas varia em funcdo da temperatura. Os tempos
descritos correspondem a uma temperatura de 25° C. Apos atingirem a fase
adulta tém uma expectativa média de vida de, cerca, de 60 dias®* 3% 3¢,

Machos e fémeas podem ser facilmente separados pela presenca de
dimorfismos sexuais (figura 3). As fémeas (um pouco maiores que 0os machos)
apresentam uma alternancia tipica de listras claras e escuras no abdémen. Os
machos (menores que as fémeas) apresentam a extremidade do abdémen negra
devido a fusdo dos segmentos terminais (esta distingdo nao é clara nos individuos
recentemente eclodidos da pupa devido a sua fraca pigmentagao). Contudo, o
critério mais seguro para distingdo do sexo baseia-se na observacdo de uma
estrutura pilosa, exclusiva dos machos, denominada “pente sexual”, situada no
primeiro par de patas (figura 3 A). Os individuos recém-eclodidos apresentam
uma mancha no abdémen, caracteristica desta fase, herdada do estagio de pupa,
nao defecante. Essa caracteristica é util durante o processo de selecdo de
fémeas virgens™*.

Por mais de um século, Drosophila vem sendo utilizada como um eficiente

%6:37:3% sendo considerada como o metazoario

9

organismo modelo para pesquisas
mais explorado em pesquisas cientificas %, incluindo o estudo dos mecanismos
que envolvem o sistema imune inato e de doencgas relacionadas a este sistema
232527 26: 2440 |njcialmente, a mosca das frutas foi o veiculo essencial para se
chegar as informacdes de genética classica e basica, sendo reconhecida e
utilizada posteriormente (durante a primeira metade do século 20) como uma
ferramenta eficiente na dissecagao de problemas biolégicos % Durante os Ultimos
50 anos, estudos genéticos utilizando Drosophila vém sendo aplicados com

sucesso para decifrar os principais mecanismos que sustentam uma variedade de

fundamentos biologicos e seus processos, incluindo sinalizagéo““ 42 ciclo
celular®® 2% %% 4 sistema nervoso® *® 4 % comportamento®” *,
50; 51

23; 40; 52; 53

desenvolvimento e aspectos moleculares de doengcas humanas



3rd instar larva

Figura 2. O ciclo de vida da Drosophila melanogaster **.



Figura 3. Dimorfismo sexual em Drosophila melanogaster.
“Apéndices sexuais” no primeiro par de pernas de machos (A
marcado com seta). Porgdo posterior do abdémen de machos
mais escura (A e B), enquanto em fémea é mais clara (A e C).
Mancha no abdémen dos recém-nascidos (B e C, marcado com
setas). Imagem disponivel em site® com adaptacgdes.

1.3.1 Linhagens Transgénicas

Ao longo das ultimas décadas houve um aumento consideravel no
desenvolvimento de ferramentas moleculares que tém possibilitado a analise de
muitos processos biolégicos. Gragas ao advento da biologia molecular estudos
revolucionarios tem sido realizados utilizando D. melanogaster como organismo
modelo, a exemplo do sequenciamento do genoma completo, a descoberta de
elementos transponiveis como veiculo para constru¢do de transgénicos e
silenciamento génico (knock down)** 3% %A geracdo de linhagens transgénicas

de D. melanogaster pode ser baseada no uso de elementos



transponiveis/transposons. Esses elementos construidos se inserem no genoma
da Drosophila como um elemento enddgeno e a partir de entdo € mantido na
mesma posi¢ao nas geragoes seguintes34.

Os primeiros elementos de transposicdo descobertos e caracterizados
molecularmente em eucariontes foram isolados de levedura mutantes e de D.
melanogaster. De todos os elementos transponiveis caracterizados em Drosophila
melanogaster, os mais uteis sdo os elementos P. Esses elementos foram
descobertos por Margaret Kidwell enquanto estudava disgenia hibrida®®.
Transposons naturais codificam enzimas especializadas chamadas transposases.
Essas enzimas catalisam a mobilizagdo dos transposons para outros locais do
genoma seja por excisdo/re-locacdo ou pela replicacdo °’ (figura 4 A).

Para obtengdo dos transgénicos de D. melanogaster, transposons sao
modificados geneticamente. O gene da transposase € removido e substituido por
outros genes que se deseja introduzir no genoma da Drosophila®* *°. Estes
constructos contém genes marcadores de selegcdo em bactérias que permitem a
selecéo de clones contendo o elemento P (figura 4 B). Para inserir os transposons
construidos no genona da Drosophila eles sédo injetados no pdélo posterior do
embrido da Drosophila onde serao incorporados pelas células recém-formadas do
pdlo®®, possivelmente, muitas células sexuais, garantia para a transmissao da
caracteristica (figura 4 C). Para catalisar a insergdo dos elementos P no genona
das células, elementos que codificam o gene da transposase (helper elements)
sao injetados juntamente com os elementos P nas células do polo posterior do
embrido (figura 4 C). Helper elements n&o se inserem e tampouco se replicam
sozinhos, portanto sdo degradados gradualmente com a proliferagdo das células
injetadas. Apdés o desaparecimento da atividade enzimatica, as inser¢cées dos
elementos P sido estabilizadas e a linhagem estabelecida sendo mantida em
estoques 3.

O acesso aos transgénicos € possivel através dos grupos de pesquisa que
o criaram, mas também estao disponiveis em centros de estoques de Drosophila
como os centros Bloomington®®. Ha uma grande variedade de linhagens
disponiveis, classificadas conforme o tipo de construcdo génica e suas

aplicacoes?®® °.

10



As linhagens drivers sao construidas para direcionarem a expressao de um
gene de interesse ao um tecido especifico como por exemplo, as linhagens GMR-
GAL4, yolk-GAL4 e da-GAL4 cuja transcricdo de GAL4 esta sob o comando do
promotores dos genes: reporter multiplo ocular (Glass multiple reporter) para o
olho, podendo estender a expressdo para pernas e asas® ®', gema (yolk)
especifico de corpo gorduroso de fémeas adultas®’ e daughterless com expressao
ubiqua, respectivamente®?.

As linhagens responders sao caracterizadas por um sistema de expresséo
génica cuja transcricdo do gene alvo esta sob o comando de uma sequéncia de
ativacdo antecedente (UAS) dependente de GAL4*°. Alguns exemplos de
linhagens responders sao: UAS-eiger, para gene ortdlogo do TNF-alfa; UAS-
eiger-IR para um RNA de interferéncia® para o gene eiger e UAS-tdTom para a

proteina fluorescente tomate®.
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Figura 4. Uso de elementos P para gerar Drosophila transgénica. (A) Insercéo de elemento P
natural (em amarelo, as sequéncias de bases complementares a regides do genoma). (B)
P(lacZ,w+)é um elemento P construido e utilizado para a construcao de transgénicos. O gene da
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transposase foi substituido pelo gene lacZ de E. coli (caixa azul escuro), um gene marcador,
mine-white (caixa vermelha), um gene de resisténcia a antibidtico (caixa branca) e uma origem
de replicagéo (caixa azul claro). (C) Injegéo na porgéo posterior do embrido onde estdo células
sexuais. (D) A inser¢do do elemento P ndo acontece em todas as células do individuo, o que
gera o padrao mosaico que resulta em Drosophila sem expressdo do gene marcador (olhos
vermelhos do gene mine-white). (E) Apds cruzamento com Drosophila -w, somente a prole
transgénica possui olhos vermelhos (devido a presenga do gene mine-white) e podera ser
selecionada®

1.3.1.1 O sistema GAL4/UAS

Gal4 é um fator de transcricdo identificado na levedura Saccharomyces
cerevisiae ¥ % E uma proteina composta por 881 aminoacidos induzida por
galactose para ativar genes como GAL10 e GAL1, situados posteriormente a
sequéncias de ativagdo antecedentes, ou acentuador (UAS)** 4% Gal4 tem pelo
menos dois dominios, um para ligagdo ao DNA e outro para ativagdo da
transcricdo, uma caracteristica modular comum encontrada em fatores de ligagéo
ao DNA. Seus alvos, os acentuadores (UAS) eucariéticos podem agir a grandes
distancias dos promotores dos genes para modular a transcricdo>® ®*. Essas
sequéncias de ativacdo contém sitios de ligacdo para varios fatores de
transcricdo, incluindo a RNA polimerase, que agem cooperativamente resultando
em uma variedade de respostas incluindo recrutamento de demais ativadores e
remodelagem da cromatina®.

