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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (D.A.) ¢ uma doenga neurodegenerativa, caracterizada por mudancas
comportamentais, cognitivas e motoras com amplo impacto na qualidade de vida.
Neuropatologicamente, ¢ descrita pela presenca de emaranhados neurofibrilares e alta
densidade de placas senis. Além, ha evidéncias da atuacdo de processos oxidativos e
inflamatdrios em seu desenvolvimento. Pela importancia da D.A., h4 a necessidade de descobrir
novos compostos que possam ser usados como tratamento. Para tal fim, ¢ atestada a eficacia de
extratos naturais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias — caracteristicas também
presentes no kefir, um probidtico que pode ser cultivado em leite ou em dgua com agucar
mascavo. Seus metabolitos possuem diversas acdes farmacoldgicas, principalmente como
indutor de apoptose em células cancerigenas. Testes para avaliacdo de novos compostos podem
ser feito através de organismos modelos como Drosophila melanogaster, que possui curto ciclo
de vida, baixo custo e capacidade de mimetizar comportamentos complexos relacionados a
idade - como memoria e habilidade motora. Além, pode-se obter linhagens transgénicas capazes
de mimetizar a via amiloidogénica da doenca e sua resposta a tratamentos. Neste estudo
buscamos investigar os efeitos do kefir de na Doenga de Alzheimer como tratamento, através
de Drosophila melanogaster utilizando o sistema GAL4/UAS. Para tal, foi verificada a
atividade locomotora das moscas apds tratamento e sua sobrevida. Os individuos modelos de
Alzheimer tratados com kefir ndo obtiveram melhora em sua escalada, apesar de apresentarem

melhor sobrevida — sugerindo potencial benéfico deste composto.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster, Leite, Kefir
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide uma das maiores causas de dependéncia e
incapacidade entre idosos ¢ a deméncia, que atinge cerca de 47 milhdes de pessoas. Suas
caracteristicas vao além do envelhecimento comum, englobando grande perda de fungdes
cognitivas como a memoria e habilidade de realizar tarefas rotineiras (World Health
Organization - WHO, 2017).

A Doenga de Alzheimer (D.A.) ¢ uma doenga neurodegenerativa, responsavel por cerca
de 70% dos casos de deméncia (WHO, 2017). Seus principais sintomas englobam mudancas
comportamentais - incluindo apatia e depressdo -, deterioracdes motoras e cognitivas como
perda de memoria recente, dificuldade em tomar decisdes e confusao em relagdo ao tempo ou
espago (Alzheimer’s Association, 2016).

Atualmente, cerca de 800 milhdes de pessoas sdo maiores de 60 anos e estima-se que
esse numero chegue a 2 bilhdes até 2050 (WASAY, 2016). Além disso, estudos indicam que
individuos acima de 70 anos possuem 10% de risco de desenvolver D.A., o que aumenta para
45% em populacdo acima de 85 anos (BIRD, 2008). Assim, juntamente ao aumento da
expectativa de vida, os impactos fisicos, sociais, psicologicos e econdmicos da D.A. fazem com
que esta seja uma doenga cada dia mais relevante.

Neuropatologicamente a D.A. ¢ caracterizada por uma alta densidade de placas senis e
presengca de emaranhados neurofibrilares - causados pelo acimulo de precipitados de -
amiloides e de proteina Tau hiperfosforilada (BLOOM et al., 2014). Os conjuntos destes
fendmenos geram perda de neuronios, fungdes sinapticas e conexdes entre diferentes partes do
cérebro - e deste com outros musculos e 6rgdos (SERRANO-POZO et al., 2011).

A presenca de placas senis € natural — apesar de ser ausente durante a juventude - e pode
ser observada em individuos cognitivamente intactos, sendo que a patologia ¢ caracterizada de

forma quantitativa. Estas sdo formadas primariamente por peptideos f-amiloides derivados da
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clivagem da proteina precursora de -amiloide (APP), componente do metabolismo celular em
geral, expressa em todos tecidos e células nucleadas. Esta proteina pode ser processada
proteoliticamente pela via amiloidogénica ou nao amiloidogénica, sendo a primeira, alvo de
uma das principais hipdteses sobre o desenvolvimento da D.A. (CASTELLANI et al., 2013).

A via ndo amiloidogénica ¢ constituida pela clivagem da APP pela enzima a-secretase
\gerando um fragmento C-terminal da APP de 83 aminoacidos, que ¢ processado pela y-
secretase, gerando o fragmento B-amiloide truncado, conhecido como P3 (com retencdo do
componente amiloidogénico) e um fragmento intracelular da APP, que ndo auxiliam no
desenvolvimento da D.A. (HARDY et al., 2002)

Por sua vez, a via amiloidogénica ¢ caracterizada pela clivagem da APP pela enzima f3-
secretase na regido N-terminal (extracelular), que gera um fragmento C-terminal de 99
aminoacidos - também substrato para y-secretase na regido C-terminal (transmembrana) -,
gerando o peptideo B-amiloide completo e um fragmento intracelular da APP menor que o
gerado pela outra via. Este peptideo varia seu tamanho — sendo os de 40 e 42 aminoacidos os
mais relevantes para a doenca — e se oligomeriza e fibriliza, gerando placas B-amiloides que sdao
depositadas no cérebro. (HARDY et al., 2002)

A B-secretase, também conhecida como BACE (f-Site APP Cleaving Enzyme) ¢ uma
aspartil protease de membrana que possui dois homodlogos que se diferem na localizagao
tecidual e celular, BACE-1 e BACE-2, sendo que apenas a primeira atua na produgdo de
peptideo B-amiloide. Por estar centralmente envolvida na via amiloidogénica e ser um fator
limitante, a BACE-1 ¢ um grande alvo para terapias para a D.A. (CASTELLANI et al., 2013)

Os emaranhados neurofibrilares presente na D.A e sua neurotoxicidade se originam da
hiperfosforilagdo da proteina Tau, uma MAP (proteina associada a microtibulos) altamente
soltvel, encontrada em neur6nios e também outras células do sistema nervoso, porém em

baixos niveis. A funcdo principal desta proteina ¢ a estabilizacdo de microtibulos e regulacao
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de transportes axonais, permitindo a estruturagdo de neurdnios e o transito de nutrientes e
proteinas para as células. Na D.A., a proteina Tau ¢ hiperfosforilada, ndo permitindo o
desempenho de seu papel e prejudicando a organizacdo do citoesqueleto, levando a morte
neuronal (HARDY et al., 2002).

Devido a falta de sucesso em desenvolver terapias efetivas para a Doenga de Alzheimer
e 0 aumento dos custos com o tratamento de deméncia, ha uma grande necessidade em descobrir
novos compostos que possam ser usados como tratamento (WINBLAD et al., 2016). O uso de
produtos naturais neste processo tem sido emergente (SHAL et al., 2018), principalmente com
o uso de extratos de Ginko biloba que possui eficaz a¢ao antioxidante e anti-inflamatéria (LIU
etal., 2015; MULLER et al., 2017).

Estudos indicam que a presenga de placas senis ¢ de emaranhados neurofibrilares na
D.A. podem estar relacionados ao estresse oxidativo e processos inflamatorios, sendo que o
primeiro atuaria gerando aumento de APP, disfun¢do mitocondrial e hiperfosforilacdo da
proteina Tau (JIANG et al., 2016; KIM et al., 2015) enquanto que o segundo, pela fagocitose
ineficiente da microglia sobre a proteina B-amiloide (SPANGENBERG et al., 2017). Desta
forma, a busca por outros produtos naturais com caracteristicas semelhantes ao Ginko biloba
pode ser uma boa alternativa de encontrar outros candidatos para combater a D.A.

A partir disso temos o kefir, um probiotico oriundo da regido do Caucaso que possui
compostos provenientes do metabolismo bacteriano e de leveduras com agdo antioxidante
(CENESIZ et. al., 2008; CHEN et al., 2015) e anti-inflamatoria, observada pela a¢do benéfica
em lesdes causadas por acido acético em camundongos (RODRIGUES et al., 2005; DINIZ et
al., 2003).