UAS e GAL4 n3o existem naturalmente em Drosophila®* ®. Entretanto em
1988 Fisher et al. demonstrou que a expressao de GAL4 é capaz de induzir a
transcricdo de um gene reporter sob o controle de UAS em Drosophila 39

A utilizagao do sistema GAL4/UAS em Drosophila no estudo de expressao
génica acontece desde 1993%. A ativacdo do sistema acontece pelo simples
cruzamento entre linhagens expressando Gal4 (drivers) com linhagens contendo
o elemento UAS (responder). Como resultado do cruzamento, a prole ira
expressar o gene ligado ao UAS sob um padrédo de expressao dirigido por
GAL4*: ® (figura 5). Os genes de interesse podem ser reporteres, diferentes
isoformas ou de outras espécies e RNAs de interferéncia 3. De modo geral, o
sistema GAL4/UAS possibilita o estudo da expressdao génica mediante uma
analise temporal e espacial, sendo considerada umas das técnicas mais eficientes

nesses estudos, ou um “canivete suico” para a analise das funcdes génicasgg.
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Figura 5. O sistema GAL4/UAS em Drosophila melanogaster. Fémeas portando o
responder (UAS-GFP) séo cruzadas com machos expressando o driver Gal4 (RE-
GAL4) resulta em prole contendo ambos os elementos do sistema. A presenga de
GAL4 em segmentos embrionarios alternados dirige a expressao do responder
(UAS-GFP) para esses locais®®.

1.4 Drogas anti-inflamatadrias

Muitos estudos sédo focados no entendimento dos processos inflamatérios
bem como no desenvolvimento de principios ativos para controle desse processo
67:68.89 Drogas anti-inflamatérias sdo farmacos cujos principios ativos interferem
no processo reacional de defesa do organismo, amenizando os danos e
proporcionando mais conforto "°. Esses medicamentos podem agir sobre vias
metabdlicas, inibindo a producdo de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL1)"" 7% 73,
ou bloqueando a agao de enzimas importantes na cascata do acido araquiddnico
como a fosfolipase (A2)"* 7525376 ¢ 3 ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) 73 77 7879
80

As drogas anti-inflamatdrias s&o classificadas como esteroidais ou nao

esteroidais que agem sobre pontos diferentes na inativagdo do processo
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inflamatorio, mas possuem um ponto em comum, que € a inibicdo da sintese de
um grupo de mediadores quimicos inflamatérios denominados eicosandides’®
81:52:53 Figura (B).

Antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) possuem propriedades
analgésica, antitérmica, antitrombética além da funcgdo anti-inflamatoria *9%7,
sendo o acido acetilsaliciico o mais antigo antiinflamatério nao esteroidal
conhecido ' *°. O principal representante do grupo dos eicosanéides inibidos pelos
AINEs sdo as prostaglandinas, prostaciclinas e tomboxanos (mediadores do
processo inflamatoério) para esse efeito, os AINEs agem basicamente sobre as
COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzivel somente em condicdes patoldgicas)’ &'
impedindo que o acido araquidénico seja liberado no meio intracelular e
posteriormente metabolizado pelas vias da prostaglandinas sintetases e
lipooxigenases (LOX) resultando no bloqueio do processo inflamatério™ ®’

6).

(Figura

Anti-inflamatorios esteroidais ou glicorticéides (AIEs) s&o drogas que
mimetizam os efeitos do horménio cortisol, considerados os mais eficazes
antiinflamatorios disponiveis, suplantando os n3o-esterdides (AINEs)®'. Sua
principal funcédo sobre o processo inflamatério € inibir a fosfolipase A2 a partir da
inducdo da proteina licoportina™. Na via bioquimica dos eicosandides a acdo da
A2 ocorre em um nivel acima da ciclooxigenase e o resultado da agao
antiinflamatdria € a diminuicdo da concentragao do acido araquidbnico para ser
processado pelas COXs, e assim inibe as duas vias, simultaneamente®' (Figura
6). Além disso, reduzem a produgédo de citocinas pro-inflamatodrias, tais como
TNF-a e IL-172,

Drogas antiinflamatérias tém sido utilizadas em D. melanogaster
possibilitado a exploragao e o entendimento dos processos biolégicos envolvendo
o sistema imune. Medicamentos esterdides (AlEs) como dexametasona tem sido
util na dentificacdo de moléculas de sinalizagdo durante o processo de defesa do
inseto em resposta a infecgdes®’, na identificacdo de sinergismo entre vias
metabolicas do sistema nervoso envolvendo vias de apoptose celular & e na
inibicdo de resposta imune celular ®, através da inativagdo da fosfolipase (A2)%*.

Os medicamentos nao esterdides (AINEs) como o acido acetilsalicilico tém sido
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testados quanto a sua eficiéncia em quadros de autoimunidade, a partir da sua

acao sobre canais idnicos do inseto °.

ESTERDIDALS INTEEM A SINTESE D05 MEDIADORES 04 LINHA AZUL E WERMELHA

EXPRESSAQ DE
Diacylgtycero or phasphotgid y LIPOCORTINA
i _~ Phospho- | Phospho-
NAD ESTERDIDALS lipase C | lipase A, | LIPOCORTINA ESTERDIDAIS
INISE & ERLEMA
(AINES) UFILIPASE by
INIBEM COX ey ) HPETE (hydroperoxy-
Arachidonic acid ipoonygenase gicosatetraginoc acid)
LIFOOaygEnas

{FLAP, Alows )

N PGH, synthase
(cox-1 or -2 and
peroxidase)

Hall
LTB: Q—L Leukotriene A

hFGD Glutathione Glutathione-
synthase ; Franef
"7 Prostaglandin Hz (PGH;) S-transjerase
- o & Leukotriene Cg
PeD; PGE m z
synthase |5 g
= =
x . Glutamic acid
c | = .
PGEs ?::. z Leukotriene Dy
: : |
P&F2 & = Leukotriena E;
Y Y
f-4elo- Prostzcyclin Thromboxzns Thrombaxane
PGF1a) endothelium  (PGIz)  (TKAz) platelets (THAz)

INES INIBEM A SINTESE DOS MEDIADORES ACIMA

Figura 6. Cascata de ativagdo do acido araquiddnico e a agéo de anti-inflamatérios sobre

seus mediadores®.
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Capitulo I

Desenvolvimento de um modelo de doencas inflamatérias sistémicas em

Drosophila melanogaster
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Resumo

O sistema imune desempenha importante papel de defesa nos organismos,
sendo as citocinas, a exemplo do TNF-a, importantes reguladores do sistema
imune. Eiger é o primeiro e até entdo o unico ortdlogo do TNF em Drosophila
melanogaster e esta envolvido nos processos de resposta imune do inseto. O uso
de ferramentas moleculares em associagao aos elementos transponiveis do tipo P
sdo os veiculos mais utilizados para obtengdo dos transgénicos de D.
melanogaster que favorece a utilizagdo deste organismo modelo nos estudos
sobre o sistema imune. D. melanogaster também tem sido utilizada para teste de
farmacos. Drogas antiinflamatorias esteroidais (AIEs) e ndo esteroidais (AINEs)
tém sido administradas em Drosophila melanogaster com o objetivo de estudar
processos inflamatérios. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi validar
um modelo alternativo, eficiente, rapido e econémico para o estudo do processo
inflamatorio sistémico controlado por drogas anti-inflamatérias. Para isso foram
utilizadas linhagens transgénicas de D. melanogaster para obtencgéo de individuos
com superexpressao de Eiger tecido especifica ou ubiqua e para o silenciamento
ubiquo de Eiger. A existéncia de um fenotipo visivel nestes individuos se mostrou
dependente do numero de cépias do responder e ou do tipo de tecido para o qual
essa superexpressdao foi direcionada sendo que os individuos com
superexpressdo ubiqua de Eiger ndo passaram do estagio de pupa. Estes
apresentaram baixo desempenho no desenvolvimento, que resultou em
diferencas estatisticamente significativas em relagdo a seus parentais (da-GAL4)
e (UAS-eiger) e a linhagem selvagem (Canton S). Sugerindo a agao de um
processo inflamatdrio sistémico de forma ubiqua o que resulta na morte dos
individuos. A administracao de drogas antiinflamatérias esteroidal e nao esteroidal
foi incapaz de reverter o fendtipo resultante da superexpressédo de Eiger. Deste
modo, a realizagdo de analises posteriores tais como dissecagao seguida por
imunomarcagéo, microscopia, bem como testes com outras drogas que atuem
sobre vias inflamatérias se fazem necessarios para melhor investigar e

caracterizar esse possivel processo inflamatorio sistémico.
Palavras chaves: Eiger, autoimunidade, TNF-q, inflamacao.
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Abstract