Considerado como o iogurte do século XXI (SCHNEEDORF; ANFITEATRO, 2004),
o kefir ¢ composto por bactérias e leveduras - mais frequentemente isolados os géneros

Lactobacillus, Leuconostoc, Kluyveromyces, Pichia e Saccharomyces. (FIORDA et al., 2017).
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Seus graos sao envoltos por um complexo de heteropolissacarideos denominados de kefirano e
ao fermentar o leite, utilizado como substrato, hd produ¢do de metabdlitos como acidos
organicos, didxido de carbono, etanol e peptideos (HSIEH et al., 2012; MAGALHAES et al.,
2010). Estudos indicam que tais compostos possuem papel como indutores de apoptose em
células cancerigenas de diferentes tipos (SHARIFI et al., 2017) e moduladores inflamatérios da
via JKA2 (CHEN et al., 2016), o que sugerem alto potencial farmacoldgico deste probidtico.

De forma a testar os efeitos de diversos produtos naturais sobre a D.A., pode ser
utilizado organismos modelos como Drosophila melanogaster, que possui seu genoma
completamente sequenciado (ADAMS et al., 2000). Isto permite a obtencdo de linhagens
transgénicas, disponiveis em centros de estoque como o Bloomington, por sistemas como
GAL4\UAS (COOK et al, 2010).

Este sistema ¢ derivado de leveduras e ativado pelo cruzamento entre linhagens que
expressam Gal4 (driver) responsavel por direcionar o gene de interesse para um tecido
especifico — com linhagens contendo o elemento UAS (responder) - que modulam transcri¢ao
do gene de interesse. Desta forma, a prole resultante ira expressar o gene ligado ao UAS sob
um padrao de expressao dirigido por Gal4 (ELLIOTT et al, 2008). Assim, ¢ possivel expressar
proteinas especificas da Doenca de Alzheimer direcionadas ao cérebro, como a proteina
precursora de amiloide (APP) e a enzima B-secretase (BACE) e mimetizar a via amiloidogénica
da doenca e sua resposta a tratamentos (CHAKRABORTY et al., 2011).

Além dos beneficios genéticos, este organismo modelo possui anatomia simples, curto
ciclo de vida, baixo custo de manutencdo, facilidade de manejo e capacidade de mimetizar
comportamentos complexos relacionados a idade (YAMAGUCHI et al, 2018). Através do
Teste RING (Rapid Iterative Negative Geotaxis), por exemplo, € possivel determinar a reducao
de atividade locomotora associada a idade ou neurodegeneracdo (GARGANO et al., 2008;

MCCURK et al., 2015).
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Assim, sendo a deméncia uma doenga que ja aflige grande parte da populacao - e se
espera chegar a 75 milhdes de individuos até 2030 pela ultima estimativa da Organizagao
Mundial da Satde - novas abordagens para o tratamento da D.A. s3o necessarias. O crescente
uso do kefir na alimentacdo e suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias podem
contribuir para a atenuacao da D.A., devido ao possivel papel benéfico destas caracteristicas
em atenuar seu desenvolvimento. Desta forma, o estudo dos efeitos do kefir em D.
melanogaster como organismo modelo para D.A. ¢ uma alternativa para avaliar de fato e

compreender os efeitos de seus componentes na progressao da doenga.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do kefir em individuos Drosophila melanogaster modelo para a Doenca

de Alzheimer em.

2.2 Objetivos Especificos

1) Obter e validar moscas utilizadas como organismo modelo para Doenca de
Alzheimer.

2) Avaliar a atividade locomotora de moscas modelo de Alzheimer tratadas com kefir.

3) Avaliar o efeito do kefir na sobrevivéncia dos organismos modelo para Doenca de

Alzheimer.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos Modelo

As linhagens de Drosophila utilizadas foram obtidas por meio Centro Bloomington e
mantidas no estoque de Drosophila do Laboratério de Genética (LABGEN) em estufas com
ciclos de claro-escuro (12/12h) a 25°C. As moscas foram mantidas em frascos de vidro ou vials
(tubos transparentes de 8 cm de altura por 3 cm de didmetro) contendo meio Bloomington
padrdo (farinha de soja 0,01% m/v, xarope de glicose 7,2% m/v, agar 0,6% m/v, fuba 0,073%

m/v, levedura 0,018% m/v, solu¢ao Nipagin 0,06% m/v e solugdo acida 0,05% m/v).

3.2 Cruzamentos

Individuos das linhagens parentais, elav-Gal4°!> (BL# 458) ¢ UAS-BACE,UAS-APP
(BL#29877) foram anestesiados utilizando éter etilico e separados de acordo com seu sexo com
o0 auxilio de uma lupa com luz. De forma a obter organismos modelo para Doenca de Alzheimer,
fémeas virgens da linhagem elav-Gal4 - coletadas até duas horas apos sua eclosdo e contendo
meconio - e machos UAS-BACE,UAS-APP foram cruzados na proporg¢ao 3:1 respectivamente.
As pupas resultantes foram selecionadas dos frascos de cruzamento ap6s 7-10 dias e mantidas
em vials com meio padrio até sua eclosdo, 10-13 dias a partir do cruzamento. Paralelamente,
foram mantidos cruzamentos das linhagens parentais — de forma a serem utilizados como

controle nos teste subsequentes - e os frascos esvaziados apds sete dias.

3.3 Manutencio e Preparo do Kefir
Graos de Kefir foram mantidos em leite UHT (Ultra High Temperature) 3%, sendo
diariamente coados e novamente misturados ao seu meio apds a fermentagao total do leite. O

fermentado — kefir — foi mantido na geladeira a 4°C e utilizado como componente do meio para
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as moscas. Para manutencao de estoque e estudos futuros, graos excedentes foram congelados

a -20°C com meio de cultivo em volume reduzido.

3.4 Tratamentos

Visando avaliar sua escalada, moscas um a quatro dias apos sua eclosdo, provenientes
dos cruzamentos acima mencionados foram transferidas para vials com os meios respectivos a
seus tratamentos em triplicata, com cerca de 25 individuos em cada. Foi utilizado meio de puré
enriquecido (puré de batata instantdneo 75%, extrato de levedura 15%, glicose 9,3%,
metilparabeno 0,7% e 4x do peso dos ingredientes em agua), variando seu liquido - 4gua filtrada
(utilizada como controle), leite (de forma a verificar seu efeito como diluente) ou kefir como
tratamento. Os meios foram trocados trés vezes por semana até a finalizacdo dos testes, com

duragao de sete dias.

3.5 Avaliacao do kefir no desenvolvimento dos individuos

De forma a avaliar os efeitos do kefir no desenvolvimento das moscas modelo de
Alzheimer (elav-Gal4 > UAS-BACE,UAS-APP), cerca de dez fémeas elav-Gal4 e dez machos
UAS-BACE,UAS-APP foram cruzadas em meio de puré enriquecido com agua filtrada, leite
ou kefir. Paralelamente, as linhagens parentais também foram mantidas nas mesmas condicoes.
Sete dias apos o cruzamento das linhagens parentais foram retirados e a quantidade de pupas
presente nos vials avaliada. Dez dias apds o cruzamento foi avaliada a quantidade de individuos

eclodidos.

3.6 Teste RING (Rapid Iterative Negative Geotaxis)

Para avaliar sua escalada, cerca de 25 moscas para cada condi¢do de tratamento em

triplicata foram colocadas em vials e entdo alocadas no raque de madeira utilizado para o teste.
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As moscas foram expostas a luz e mantidas em ambiente silencioso por 20 minutos para
ambientacgao.

Ap0s este periodo, as moscas foram deslocadas para o fundo por meio de trés batidas
da raque. O progresso da escalada a uma altura igual ou superior 2 5 cm foi avaliado
considerando 120 frames — quatro segundos - a partir do que momento que o raque toca na
bancada.

O teste foi realizado com um, dois e sete dias de tratamento em triplicata e registrados

por meio de videos, reproduzidos e analisados no software QuickTime 7.7.9.

3.7 Teste de Sobrevivéncia

Paralelo ao teste de escalada, também foi avaliado a sobrevivéncia das diferentes
linhagens (elav-Gal4, UAS-BACE e Alzheimer) em meio de puré enriquecido com agua, leite
ou kefir. A cada troca de meio foi feita contagem manual das moscas que morreram nas tltimas

48 horas e os dados foram analisados pelo teste Kaplan-Meier.