The immune system has an important role in the defense of the organisms
and cytokines, such as TNF-a, are important regulators of the immune system.
Eiger is the first and so far the only TNF ortholog in Drosophila melanogaster
involved in the processes of insect immune response. The use of molecular tools
in association with P elements are the vehicles most often used for obtaining
transgenic D. melanogaster, which is a great model organism in studies of the
immune system. D. melanogaster has also been used for drug testing. Steroidal
anti-inflammatory drugs (SIAs) and (NSAIDs) have been administered in
Drosophila melanogaster aiming to study inflammatory processes. Thus, the aim
of this study was to validate an alternative, efficient, fast and economical model for
the study of systemic inflammatory process controlled by anti-inflammatory drugs.
We used transgenic lines of D. melanogaster to obtain individuals overexpressing
Eiger in specific tissues and individuals ubiquitously expressing Eiger for further
silencing testing. The existence of a visible phenotype in the individuals proved to
be dependent on either the responder expression quantity or the type of tissue to
which the overexpression was directed. Individuals with ubiquitous overexpression
of Eiger remained in the pupal stage and showed low performance in
development, which resulted in statistically significant differences compared to
their parental (da-GAL4 and UAS-eiger) and wild type (Canton S). This suggests
the action of a systemic inflammatory process in a ubiquitous manner that results
in the death of all individuals. The action of steroidal and nonsteroidal anti-
inflammatory drugs did not reverse the phenotype resulting from the
overexpression of Eiger. Further analyses, such as dissection followed by
immunostaining, microscopy, and tests with other drugs that target inflammatory
pathways, are needed to further investigate and characterize this systemic

inflammatory process.

Keywords: Eiger, autoimmunity, TNF-a, inflammation.
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1 INTRODUCAO

O sistema imune exerce um importante papel na defesa dos organismos,
entretanto pode promover danos aos tecidos com a perda da autotolerancia. Essa
reacao inflamatdria exacerbada pode desencadear doencgas inflamatdrias crénicas
e degenerativas, denominadas auto-imunes’, por etiologia multifatorial complexa?®
e ainda n&o totalmente conhecidas. Entre as doengas autoimunes estdo a doenca

%45 a artrite reumatéide (RA)* °, Psoriase, Lapus

inflamatoria intestinal (DIl)
Eritematoso e outras’ *

Entre as moléculas presentes na defesa do organismo, as citocinas
desempenham fung¢des importantes para a imunidade. Contudo, em doencgas
autoimunes a super produgédo de algumas dessas moléculas amplifica o processo
inflamatdrio no organismo®®'®. O Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) é uma
citocina critica para o agravamento da doengas autoimunes. Considerada uma
citocina pro-inflamatéria, o TNF- a em conjunto com seu receptor (TNFR)
desencadeia uma resposta aguda frente as infecgdes bacterianas e participam de
um mecanismo extrinseco de inducéo de apoptose 1" 1% 13

Entre os invertebrados a Drosophila foi o primeiro animal a apresentar um
ortdlogo a TNF- a e do TNFR, denominados Eiger e Wengen, respectivamente
415 Seu gene codifica uma proteina do tipo Il que esta envolvida nos processos
de resposta imune do inseto e morte celular '°. A express&o génica é abrangente
15, 33,16, 17. 18 o pode ocorrer em varios tecidos, tais como plasmocitos, olho
larval/adulto, abdébmen adulto, asas, escutelo, sistema nervoso central
larval/adulto, corpo gorduroso larval, glandula salivar adulto e exoesqueleto™®.

A construgdo de D. melanogaster transgénicas tem se tornado cada vez
mais comum nos estudos que utilizam esse organismo modelo, inclusive naqueles

' O uso de ferramentas moleculares em

envolvendo o sistema imune'
associacdo aos elementos transponiveis do tipo P, descobertos na propria
Drosophila melanogaster?® sao os veiculos mais utilizados para obtengéo desses

18; 39

transgénicos. Para isso, os transposons sao modificados geneticamente para

conter genes alvos cuja expressao estara sob o comando do sistema GAL4/UAS
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de ativagdo®'. Uma vez inseridos no genoma da Drosophila melanogaster s&o
mantidos na mesma posigdo pelas geracdes seguintes®

A mosca da fruta, D. Melanogaster, tém sido considerada um modelo
alternativo do processo de descobertas de drogas. A vantagem de se utilizar este
modelo animal é o baixo custo de manutengao, propagacéo, e rapidez no estudo
e validagdo quando comparado aos modelos mamiferos tradicionais %°.

Em doencas inflamatérias, o controle do processo inflamatério é uma
perspectiva de muitos estudos focados no entendimento e exploracédo do sistema
imune como o desenvolvimento de principios ativos que agem controlando esses
processos®* 2 % Drogas antiinflamatdrias podem agir sobre vias metabdlicas,

27, 28, 29
E)

inibindo a produgdo de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL1) ou

bloqueando a acao de enzimas fundamentais na cascata do acido araquidénico, a

exemplo dos antiinflamatérios esteroidaisl (AIEs) e nao esteroidais (AINEs) que

agem sobre as fosfolipase (A2)>* 3";452%3 ¢ 3 ciclooxigenase (COX-1 e COX-2)%

32:33:3435 respectivamente.

Por expressar ortélogos de TNF- a e seu receptor (TNFR), Drosophila
melanogaster poderia ser utilizada como modelo animal para os teste de
medicamentos esteroidal e nao esteroidal, com o objetivo de estudar processos
inflamatérios que se assemelham consideravelmente com os dos humanos®®

como por exemplo, as vias de apoptose celular *’;*® e teste de eficiéncia de

% Dessa forma, as

drogas utilizadas em quadros de doengas autoimunes
caracteristicas de Eiger e Wengen de Drosophila melanogaster despertam
interesse e justificam a utilizagdo desse organismo como modelo para o estudo

dos mecanismos envolvendo o sistema imune inato'> 1% 16 1714
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2 Objetivo Geral

- Validar um modelo alternativo, eficiente, rapido e econdmico para o

estudo do processo inflamatério sistémico controlado por drogas antiinflamatérias.

2.1 Objetivos especificos

- Obter individuos de Drosophila melanogaster com superexpressao de Eiger
tecido especifica.

- Estabelecer uma linhagem com fenétipo visivel caracteristico da superexpressao
de Eiger tecido especifica.

- Obter individuos com superexpresséo ubiqua de Eiger.

- Avaliar morfologicamente e fisiologicamente o desenvolvimento dos individuos
com superexpressao ubiqua de Eiger, do primeiro ao ultimo estagio de vida.

- Obter individuos com o gene Eiger silenciado.

- Testar a acado de drogas antiinflamatérias quanto a reversdo do fendtipo
resultante da superexpresséao de Eiger.
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3 Metodologia

3.1 Material Bioldgico

As linhagens GMR-GAL4 e UAS-eiger foram gentilmente cedidas pelo Dr. Masayuki
Miura da Universidade Global de Toquio — JAPAN. As linhagens Yolk-Gal4 e da-Gal4
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jules Holfman da Universidade de Strasbourg —
Frangca e elav-GAL4 obtida no Centro de Estoque Bloomington da Universidade de
Indiana.

Todas as linhagens foram mantidas em meio préprio para cultura de Drosophila,
Fuba de milho (170g), sacarose (51,7g), Agar (15g), dextrose (103g), extrato de levedura
(31g) e agua (1845 mL).

3.2 Cruzamentos

Para a realizacdo dos cruzamentos foram utilizados individuos adultos com idade
entre um e sete dias sendo 10 fémeas virgens (coletadas em no maximo 4 horas de
eclosdo e com mancha no abdémem) e 10 machos.. A selegédo dos individuos foi feita
com auxilio de um sistema de anestesia, composto por uma pedra porosa e uma
mangueira que utiliza didxido de carbono (CO,) para o devido fim. Para as analises
fenotipicas das gerag¢des foram utilizadas amostras populacionais do total de individuos
das proles.

Os individuos selecionados foram separados quanto ao género e colocados para
o cruzamento sempre respeitando a proporgao de 1:1 de machos e fémeas em frascos
plasticos com tampas porosas de algoddo. Os frascos onde foram realizados os
cruzamentos foram mantidos durante 24 horas, condicionados a temperatura constante

de 25° C com ciclos de 12:12 claro/escuro.

3.3 Obtencéao da prole

Apés o cruzamento e oviposicao (24 horas), os individuos parentais foram
removidos de seus respectivos frascos permitindo o desenvolvimento dos
embrides em larvas, pupas e individuos adultos. Assim, tivemos o controle para

que nao houvesse a mistura de individuos adultos com seus parentais.
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3.4 Expresséo de Eiger em tecido especifico

Para obtencdo dos individuos com superexpressdao de Eiger em tecido
especifico foram utilizadas as linhagens de D. melanogaster referentes aos
cruzamentos 1 a 4 da TABELA 1. O cruzamento 1 foi realizado para superexpressar
Eiger no olho', no corpo gorduroso de fémeas adultas ( Cruzamento 2), no cérebro
(cruzamento 3) e de forma ubiqua (cruzamento 4).