3.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados de acordo com a normalidade constatada pelo teste
D’ Agostino&Pearson e consequentemente por meio de teste t (para dados ndo normalizados)
ou ANOVA de duas vias (para dados normalizados) com nivel de significancia estabelecido em

p <0,05. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism.

25



4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da linhagem utilizada como organismo modelo para Doenca de
Alzheimer

A fim de avaliar o desempenho das moscas resultantes do cruzamento elav-Gal4 > UAS-

BACE,UAS-APP como organismo modelo para Doenca de Alzheimer, sua escalada foi

comparada a seus parentais (Figura 1) primeiramente em uma situacdo controle, utilizando

moscas de 1-4 dias mantidas em meio de puré enriquecido sem adi¢ao de kefir ou leite.

1 Dia - Controle

* ok ok ok

60 I 1
* k k k
©
- 40
=
“ * k k *
o "
(]
w
S 20 A
0 : : .

UAS-BACE elavGal4d Alzheimer

Figura 1: Avaliacdo da linhagem utilizada como organismo modelo para Doenca de

Alzheimer. Avaliagdo da escalada de moscas UAS-BACE, elav-Gal4 e fenotipo de Alzheimer, apds um dia de

tratamento em meio de puré enriquecido controle. Valores representam média = EPM (erro padrdo médio), (****)

indica P<0.0001 quando comparado pelo teste t entre os grupos indicados.

Foi possivel observar diferenca significativa entre os organismos provenientes do cruzamento
— modelos de Alzheimer — e individuos das linhagens parentais. A progénie demonstrou uma
menor porcentagem de escalada em relacdo a elav-Gal4 e UAS-BACE,UAS-APP e

demonstrou-se apta a ser utilizada como organismo modelo.

26



4.2 Avaliacao do efeito do kefir na linhagem de Alzheimer.

Os efeitos do kefir em comparagdo aos grupos controle e leite, nas diferentes linhagens

trabalhadas ao longo do tempo, podem ser observados na Figura 2. No que tange as moscas

modelo de Alzheimer (elav-Gal4 > UAS-BACE,UAS-APP) ndo foi possivel identificar
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Figura 2: Avaliacio dos efeitos do kefir através do tempo. Testes de escalada realizados com as

linhagens parentais UAS-BACE,UAS-APP, elav-Gal4 e moscas fenotipo de Alzheimer apds um (A), dois (B) ou
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sete (C) dias de tratamento. Valores representam média = EPM, (****) indica p<0.0001, (***) indica p<0.001,

(**) indica p<0.01, (*) indica p<0.05 quando comparado pelo teste t a medida referente aos grupos indicados.

Apesar disso ¢ possivel perceber uma tendéncia na melhora da escalada dos individuos
modelo de Alzheimer tratados com leite e kefir em relacdao ao controle (dgua) no primeiro dia
de tratamento (Figura 2A) — padrdo que nao permanece nos proximos dias avaliados.
Considerando uma semana de tratamento (Figura 2C), e individuos com 8-11 dias de idade, a
escalada destes individuos tratados com kefir chega a ser nula.

Em relagdo as linhagens parentais, ¢ possivel notar o diferente perfil de atuagcdo deste
produto em UAS-BACE e elav-Gal4 nos dias avaliados pelo teste. Apenas no primeiro dia
ambas linhagens apresentam diferenca estatistica da escalada do grupo tratado com kefir em
relacdo ao controle (4gua) e ao leite. No segundo dia de tratamento (Figura 2B) ¢ possivel notar
diferenca estatistica entre o grupo tratado com kefir em relag¢do ao tratado com leite, mostrando
sua notavel diminuicao na escalada desta linhagem. Porém, no mesmo teste € possivel perceber
a alta melhora na escalada da linhagem elav-Gal4 tratada com kefir em relacdo ao grupo
controle, embora ja ndo haja diferenga entre as moscas tratadas com leite ou do grupo controle.

Por fim, observando o teste realizado com sete dias de tratamento (Figura 2C) o padrao
observado em UAS-BACE ¢ modificado e se assemelha a elav-Gal4 neste mesmo periodo. O
grupo tratado com kefir apresenta escalada superior ao controle — embora ndo tao significativa
quanto ao grupo tratado com leite, apesar de ndo haver diferenca entre leite e kefir.

A taxa da escalada das moscas modelo de Alzheimer ao longo do tempo (Figura 3)
indica uma diminuicao significativa no grupo comparando os dois primeiros dias de tratamento,
assim como o kefir. O grupo tratado com leite, no entanto, apresenta diferenca estatistica apenas
em relacdo a escalada de sete dias de tratamento — comparando com a de dois dias. Isso indica
que o leite foi o tratamento que menos houve queda da escalada de um para dois dias — ao

contrario do que ocorre no controle e no kefir.
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Figura 3: Avaliacido dos efeitos do kefir em moscas modelo de Alzheimer. Avaliagio da

escalada de moscas fenotipo de Alzheimer tratadas com kefir, leite ou do grupo controle ao longo dos sete dias de
tratamento. Valores representam média £ EPM, (**) indica p<0.01, (*) indica p<0.05 quando comparado pelo

teste t a medida referente aos grupos indicados.

De acordo com os testes de escalada da linhagem parental BACE (Figura 4) observamos
que o grupo tratado com kefir foi o Unico que apresentou queda significativa na escalada,
comparando os dois primeiros dias de avaliagdo. Porém, ao comparar a escalada destas mesmas
moscas nos testes realizados com dois e sete dias, este também foi o unico grupo que apresenta
uma melhora significativa de escalada. Isto se contrasta com a queda significativa do grupo
controle (dgua) neste mesmo periodo. Apesar da escalada do grupo tratado com leite ndo
apresentar diferenca estatistica, ¢ possivel notar que este ¢ o grupo com menos variacdes de
escalada ao longo do tempo analisado, se mantendo tdo alto quanto — ou acima — dos outros

grupos.

29



Progressdao de Escalada - UAS-BACE

60 - )
P . B Agua
— —
_ Leite
[}]
5 40 B Kefir
©
©
o
()
w
° 20 A

0- T T T
1 2 7 1 2 7 1 2 7

Dias de Tratamento

Figura 4: Avaliacdo dos efeitos do kefir na linhagem UAS-BACE,UAS-APP. Avaliagdo da

escalada da linhagem UAS-BACE,UAS-APP tratadas com kefir, leite ou do grupo controle ao longo dos sete dias
de tratamento. Valores representam média £ EPM, (***) indica p<0.001, (**) indica p<0.01, quando comparado

pelo teste t a medida referente aos grupos indicados.

Por meio dos testes de escalada da linhagem parental elav-GAL4 (Figura 5) € possivel
perceber queda significativa do grupo controle (dgua), tanto comparando os testes realizados
com um e dois dias quanto comparando aos testes de dois e sete dias. O mesmo ocorre no grupo
tratado com kefir, apesar de sua escalada ser superior aos outros tratamentos. Por sua vez, o
grupo tratado com leite apresenta uma escalada com menos variagdes entre os dias e ainda

superior ao controle (dgua).
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Figura 5: Avaliacdo dos efeitos do kefir na linhagem elav-GAL4. Avaliagio da escalada da

linhagem elav-Gal4 tratada com kefir, leite ou do grupo controle ao longo dos sete dias de tratamento. Valores
representam média = EPM, Valores representam média £ EPM, (¥***) indica p<0.0001, (***) indica p<0.001,

(**) indica p<0.01, (*) indica p<0.05, quando comparado pelo teste t a medida referente aos grupos indicados.

4.3 Avaliacio da sobrevivéncia das moscas modelo de Alzheimer.

Através da avaliacdo da sobrevivéncia das moscas modelo de Alzheimer em seus
diferentes tratamentos (Figura 6), foi possivel observar que o kefir apresenta melhora
significativa na sobrevida das moscas em comparagdo aos grupos agua e leite. As linhagens
parentais por sua vez, ndo apresentam uma melhora tao acentuada com o tratamento com kefir,
apesar de ambas serem prejudicadas pelo tratamento com leite. Moscas elav-Gal4 tratadas com
kefir tendem a uma melhor sobrevivéncia nos primeiros dias e nos ultimos se igualam ao
controle. Por sua vez, moscas UAS-BACE tratadas com kefir possuem sua sobrevivéncia

proxima ao controle de agua.
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Figura 6: Avaliacido da sobrevivéncia de moscas modelo de Alzheimer tratadas com

kefir. Avaliagio da sobrevivéncia das linhagens elav-Gal4 (A), UAS-BACE,UAS-APP (B) e moscas modelo de

Alzheimer (C) ap6s tratamento com leite ou kefir por 14 dias e controle de agua. (D) Comparacao da area sobre a

curva de UAS-BACE,UAS-APP ¢ individuos com Alzheimer.