Para obtencao de individuos com expresséo reduzida de Eiger foram realizados
cruzamentos entre as linhagens UAS-eiger-IR e da-GAL4 (Tabela 1: cruzamento 5)

para efeito de knock down do gene Eiger de forma ubiqua.
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Tabela 1. Cruzamento entre linhagens de Drosophila melanogaster para superexpresséo de Eiger tecido especifica e redugéo da expresséo de Eiger.

Linhagem Linhagem

Ne* (Prole) Local da expresséao
(fémea) (macho)

1 GMR-GAL4 UAS-eiger GMR-GAL4; UAS-eiger; Olho

2 Yolk Gal4 UAS-eiger UAS-eiger; Yolk-Gal 4 Corpo gorduroso**

3 GMR-GAL4; UAS eiger elav-GAL4 elav-GAL4; UAS-eiger; Cérebro

4 GMR-GAL4; UAS eiger da-GAL4 GMR-GAL4; UAS eiger; da-GAL4 De forma ubiqua

5 UAS-eiger-IR da-GAL4 UAS-eiger-IR; da-GAL4 m-RNA de eiger

*N°: Numero do cruzamento. ** Corpo gorduroso de fémeas adultas
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3.5 Obtencéao de linhagem com superexpressao de Eiger

Os individuos obtidos na F1 resultante do cruzamento entre as linhagens
GMR-GAL4 e UAS-eiger, que expressavam fendtipos caracteristicos da
superexpressao de Eiger (olhos reduzidos) foram selecionados, obedecendo-se
os critérios de selecado de fémeas virgens e propor¢des 1:1 machos e fémeas.

A F1 foi entdo, intracruzada para aumentar a proporcéo de individuos. Os
individuos obtidos na F2 foram analisados a fim de identificar a expressdo ou
auséncia do fenotipo caracteristico esperado.

Foi realizado o intracruzamento da geracao F2 utilizando 10 casais, os
mesmo foram isolados para o cruzamento em meio de cultura para Drosophila. As
proles obtidas foram analisadas e separadas por sexo em diferentes frascos, até
que todas as pupas se desenvolvessem em moscas. Os individuos originados dos
cruzamentos em que 100% das proles apresentam o fenétipo de interesse foram
selecionados e colocados em novo meio de cultura para cruzamentos e geragéo

de uma linhagem com superexpressao de Eiger.

3.6 Biotestes

Os individuos pertencentes a F1 do cruzamento 4 com gendtipo GMR-
GAL4; UAS-eiger; da-GAL4 (Tabela 1) foram utilizados para realizagdes de testes
in vivo quanto a possiveis altera¢des fenotipicas. As linhagens Canton S, UAS-
eiger e da-GAL4 foram utilizadas como controle (Tabela 2). Os testes foram

realizados a temperatura constante de 25°C e ciclos de 12:12 claro/escuro.

3.6.1 Ensaio de oviposicao (fecundidade)

Dez fémeas virgens e 10 machos de cada uma das linhagens controle
(Canton S, UAS-eiger e da-GAL4) e 10 fémeas virgens GMR-GAL4; UAS-eiger e
10 machos da-GAL4 para o tratamento (0o embrido desse cruzamento tera
superexpressdo ubiqua de Eiger) foram utilizados em cruzamentos controlados

para a contagem do numero de embrides.
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Os cruzamentos aconteceram entre casais, conforme descricao anterior39,
404115 entretanto, o experimento foi adaptado e realizado em placas de cultura
celular contento meio (60 g de Agar, 58 g de dextrose, 29 g de agucar, 30 g de
levedura, 50 g de fubd, 455 mL de suco de uva e 445 mL de agua) e devidamente
vedadas e aeradas (Figura 1).

Apos 24 horas de cruzamento, os casais foram retirados dos pogos com o
auxilio de uma bomba a vacuo conforme demonstrado na figura 1.

Os machos de cada casal foram descartados. As fémeas gravidas foram
colocadas em uma nova placa contendo meio sendo trocadas de placa a cada 24
horas. Os ovos postos foram contados diariamente com a ajuda de uma lupa

(Nikon SMZ 800), por um periodo de 10 dias conforme descrito anteriormente*? *°.

3.6.2 Desenvolvimento em larva

Os ovos postos foram monitorados quanto a eclosdo e o0 seu
desenvolvimento em larva. Apos a transferéncia das fémeas e contagem dos
ovos, as placas foram mantidas sob as condigcdes experimentais por 48 horas,
sendo realizada ent&do, a contagem das larvas e dos ovos eclodidos. A contagem
dos ovos eclodidos é uma certificagdo da viabilidade embrionaria. A contagem de
embrides eclodidos e larvas resultantes de todos os ovos postos por cada fémea
foi realizada durante os 10 dias de registro de oviposi¢ao.

3.6.3 Avaliacao de motilidade larval

Foi realizado conforme descrito em outros estudos*® #*, mas com
adaptacdes.

Placas de petri contendo meio Agar corado com Giemsa (100 yL/mL de
meio) foram utilizadas juntamente com pasta de levedura para pao contendo
agucar (Figura 2).

O teste foi realizado em triplicata para cada uma das linhagens (Tabela 2),

utilizando-se em cada replicata 10 larvas no estagio larval 3.
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Para cada teste, as 10 larvas foram colocadas, juntas na lateral da placa e
na lateral oposta foi colocada uma pequena por¢ao da pasta de levedura (Figura
2).

Figura 1: Sistema de captura das moscas. As placas foram

adaptadas a esse sistema que consiste na jungdo de uma
mangueira com ponteiras de 1000 micro Litros, que
tiveram suas pontas cortadas, dispostas uma de cada lado
da mangueira. Uma ponteira conectada a bomba faz
sucgao sendo a outra ponteira de captura que é separada
da mangueira por uma tela para evitar que as moscas

escapem.
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Tabela 2. Linhagens de Drosophila melanogaster usadas em todos os biotestes e nos testes com

drogas.
_ Linhagem _
Cruzamento Linhagem (fémeas) Linhagem (Prole)
(machos)
Controle
Canton S Canton S
selvagem Canton S
Controle parent . _ _
] UAS-eiger UAS-eiger UAS-eiger
Controle parent
) da- GAL4 da-GAL4 da- GAL4
Tratamento GMR-GAL4; UAS-eiger da-GAL4 GMR-GAL4; UAS eiger; da-GAL4
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O movimento das larvas atraidas pelo alimento foi monitorado por uma
camera durante 10 minutos, numa sala, a 25°C sem a presenca de pessoas ou
outras possiveis influéncias de desvio do teste. Apds as filmagens, os videos
foram analisados com a ajuda de uma régua centralizada na imagem da placa,
dessa forma foi contabilizado a cada minuto do video o numero de larvas que

alcancaram ou ultrapassaram o meio da placa.

Figura 2. Sistema experimental para avaliagdo da motilidade
larval. Placa de petri (55mm) contendo Agar e Giemsa. A direita:
10 larvas (L3) a caminho do alimento. A esquerda: pasta com

agua e fermento bioldgico e agucar.
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3.6.4 Desenvolvimento em pupa

ApOs as avaliagbes de oviposicdo e desenvolvimento dos ovos em larvas
foi avaliado o desenvolvimento das larvas em pupas. Essa avaliacdo foi feita em
triplicata para cada cruzamento mostrado na Tabela 2. Cada replicata foi feita em
frascos contendo meio proprio para cultura de Drosophila. Inicialmente, uma
amostra populacional de cada linhagem em teste, composta por 15 fémeas
virgens e 15 machos foi colocada em um frasco, contendo meio de cultura puré
de batata (composto por 1.5 g de puré de batata instantaneo (Yoki) macerado e 6
mL de agua e 0,2 gramas de fermento bioldgico seco). Foram montados 7 frascos
para cada gendtipo testado.

Os individuos foram mantidos em frascos durante 3 dias. Em seguida os
frascos foram lavados com agua destilada e o seu conteudo foi transferido para
uma placa de petri sobre um fundo escuro. Em seguida, € o mais rapido possivel
foi realizada a coleta das larvas com o auxilio de pincel (numeragdo 1); sendo
adicionadas 30 larvas (L1) em frascos novos, contendo meio de fuba. Os frascos
foram mantidos sob as condicdes supra citadas para os biotestes e a partir do 4°
dia iniciou-se 0 registro do numero de pupas. A contagem foi realizada
diariamente, sempre no mesmo horario durante 4 dias, com auxilio de uma caneta
para marcar as pupas contidas nas paredes dos frascos. Apos a contagem das
pupas, os individuos adultos desenvolvidos dos cruzamentos controles foram

retirados diariamente e contados.

3.7 Teste com Drogas
Drogas anti-inflamatorias foram testadas para avaliar o seu possivel efeito

na superexpressdao de eiger. Os individuos foram monitorados quanto as
possiveis reversdes fenotipicas. Individuos com gendtipos GMR-GAL4; UAS-eiger
(fendtipo olho reduzido) e GMR-GAL4; UAS eiger; da-GAL4 (fenotipo morte pupal)
foram tratados com antiinflamatério esteroidal (dexametasona) e ndo estereoidal
(acido acetilsalicilico).

Para coleta de larvas, 15 fémeas virgens e 15 machos foram colocados
em frascos contendo meio de cultura puré de batata (composto por 0,75 g de puré
de batata (Yoki) macerado e 5 mL de agua). Apds o cruzamento por 24 horas, 0s

adultos foram retirados. Ap6s dois dias os vials foram lavados com agua e o seu
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conteudo foi transferido para uma placa de petri sobre um fundo escuro. Em
seguida foi realizada a coleta das larvas com o auxilio de pincel (numeracgéao 1).
Para tratamento, dez larvas foram adicionadas a cada vial contendo meio
proprio para cultura de Drosophila e medicamentos anti-inflamatérios em
diferentes concentragdes. O experimento foi realizado em triplicata (3 frascos)

para cada concentragao das drogas (Tabela 3).

41



Tabela 3. Teste com drogas antiinflamatdrias em individuos com superexpressao de eiger.

DROGAS CONCENTRAGCAO (mg/mL)
DEXAMETASONA 0,5 0.05 0.005 - -
ACIDO ACETILSALICILICO 0,116 0,058 0,029 0,0145  724x107

Drogas ingeridas pelas larvas de Drosophila melanogaster (GMR-GAL4; UAS-eiger), (GMR-GAL4; UAS-eiger; da-
GAL4) e (Canton S).
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4 RESULTADOS

4.1 Superexpressao de Eiger em tecido especifico

4.1.1 Olhos

Foram analisados 285 individuos obtidos na F1, resultantes do cruzamento
entre as linhagens parentais GMR-GAL4 e UAS-eiger (Tabela 1: cruzamento 1) e
(Figura 3). A prole apresentou 165 fémeas e 120 machos com olhos, asas e
pernas normais. Além disso, a motilidade em andar e voar também se mantiveram
integras. Seguindo a propor¢ao mendeliana, toda a prole F1 apresentou-se
heterozigota (Figura 3).

A partir do intercruzamento da F1 e obtencdo da F2, ficou comprovada a
capacidade reprodutiva da geragcdo F1, resultado que soma as outras
caracteristicas normais da primeira geragao. Foram analisados 115 individuos da
geracao F2 composta por 62 fémeas e 53 machos, desses, 21 individuos
(18,26%) apresentaram olhos reduzidos, caracteristicos da superexpressédo de
Eiger (Figura 4 A) sendo 15 fémeas e 6 machos, o que segue a previsao
genotipica feita para o cruzamento (Tabela 4). Observou-se ainda que o fendtipo
de olho reduzido esta presente em condicdes de homozigose ou heterozigose
para GMR-GAL4, mas somente em homozigose para UAS-eiger, ou seja, a
superexpressao do gene Eiger sob o comando do driver GMR-GAL4 em fendtipo
visivel, depende de uma condi¢ao de homozigose (Figura 5 A e B).

O cruzamento entre a F2 resultou em 224 individuos sendo 132 com olhos
reduzidos e 92 com olhos normais. Para o estabelecimento de uma linhagem de
olho reduzido 10 casais foram formados de individuos virgens de olho reduzidos.
Dos 10 casais testados, o casal 5 produziu 28 individuos somente com olho
reduzidos e o casal 10 com 33 individuos, todos com olhos reduzidos. O padrao
genotipico e fenotipico para os casais que produziram 100% da prole com olhos
reduzidos, bem como os casais que produziram individuos com olhos normais

podem ser visualizados na Figura 5 A e B, respectivamente.
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é GMR-GAL4
P: -

GMR-GAL4 +

& GMR-GAL4 +
F1:

y UAS-eiger

d" y UAS-eiger

w UAS-eiger
? GMR-GAL4 +
;
w UAS-eiger

Figura 3: Cruzamento entre fémeas virgens GMR-GAL4 e machos UAS-eiger resultando em prole

(F1) duplo heterozigota.
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Figura 4: Padrao fenotipico de olhos reduzidos e normais. = Em A esta representando

um individuo com olho reduzido. Em B, um individuo com o olho normal.
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Tabela 4. Obtencgao de individuos com superexpressao de eiger no olho.

F1xF1 é Cf
GMR-GAL4 /w ; +/eiger X GMR-GAL4 /vy ;+/eiger
GMR-GAL4 |/ GMR-GAL4 + [+
GMR-GAL4 |/ GMR-GAL4 + |  eiger
GMR-GAL4 / GMR-GAL4 eiger /| +
GMR-GAL4 / GMR-GAL4 eiger / eiger ¥ olho
reduzido
GMR-GAL4 / Y + /[ +
GMR-GAL4 / Y + | eiger
GMR-GAL4 / Y eiger [/ +
GMR-GAL4 /| Y eiger / eiger C{'Olho
reduzido
F2 w /| GMR-GAL4 ¥ I+
w /|  GMR-GAL4 + |  eiger
w /| GMR-GAL4 eiger |/ +
w /| GMR-GAL4 eiger |/ eiger ﬁz Olho
reduzido
w / w + [+
w / w + | eiger
w / w eiger [/ +
w / w eiger / eiger
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PARENTAIS F2 x F2 F3
A y eiger 5
GMR-GAL4 eiger Olho reduzido
GMR-GAL4 ) eiger GMR-GAL4 eiger =
y " eiger GMR-GAL4 eiger
GMR-GAL4 eiger ?
GMR-GAL4 eiger Olho reduzido

Figura 5 A. Geracao F2 com olhos reduzidos e o seu cruzamento sendo a fémea homozigota. Gendtipo e fendtipo de F3.
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PARENTAIS F2 x F2 F3

B
GMR-GAL4 _ eiger N w _ eiger
Y ’ eiger GMR-GAL4 eiger

GMR-GAL4 eiger
GMR-GAL4 eiger
y eiger
GMR-GAL4 eiger
w eiger
GMR-GAL4 eiger
w eiger
y eiger

? Olho reduzido

d1OIho reduzido

? Olho reduzido

C;Olho normal

Figura 5 B. Geragao F2com olhos reduzidos, fémea heterozigota. Gendtipo e fenétipo de F3.
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4.1.2 Corpo gorduroso de fémeas adultas

O cruzamento entre as linhagens yolk-GAL4 e UAS-eiger (Tabela 1:
cruzamento 2) e (Figura 6) resultou em 117 individuos sendo 57 machos e 60
fémeas. Os individuos F1 foram duplo heterozigotos. Entretanto, nenhum dos
individuos apresentaram alteragbes morfologicas ou fisiologicas visiveis. O
cruzamento entre a geragao F1 (Tabela 5) resultou em 99 individuos, 41 machos

e 58 fémeas.

Incluindo machos e fémeas 44,4% da prole (F2) herdaram o driver e o
responder, no entanto, somente nas fémeas adultas, a superexpressao de Eiger
foi ativada. Deste total somente 22,2% das fémeas foram homozigotas para
Eiger. Entretanto, todos os individuos apresentaram morfologia externa e

comportamento normais.

§ w + yolk-GAL4 C{' y UAS-eiger  +
P: ; ; X ; H
w + yolk-GAL4 w UAS-eiger +
C{' w + yolk-GAL4 ? w -+ yolk-GAL4
F1: H H H H
y UAS-eiger + w UAS-eiger +

Figura 6. Cruzamento entre fémeas virgens yolk-GAL4 (driver) e machos UAS-eiger (responder)

e genotipo da F1 duplo heterozigota.

4.1.3 Cérebro

O cruzamento entre as linhagens elav-GAL4 e GMR-GAL4; UAS-eiger

(Tabela 1: cruzamento 3) e (Figura 7) resultou em 119 individuos sendo 52
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machos e 67 fémeas. Seguindo propor¢ées mendelianas, todos os individuos da

geracédo F1

herdaram as construgdes génicas driver e

responder em

heterozigose. Entretanto, nenhum dos individuos apresentaram alteragdes

morfologicas, fisiolégicas ou comportamentais visiveis.

Tabela 5. Previsdo genotipica da prole resultante do cruzamento entre a geragdo F1
(descendente de UAS-eiger e yolk-GAL4).