Além disso, € possivel observar na Figura 6D que ap6s tratamento com kefir, a area sobre

a curva dos individuos modelo de Alzheimer nao teve diferenga significativa com sua linhagem

parental UAS-BACE,UAS-APP — o que indica um efeito do kefir na melhora da sobrevida

destes individos, que se igualam a moscas saudaveis.
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4.4 Avaliacao da acdo do kefir sobre o desenvolvimento das moscas modelo de
Alzheimer.

Ap0s o cruzamentos de linhagens parentais (UAS-BACE,UAS-APP ¢ elav-Gal4©!5) ou
entre elas (para obtencao de moscas modelo de Alzheimer elav-Gal4 > UAS-BACE,UAS-APP)
realizado em meio de puré enriquecido contendo kefir (Figura 7) ou leite (Figura 8), suas pupas
— ¢ a consequente eclosdo - foram avaliadas de forma a inferir sobre o efeito do kefir no
desenvolvimento das moscas.

As larvas tratadas com kefir se transformaram em pupa (Figura 7), mas apenas moscas
UAS-BACE,UAS-APP eclodiram (Figura 7A), enquanto que elav-Gal4 e moscas modelo de

Alzheimer nio eclodiram.

Pupas UAS- Moscas UAS- Pupas clav- Pupas provenientes do
BACE tratadas BACE eclodidas Gald tratadas cruzamento elav-Gal4 >
com kefir o kefir i UAS-BACE tadas com

Figura 7: Avaliacdo dos efeitos do kefir no desenvolvimento de moscas modelo de

Alzheimer. Avaliagdo da presenga de pupas € sua eclosdo das linhagens UAS-BACE,UAS-APP (A), elav-Gal4

(B) e moscas modelo de Alzheimer (C) em meio de puré enriquecido contendo kefir.

Porém, ao avaliar as larvas tratadas com leite (Figura 8), apenas moscas elav-Gal4
eclodiram com sucesso (Figura 8 A), enquanto que moscas UAS-BACE,UAS-APP e modelo de

Alzheimer ndo eclodiram.
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Figura 8: Avaliacdo dos efeitos do leite no desenvolvimento de moscas modelo de

Alzheimer. Avaliagdo da presenga de pupas € sua eclosdo das linhagens UAS-BACE,UAS-APP (A), elav-Gal4

(B) e moscas modelo de Alzheimer (C) em meio de puré enriquecido contendo leite.

Assim, ¢ possivel perceber a diferenca de acdo tanto do leite quanto do kefir em diferentes

linhagens de Drosophila melanogaster.

5. DISCUSSAO

O uso de moscas provenientes do cruzamento de linhagens elav-Gal4©'>5 (BL# 458) e
UAS-BACE,UAS-APP (BL#29877) para o estudo da Doenga de Alzheimer em Drosophila
melanogaster foi categorizado em 2011 por Chakraborty e colaboradores. No trabalho
supracitado também foi realizado teste RING de forma a avaliar o desempenho locomotor das
moscas, com individuos com 2-10 dias de vida das linhagens parentais — elav-Gal4 ¢ UAS-
BACE — apresentando escalada equivalente (cerca de 90%) enquanto que as moscas modelo de
Alzheimer apresentaram cerca de 75% de escalada.

No entanto, estes dados contrastam com nossos resultados ja que no primeiro dia de

tratamento (Figura 1) — no qual as moscas possuiam 1-4 dias de vida — a escalada de UAS-
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BACE ¢ significativamente maior que de elav-Gal4 (cerca de 45 e 20% sucessivamente). Além,
o valor obtido para o modelo de Alzheimer no mesmo teste nao chega a sequer 6%.