F1xF1 é

w/w ; +/eiger ; yolk-GAL4 / +

o

X wly; +/eiger;yolk-GAL4 / +

w/ w ; eiger /[ eiger ; vyolk-GAL4 | yolk-GAL4

w/ w ; + | eiger ; yolk-GAL4 /| yolk-GAL4

w/ w ; + / + ;  yolk-GAL4 /| yolk-GAL4

w/ y ; eiger [ eiger ; yolk-GAL4 /| yolk-GAL4

w/y ; + / eiger ; yolk-GAL4 I yolk-GAL4

w/y ; + [ + ; yolk-GAL4 /| yolk-GAL4

w/ w ; eiger [ eiger ; + /| yolk-GAL4

w/ w ; + /| eiger ; + /| yolk-GAL4
F2 w/ w ; + /| + ; o+ /| yolk-GAL4

w/ y ; eiger [ eiger ; + /|  yolk-GAL4

w/ly ; + /| eiger ; + /| yolk-GAL4

w/y ; + /[ + ; o+ [ yolk-GAL4

w/ w ; eiger [/ eiger ; + [/ +

w/ w ; + /| eiger ; + /[ +

w/ w ; + [+ ; o+ /[ +

w/ y ; eiger [ eiger ; + /| +

w/y ; + /| eiger ; + /[ +

w/y ; + /[ + o+ /[ +
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elav-GAL4 + y UAS-eiger

P: R — X ; ;
elav-GAL4 + GMR-GAL4 UAS-eiger
elav-GAL4 + elav-GAL4 +
F1: ; : : ;
y UAS-eiger GMR-GAL4 UAS-eiger

Figura 7. Cruzamento entre fémeas virgens elav-GAL4 (driver) e machos GMR-GAL4; UAS-eiger

(responder) e gendtipo da F1 duplo heterozigota.

GMR-GAL4 UAS-eiger + w + da-GAL4
F1: ; ; X ; ;
w UAS-eiger + y + da-GAL4
GMR-GAL4 UAS-eiger da-GAL4 GMR-GAL4 UAS-eiger da-GAL4
F1: H H 3 3
y + + w + +

Figura 8: Cruzamento entre fémeas virgens GMR-GAL4; eiger; (responder) e machos da-GAL4
(driver). Gendtipo da F1 duplo heterozigo
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4.1.4 Expressédo ubiqua durante o desenvolvimento

O cruzamento entre as linhagens GMR-GAL4; UAS-eiger e da-GAL4 néao
resultou em nenhum individuo adulto, pois os descendentes deste cruzamento
nao se desenvolveram além do estagio de pupa. Alguns testes in vivo foram
feitos para analisar algumas caracteristicas fenotipicas de individuos com esse

genatipo.

4.2 Biotestes

4.2.1 Oviposicao

A oviposicdo foi o primeiro bioteste realizado entre as linhagens de
Drosophila melanogaster (Tabela 2) e (Figura 9 B). O numero de ovos postos
pelas 10 fémeas de cada linhagem durante os 10 dias de observagao revelou
que nao ha uma diferenga estatistica significativa entre as oviposigdes dos

controles e o tratamento (teste Tukey, P > 0,05) (Figura 10).

52



Figura 9. Poco de placa contendo a prole de um casal de
Drosophila melanogaster (A). Ovos botados diariamente (B).

Larvas no 2° estagio (C).
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15+

Ovos/dia/fémea

Figura 10. Média de oviposi¢do diaria por fémea das linhagens selvagem
(Canton S), parentais (da-GAL4 e UAS-eiger e com expressao ubiqua de
eiger (GMR-GAL4; UAS-eiger; da-GAL4). Diferengas ndo significativas
(teste Tukey, P > 0.05).
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4.2.2 Desenvolvimento de ovos em larvas

O desenvolvimento dos ovos em larvas (Figuras 9 C) foi analisado
através de porcentagem de larvas eclodidas em relagdo ao numero de ovos
(Figura 11).

A diferenga entre os percentuais de desenvolvimento de ovos em larvas
encontrados para as linhagens controle (Canton S e UAS-eiger) e para os
individuos GMR-GAL4; eiger; da-GAL4 foi significativa (teste Kruskal-Wallis, P <
0,05). Entretanto, a diferenca entre a linhagem controle da-GAL4 e os individuos
GMR-GAL4; UAS-eiger; da-GAL4 ndo foi significativa (teste Kruskal-Wallis P >
0,05).
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Figura 11. Percentual de ovos desenvolvidos em larvas para cada uma

das linhagens em teste: selvagem (Canton S), parentais (da-GAL4 e
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UAS-eiger) e com supexpressdo ubiqua de eiger (UAS-eiger; da-
GAL4). Diferenga significativa entre os controles (Canton S e UAS-
eiger) e os individuos UAS-eiger; da-GAL4 e ndo significativa entre
controle parental (da-GAL4) e o tratamento. (teste Kruskal-Wallis P<
0.05).

4.2.3 Motilidade larval

Esta analise revelou uma discrepancia de motilidade entre os individuos
testados e as linhagens controle, estatisticamente significativa (teste Tukey, P <
0,01) (Figura 12). Ja no primeiro minuto de experimentagdo, foi possivel
observar que as linhagens controles foram mais rapidas do que a linhagem com
superexpressdo ubiqua de Eiger. Diferente das linhagens controle, as larvas
GMR-GAL4; eiger; da-GAL4 nao alcangaram a marca do percurso no primeiro
minuto, se mantiveram atras das demais linhagens em todo o experimento.

Durante toda a experimentagdo, as linhagens controle se mantiveram
direcionadas e mais rapidas rumo ao alimento no outro lado da placa, resultando
em diferencas de motilidade estatisticamente nao significativas entre as mesmas
(teste de Tukey, p > 0.01).
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-+ UAS-eiger
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= da-GAL4

N° de larvas

-+ UAS-eiger; da-GAL4
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Figura 12. Larvas no 3° estagio, avaliadas quanto a motilidade. Numero de larvas que
alcancaram metade do percurso em determinado tempo. Linhagens controle: Canton S, UAS-
eiger e da-GAL4 e larvas com gendétipo para superexpressao ubiqua de eiger: GMR-GAL4; UAS-

eiger; da-GAL4. Diferenga de motilidade estatisticamente significativa (teste Tukey, P < 0.01).

4.2.4 Desenvolvimento de larvas em pupas

A avaliagdo deste estagio de desenvolvimento entre as linhagens
controle (selvagem e parentais) e o tratamento (superexpressdo ubiqua de
Eiger) revelou diferenca estatistica significativa (teste Tukey, P < 0.05) (Figura
13).

Nao houve diferenga significativa entre as médias de desenvolvimento em
pupa entre as linhagens controle Canton S e UAS-eiger (teste Tukey, P < 0.05).
Entretanto, houve diferenga significativa entre as linhagens Canton S e da-GAL4
(teste Tukey, P < 0.05). Entre as linhagens controle parentais (UAS-eiger e da-

GAL4) nao houve diferenca estatistica significativa (teste Tukey, P > 0.05).
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40-

N° de pupas

Figura 13. Média de larvas desenvolvidas em pupas para cada
uma das linhagens em teste: selvagem (Canton S), parentais
(da-GAL4 e UAS-eiger) e com expressao ubiqua de eiger (GMR-
GAL4; UAS-eiger; da-GAL4). Diferenga significativa na razao
larva/pupa entre os controles e GMR-GAL4; UAS-eiger; da-GAL4
(teste Tukey, P < 0.05).
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Figura 14. Pupas de Drosophila melanogaster. Prole com genétipo (GMR-
GAL4; UAS-eiger; da-GAL4) para superexpressdo ubiqua de eiger. Seta
aponta algumas pupas secas e escurecidas sem haver a eclosdo de
adultos.
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4.2.5 Desenvolvimento em moscas recém-emergidas.

As pupas provenientes do bioteste anterior (desenvolvimento de larvas
em pupas) foram analisadas para a avaliagdo de eclosdo em moscas adultas
(figura 15).

Em relagdo aos individuos com o gendtipo GMR-GAL4; eiger; da-GAL4
com superexpressao ubiqua de Eiger; ndo foi registrado nenhum individuo
recém-emergido (Figura 15b), ou seja, para esta linhagem, o estagio de pupa é
o ultimo estagio de desenvolvimento, pois as mesmas escureceram e secaram
apos 7 dias de observagao, caracterizando a morte das mesmas (Figura 14 e
Figura 16). O desenvolvimento de pupas em moscas recém-emergidas foi
estatisticamente diferente entre as linhagens controle e o tratamento (teste
Tukey, P < 0.05).

A linhagem Canton S apresentou a maior taxa de eclosdo de pupas
dentre as linhagens controle, seguida de UAS-eiger e da-GAL4, contudo, a
diferenga entre elas e nao foi estatisticamente significativa (teste Tukey, P >
0.05).
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Figura 15. Desenvolvimento de pupas em moscas recém-
emergidas. Linhagens controle: Canton S (selvagem), UAS-eiger
e da-GAL4 (parentais) e linhagem tratamento: GMR-GAL4; eiger;
da-GAL4. (teste Tukey, P < 0.05).



Figura 16. Individuos adultos apds sete dias do surgimento de pupas. Auséncia de Individuos
adultos em GMR-GAL4; UAS-eiger x da-GAL4 (indicado pela seta).

4.3 Teste com Drogas

Todos os tratamentos com diferentes concentracbes de dexametasona
resultaram em individuos sem reversdes fenotipicas. Todos os individuos
adultos da linhagem GMR-GAL4; UAS-eiger apresentaram olhos reduzidos
(figura 4 A) e nenhuma das pupas resultantes do cruzamento, cuja prole
apresenta superexpressao ubiqua de Eiger (GMR-GAL4; UAS-eiger; da-GAL4)
eclodiram em individuos adultos. Quanto a linhagem controle (Canton S) todos
os individuos adultos apresentaram caracteristicas fenotipicas normais.

Em relacdo ao teste com antiinflamatério ndo esteroidal (acido

acetilsalicilico), também, nao foi observado reversao fenotipica.
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4.4 Viabilidade ap6s Knock down ubiquo de Eiger

A prole resultante do cruzamento entre a linhagem cujo genaétipo codifica
o RNA hairpin para Eiger (UAS-eiger-IR) e a linhagem que dirige a expressao
ubiqua (da-GAL4) (Figura 17) apresentou 81 individuos sendo 43 fémeas e 38

machos. Esses individuos nao apresentaram alteragbes morfolégicas visiveis.

w UAS-eiger-IR + y + da-GAL4
P: H H X H :
w UAS-eiger-IR + w + da-GAL4
w UAS-eiger-IR + w UAS-eiger-IR +
F1: E ; H 3
y + da-GAL4 w + da-GAL4

Figura 17. Cruzamento entre fémeas virgens da-GAL4 (driver) e machos UAS-eiger-IR

(responder knock down para eiger) e gendtipo da F1 duplo heterozigota.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho buscou-se o estabelecimento de um modelo de doenca
inflamatdrio sistémica em Drosophila melanogaster com fendétipo visivel e bem
definido. Os drivers para corpo gorduroso de fémeas adultas para o cérebro e
para direcionamento ubiquo juntamente com o responder, que superexpressa
eiger podem gerar uma prole afetada, devido a um quadro inflamatdrio
sistémico, uma vez que tecidos de suma importancia para os individuos sao
alvos . Esse inseto permite a triagem rapida de possiveis novos farmacos.

Um estudo realizado anteriormente utilizou o sistema GAL4/UAS para
direcionar a superexpressado de Eiger para os olhos, o que resultou em lesao
tecidual e comprometimento do 6rgdo . O mesmo resultado foi obtido no
presente estudo, apds cruzamentos consecutivos entre as geragdes, mais
especificamente, a partir da F2 homozigota (tabela 4). No entanto, ndo foram
observadas nenhuma alteracdo em individuos em que o direcionamento da
superexpressao de Eiger foi para os tecidos do corpo gorduroso de fémeas
adultas e cérebro. Provavelmente estes resultados se devam ao local para onde
foi direcionada a superexpresséo tecido especifica, ou seja, érgéos internos,
como os olhos, cérebro e gbnadas que em mamiferos, geralmente envolvidos

em mecanismos de imunoprivilégio % 46 47: 48

, além de exigirem a aplicagéao de
meétodos de detecgao mais detalhados e invasivos, como dissecagao.

Outra explicacao possivel para a falta de alteragdes fenotipicas evidentes
nos individuos com driver para o cérebro € a quantidade de expressao, os
homozigotos contém o dobro de coépias do gene dos heterozigotos (portanto
produzem maior nivel de proteinas), uma vez que os individuos F1 avaliados
foram todos duplo heterozigotos (driver e responder). Esse fendmeno foi
observado também no ensaio de superexpressdo de Eiger nos olhos. A
diferenga de expressao génica entre heterozigoto e homozigoto pode ser
decisiva para um alcance de superexpressao detectavel por métodos menos
laboriosos como o exame visual utilizado neste estudo.

No caso dos individuos com direcionamento de superexpresséo de Eiger

para o corpo gorduroso de fémeas adultas, alguns individuos homozigotos para

64



o constructo Eiger foram obtidos através de cruzamento entre a F1 (tabela 5).
No entanto, ndo foi possivel observar alteragdo morfoldgica visivel. Sendo
assim, o direcionamento da superexpressado de Eiger para tecido especifico se
mostra como a uma explicacdo mais eficiente do que a quantidade de
expressdo, neste caso. O driver yolk-GAL4, proveniente de um gene que

49 promove a expressdo do responder

expressa o precursor de vitelogenina
(Eiger) de forma restrita a um tecido que nao afeta os individuos acometidos de
forma severa.

A partir da obtencgéo dos individuos com olhos reduzidos (figura5 Ae B) e
estabelecimento de uma linhagem com essa caracteristica, os mesmos foram
utilizados como os parentais portadores do responder UAS-eiger nos
cruzamentos subsequentes (tabela 1), (figura 7) e (figura 8) por reportarem o
funcionamento do sistema GAL4/UAS devido a presenca de um fendtipo visivel
caracteristica fundamental nos estudos sobre expressdo génica, utilizando o
sistema GAL4/UAS em cruzamentos de Drosophila melanogaster *°.

A superexpressdo ubiqua de Eiger em heterozigose foi capaz de
promover alteracao fenotipica visivel mostrando que esse tipo de driver difere de
todos os outros apresentados pelas proles resultante dos cruzamentos
anteriores. O direcionamento tecidual também deve ser considerado, uma vez
que o driver utilizado dirige a expressao do responder para varios tecidos do
organismo, a saber: discos imaginais das asas e olhos, corddo nervoso ventral,
musculos, ovarios, glandulas salivares, antenas, pernas, halteres e um conjunto
de células do sistema nervoso central ' 9% %% %4,

Provavelmente, as influéncias do direcionamento da expressdao e a
quantidade de expressao (heterozigose) também se aplicam ao resultado obtido
para reducado da expressao de Eiger por knock down em prole resultante do
cruzamento entre as linhagens da-GAL4 e UAS-eigerIR (tabela 1) e (figura 17).
Apesar de diminuir significativamente os niveis de expressdo de Eiger '° de
forma ubiqua, alteragbes morfoldgicas visiveis ndo foram encontradas. A
geracao de prole homozigota para o aumento dos niveis de RNA-hairpin contra

Eiger sera, ainda, avaliada.
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As analises subsequentes com a prole para superexpressao ubiqua de
Eiger (GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-GAL4/+) foram conduzidas explorando
caracteristicas relacionadas aos estagios de desenvolvimento dos individuos do
inicio ao fim e também, caracteristicas fisiologicas.

O primeiro bioteste realizado entre as linhagens de Drosophila
melanogaster (Tabela 2) e (Figura 9 B) apresentou oviposi¢gdes com diferengas
estatisticas nao significativas entre as linhagens controle e tratamento, o que
sugere a nao influéncia dos constructos (GAL4/UAS) sobre o processo.
Resultado obtido em estudo anterior também apresentou padrbes semelhantes
para oviposi¢cdo resultante de cruzamentos entre linhagens transgénicas de
Drosophila melanogaster portando o sistema GAL4/UAS®°.

A caracteristica de um desenvolvimento embrionario externo 2% 6 57 5859

6081 provavelmente seja a explicagdo para a indiferenca entre as oviposicdes,
principalmente entre tratamento e controles; provavelmente nao houve ativagao
de expressao génica do sistema driver-responder (da-GAL4-UAS-eiger) que
resultasse em superprodugao ubiqua de Eiger que leva a apoptose celular 15;
6226. a ponto de lesionar tecidos pré-embrionarios inviabilizando a oviposicdo
dos individuos (GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-GAL4/+). Além das condicbes
padronizadas de experimentacdo em que foram realizados os biotestes como
alimentacdo, temperatura, controle de Iluminosidade que provavelmente
mantiveram a vitelogénese e retencdo dos ovos no corpo, condigbes essas
importantes para manutencéo dos ciclos circadianos ¢ %% ©°,

O segundo bioteste, seguindo nas fases de desenvolvimento de D.
melanogaster avaliou o desenvolvimento larval, que resultou em diferencas
significativas entre o tratamento e os controles (figura 11); provavelmente devido
a superexpressao de Eiger dirigida para os tecidos embrionarios dos individuos
de gendtipo GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-GAL4/+. Eiger foi identificado em
estudos anteriores como gene ortdlogo do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-alfa) de mamiferos % 62 63 64 65 € Caracterizado como uma
citocina inflamatoéria independente de caspase, Eiger age em D. melanogaster

induzindo apoptose através da via de controle do ciclo celular dependente de
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Kinases (JNK) 1564 Na presenca de danos tissulares pode representar um sinal
perigoso agindo como promotor tumoral, estimulando a migragcao celular
invasiva e retardando o inicio da metamorfose % . Pode agir também mediante
um efeito propagativo de apoptose sou seja, induz a morte de células
localizadas em compartimentos vizinhos .