Desta forma, a escalada das moscas utilizadas foi inferior ao esperado. Esta diferenca
em elav-Gal4 pode se dar por ser uma linhagem ainda em adaptagdo, ja que chegou ao
Laboratdrio de Genética (onde foram conduzidos os experimentos) a menos de seis meses. Em
2012, OROZCO-TERWENGEL e colaboradores indicaram que D. melanogaster apresenta
instabilidade até 15 geragdes apos ser introduzida em um novo ambiente laboratorial (et al.,
2012), o que ainda ndo foi atingido na data de realiza¢do dos experimentos.

A ndo-adaptagdo completa ao ambiente de elav-Gal4 pode indicar uma explica¢dao ao
porque da linhagem modelo de Alzheimer apresentar uma escalada mais de 10 vezes menor ao
esperado. Apesar disso, a linhagem UAS-BACE,UAS-APP estd bem estabelecida ao ambiente
laboratorial, mas também apresenta escalada inferior ao esperado.

Outro aspecto a ser observado em relago a escalada esperada em contraste com a obtida
se da pela andlise do teste de escalada. Chakraborty e colaboradores analisaram a escalada 18
segundos ap0Os a raque encostar na bancada, enquanto que analisamos 4 segundos apos tal
evento de acordo com o protocolo sugerido por Gargano e colaboradores em 2005.

Além, para todos os testes foram utilizados machos e fémeas, ao contrario do sugerido
no protocolo utilizado. Isto pode ser uma complicagdo para a determinagao real da capacidade
locomotora dos individuos pelo fato das fémeas poderem estar carregando ovos, o que
aumentaria seu peso e prejudicaria sua escalada.

Analisando os efeitos do tratamento com kefir nos individuos modelo de Alzheimer ndo
¢ possivel identificar diferenga significativa em relagdo o controle e ao tratamento com leite
(Figura 2). Apesar disso, individuos tratados com kefir apresentam uma sobrevida superior aos
tratados com leite ou pertencentes ao grupo controle (Figura 6C). Assim, o meio de puré

enriquecido com kefir poderia ser utilizado em Drosophila melanogaster modelo de Alzheimer
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para aumentar sua sobrevida — j& que os individuos do grupo controle apresentam alta taxa de
morte nos primeiros dias, o que dificulta o andamento dos testes por gerar um n experimental
abaixo do indicado.

Em um estudo de 2018, Karatas e Demir indicam que o nimero de individuos da
linhagem Oregon-R (selvagem) provenientes de cruzamentos realizados com leite ou kefir ¢
inferior ao obtido no grupo controle. Considerando os efeitos do kefir sobre as linhagens
parentais ¢ possivel identificar diferenga em relacdo aos individuos tratados com kefir (Figura
7) ou leite (Figura 8) desde a fase larval. Enquanto individuos elav-Gal4 nao foram capazes de
eclodir quando tratados com kefir (Figura 7B), UAS-BACE,UAS-APP nao eclodiu quando
tratado com leite. Apesar disso, o kefir ndo prejudica a sobrevida das linhagens parentais
(Figura 6). Tal fato pode ser explicado pela maior susceptibilidade dos individuos em fase larval
a compostos potencialmente nocivos em comparagdo ao individuo adulto (EL-TOUKHY;
GIRGIS 1993). Além, a mesma diferenga de perfil ¢ presente na escalada de elav-Gal4 em
relacdo a UAS-BACE (Figura 2), o que pode indicar um diferente efeito tanto do leite quanto

do kefir dependendo da linhagem de D. melanogaster a ser estudada.

6. CONCLUSAO
e O modelo de Alzheimer utilizado apresenta baixa escalada quando comparado aos
parentais.
e Nao houve diferenca na escalada de moscas modelo de Alzheimer tratadas com kefir
e O kefir apresenta melhora na sobrevida de moscas modelo de Alzheimer.

e O kefir impediu o desenvolvimento de moscas elav-Gal4 e provenientes do

cruzamento elav-Gal4 > UAS-BACE,UAS-APP (modelo de Alzheimer)
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O leite impediu o desenvolvimento de moscas UAS-BACE,UAS-APP e
provenientes do cruzamento elav-Gal4 > UAS-BACE,UAS-APP (modelo de
Alzheimer)

O uso de kefir pode ser util de forma a melhorar a sobrevida de moscas modelo de

Alzheimer.
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