No presente estudo, o gene Eiger foi superexpresso, através do sistema
(da-GAL4-UAS-eiger), nos tecidos e fases do desenvolvimento em que outro
gene, o gene daughterless “da”, é expresso naturalmente. Altos niveis de
expressao de “da”’ sao detectados durante as primeiras e Ultimas fases do
desenvolvimento embrionario, atingindo células germinativas e nutridoras °% °’.
Outros estudos também detectaram altos niveis de expressdo de da em
estruturas embrionarias precursoras do Sistema Nervoso Central (SNC) e os
musculos dos individuos °'; *'. Uma acdo massiva de Eiger e de forma ubiqua
sobre os individuos do gendtipo GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-GAL4/+, através
de uma super-ativagao do sistema imune pode levar alguns individuos a morte,
explicando assim diminuigao significativa de eclosao de larvas.

Entretanto a diferenca sé foi significativa (teste Kruskal-Wallis, P<
0.05) entre expressao ubiqua de eiger e os controles selvagem (Canton S) e
parental (UAS-eiger), o que reforga a existéncia de um estado de silenciamento
transcricional do responder na auséncia de GAL4, conforme observado em
estudos anteriores %'.

Esse resultado também sugere a existéncia de fator que diferencia
os controles entre si, pois apesar de ndo haver diferenga estatistica significativa
entre 0s mesmos, a linhagem controle parental da-GAL4 (figura11) também nao
apresentou diferenga significativa com animais GMR-GAL4; UAS-eiger; da-
GAL4. Estudos pioneiros sobre o sistema de ativacdo GAL4/UAS em D.
melanogaster nao indicavam haver efeitos fenotipicos deletérios pela expressao

de GAL4 nesta espécie " %7

. No entanto estudos posteriores reportaram
anomalias no desenvolvimento provocado pela expressdo de GAL4%% °. Deste
modo, expressdo ubiqua da proteina GAL4 na linhagem parental (da-GAL4)

provavelmente promove diminuigao do fitness desses individuos.
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As larvas no estagio 3 de desenvolvimento foram avaliadas quanto a
motilidade (figura 2), e a expressdo ubiqua de Eiger promove diminuicdo
significativa nesse fendtipo. Provavelmente devido a superexpressao de Eiger
nos tecidos precursores do sistema neuromuscular, principalmente durante o
estagio embrionario, conforme discutido anteriormente e durante as ultimas
fases do estagio larval 3, uma vez que resultados de outros estudos apontam
para niveis de expressao de “da” (cujo promotor da inicio a ativacdo do sistema
da-GAL4/UAS-eiger ) de moderados a moderadamente altos durante essa fase

do desenvolvimento .

Uma acdo inflamatéria severa durante a formacao
desses tecidos pode ter acarretado em lesdes irreversiveis, que prejudicaram o
sistema motor das larvas (GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-GAL4/+).

Outros estudos mais recentes mostraram resultados em que larvas de D.
melanogaster apresentaram deficiéncia no comportamento locomotor e redugéo
do tempo de vida por desequilibrio biogquimico em motoneurdnios "2. Mostraram
ainda, a importancia da normalidade funcional do sistema imune nessas células
nervosas motoras através dos niveis de expressdo de Eiger e seu receptor,

Wengen .

Sobretudo, analises posteriores como dissecagdo seguida por
imunomarcagao e microscopia seriam necessarias para melhor investigar e
caracterizar os possiveis efeitos desse processo inflamatorio sistémico.

Estudos comprovam a importancia e essencialidade dos sistemas neural,
hormonal e imune para o desenvolvimento pupal de Drosophila melanogaster. O
equilibrio dos processos apoptéticos, por exemplo € comprovadamente
imprescindivel” 7> 76 717879 " principalmente para o estabelecimento do estagio
pupal quando ocorre a histdlise dos tecidos larvais’”’. As fases que
compreendem o estagio de pupa até eclosdo de adultos tém sido mostradas

como fases delicadas que estdo sob controle de relégio circadiano®” &'

que por
sua vez sofre influéncia de inumeros fatores bioquimicos como a producio e
acao de ecdisona, horménio que favorece o crescimento e a diferenciagcao das
estruturas do individuo adulto sendo sua producgao diretamente dependente de

equilibrio hormonal e neurogénico®'.
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O perfil de expresséo do gene daughterless aponta niveis de expresséao
deste gene que variam de moderadamente alto a moderado para o inicio e para
o final do estagio de pupa, respectivamente’’. Uma vez avaliada e comprovada
a presenca da expressdo deste gene em tecidos como o SNC, glandulas
salivares e discos imaginais’’, sugere-se que a superexpressdo de Eiger esta
sendo direcionada para os referidos tecidos durante o estagio de pupa. Uma vez
que o sistema utilizado no presente estudo (da-GAL4/UAS-eiger) esta sob o
comando da expressao de gene daughterless “da”. Essa superexpresséo,
provavelmente resultou na ativacdo de um processo inflamatério do tipo
autoimune de forma ubiqua, que neste ultimo estagio pode ter se acumulado aos
danos causados pelo mesmo processo inflamatério desde o estagio embrionario.
Resultando assim, na inviabilidade da prole e morte de todos os individuos com
genotipo GMR-GAL4/+; eiger/+; da-GAL4/+. Entretanto, estudos posteriores
utilizando técnicas moleculares e histolégicas poderdo explorar mais
detalhadamente esses resultados, inclusive a (s) do estagio pupal em que
acontece a morte desses individuos.

Individuos com superexpressdo de Eiger nos olhos (GMR-GAL4; UAS-
eiger) e com superexpressao ubiqua de Eiger (GMR-GAL4/+; UAS-eiger/+; da-
GAL4/+) foram submetidos a um teste utilizando diferentes dosagens de drogas
antiinflamatodrias (tabela 3) quanto a uma possivel reversdo fenotipica por
bloqueio do intenso processo inflamatério. Os resultados nao revelaram
nenhuma reversdo fenotipica em nenhuma das concentragdes de drogas
testadas. Entretanto um estudo anterior induziu a inativacdo da via inflamatdria
dependente do dominio protéico de imunodeficiéncia (IMD) em Drosophila,
devido a auséncia de lipolissacarideos (LPS) que naturalmente ativam as vias
que induzem apoptose celular®. As drogas utilizadas no presente estudo,
dexametasona (esteroidal) e acido acetilsalicilico (ndo esteroidal) foram
escolhidas por serem drogas comerciais que tém efeito antiinflamatoério
comprovado em mamiferos principalmente em humanos®®: 31: 35 83: 848586,

A acéo inibidora de dexametasona sobre a fosfolipase A2 em Drosophila

ja foi observada em estudo quanto ao bloqueio da via IMD® . Entretanto,
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aparentemente os compostos testados ndo modularam a expressao ou
funcionamento da via de sinalizacdo de Eiger no presente estudo, o que torna
necessario a realizacdo de analises posteriores para verificagdo das acdes de
outras drogas que tenham como alvo outros moduladores ativos em via (s) de

inflamagao com a participacao de Eiger.

6 CONCLUSOES

- A obtengao de um fendtipo visivel resultante da superexpressao de eiger tecido
especifica depende da quantidade de expressédo e ou do tecido para onde foi

direcionada a superexpressao.

- O silenciamento génico ubiquo de eiger ndo resulta em alteragbes fenotipicas

visiveis em individuos heterozigotos.

- A superexpressao ubiqua de eiger resulta em fendtipo visivel em individuos

heterozigotos.

- A superexpressao de eiger afeta os individuos desde o inicio do estagio

embrionario até o estagio de pupa, o ultimo estagio de vida desses individuos.
- Os farmacos, dexametasona e acido acetilsalisilico ndo revertem o fendtipo

caracteristico da superexpressédo. Desse modo, outras drogas antiinflamatorias

precisam ser testadas.
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