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RESUMO 
 
 

A doença de Alzheimer é uma doença neurodegenerativa progressiva, e a 

forma mais comum de demência, e mesmo após mais de 100 anos do seu 

descobrimento, os mecanismos de início e progressão da doença ainda não foram 

totalmente elucidados. Estudos tem mostrado uma relação forte entre a doença de 

Alzheimer e o metabolismo da glicose, e que o uso de alguns fármacos de ação 

metabólica podem reduzir a progressão da doença, porém a forma com que estes 

fármacos levam a esse efeito benéfico ainda é matéria de discussão. Este trabalho 

teve como objetivo tentar avaliar uma linhagem transgênica de D. melanogaster 

como modelo para o estudo destas drogas, bem como propor possíveis vias de 

ação para o efeito destes farmacos. Demonstramos que não só a glimepirida, 

metformina e sinvastatina tiveram efeitos benéficos na progressão da doença, 

demonstrando que este é um bom modelo para o estudo desses fármacos, como 

mostramos que todos interagem na via da Akt/mTOR e Hsp70. Também 

descobrimos alterações na taxa de transcrição de RNA mitocondrial e novos 

micRNAs e lncRNAs com alvos relacionados com fenótipo semelhante a doença 

de Alzheimer deste modelo. 
 

Palavras-chave:  Genética.  Doença de Alzheimer.  Metabolismo da glicose.  

Drosophila melanogaster.
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ABSTRACT 
 
 

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disease, and the 

most common form of dementia, and even after more than 100 years of its 

discovery, the mechanisms of onset and progression of the disease have not yet 

been fully elucidated. Studies have shown a strong relationship between 

Alzheimer's disease and glucose metabolism, and that the use of some metabolic 

drugs may reduce the progression of the disease, but the way these drugs lead to 

this beneficial effect is still a matter of discussion. This work aimed to evaluate a 

transgenic lineage of D. melanogaster as a model for the study of these drugs, as 

well as to propose possible routes of action for the effect of these drugs. We 

demonstrated that not only did glimepiride, metformin and simvastatin have 

beneficial effects on disease progression, demonstrating that this is a good model 

for the study of these drugs, as we have shown that all interact in the Akt / mTOR 

and Hsp70 pathway. We also discovered changes in the transcription rate of 

mitochondrial RNA and new miRNAs and lncRNAs with targets related to phenotype 

similar to Alzheimer's disease of this model. 
 

Keywords:  Genetics. Alzheimer's disease. Glucose metabolism. Drosophila 

melanogaster.
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1. Introdução 

 

 
1.1. A doença de Alzheimer. 

 
 

Em 1901 a doença que viria a ser conhecida pelo nome de seu descobridor 

é descrita pela primeira vez pelo médico alemão Dr. Alois Alzheimer em seu 

paciente Auguste Deter. O paciente experimentou perda de memória, paranoia e 

alterações psicológicas. Dr. Alzheimer observou na autópsia que havia 

encolhimento dentro e ao redor das células nervosas em seu cérebro, e na análise 

microscópica revelou-se a presença do que hoje chamamos de placas amilóides e 

emaranhados neurofibrilares (HIPPIUS; NEUNDÖRFER, 1998; MOLLER; 

GRAEBER, 1998). 

Dr. Alzheimer mudou-se em 1906, passando para uma posição de pesquisa 

no Hospital de Munique, sob a liderança do Dr. Emil Kraepelin, um dos psiquiatras 

mais influentes de sua época. Poucos anos depois, Dr. Alzheimer publicou suas 

descrições de vários pacientes semelhantes em 1909, e Kraepelin incluiu o caso 

de Deter na edição de 1910 de seu respeitado livro de psiquiatria. Foi Kraepelin 

quem nomeou essa demência em homenagem ao seu novo colaborador (HIPPIUS; 

NEUNDÖRFER, 1998; MOLLER; GRAEBER, 1998). 

Auguste Deter não era uma mulher idosa no início de sua doença, e a doença 

de Alzheimer era, portanto, considerada uma “demência pré-senil” para distingui-la 

da já conhecida “demência senil” que se pensava resultar de doença vascular 

relacionada ao envelhecimento. Investigações posteriores, no entanto, mostraram 

que placas e emaranhados estavam presentes nos cérebros da maioria dos adultos 

mais velhos com sintomas de demência (HIPPIUS; NEUNDÖRFER, 1998; 

MOLLER; GRAEBER, 1998). 

No ano de 1931 o microscópio eletrônico é inventado por Max Knoll e Ernst 

Ruska, permitindo ampliação de até 1 milhão de vezes. Esta invenção permitiu aos 

cientistas estudar as células cerebrais com maior detalhe, o que levou os 

psiquiatras britânicos Tomlinson e Roth no final da década de 1960 descreveram a 

importância das placas amiloides em adultos mais velhos e, em 1970, o Dr. Roth 

questionou a importância do critério de idade que distinguia a Doença de Alzheimer 

de "demência senil do tipo Alzheimer" (HIPPIUS; NEUNDÖRFER, 1998). 
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Em outubro de 1974 se institui o Instituto Nacional do Envelhecimento (NIA). 

Desde então, a NIA apóia a pesquisa de Alzheimer. 

O neurologista norte-americano Robert Katzman sugeriu, em 1976, abolir a 

distinção de idade que separava a demência pré-senil da demência senil do tipo 

Alzheimer e, no início dos anos 80, a Doença de Alzheimer era amplamente 

reconhecida como a causa mais comum de demência em idosos. 

E atualmente (2019), mesmo 118 anos após a descoberta da Doença de 

Alzheimer (DA), não há cura ou tratamento totalmente eficaz para esta doença. 

A doença de Alzheimer é um distúrbio neurodegenerativo progressivo e é a 

forma mais comum de demência que ocorre em mais de 35% dos indivíduos com 

85 anos ou mais. As marcas clínicas da DA são perda de memória lentamente 

progressiva e alterações de maior função intelectual e habilidades cognitivas. 

Patologicamente, a DA é caracterizada no cérebro por emaranhados neurofibrilares 

nos neuronios do córtex cerebral e hipocampo, e a deposição de amilóide em 

placas senis e vasos sanguíneos cerebrais. Um diagnóstico definitivo da Doença 

de Alzheimer só pode ocorrer após a morte, com exame direto do cérebro (WILSON 

et al., 2013). 

Testes clínicos e neuropsicológicos em clínicas de atendimento terciário 

resultam em um diagnóstico correto aproximadamente 90% das vezes 

(ALZHEIMER ASSOCIATION, 2015). 

Medicamentos apenas marginalmente e temporariamente afetam a 

gravidade da doença e progressão. Nos estágios intermediário e final, indivíduos 

com Doença de Alzheimer necessitam de cuidados completos, estendendo a carga 

social e financeira aos cuidadores e familiares. Esse ônus aumentará à medida que 

se estima que a prevalência de DA triplicará até 2050, com um custo resultante de 

mais US$ 50 bilhões por ano. A previsão pré-sintomática da doença não é possível 

e medidas preventivas só estarão disponíveis quando a fisiopatologia subjacente à 

DA for melhor compreendida (ALZHEIMER ASSOCIATION, 2015). 

Os sintomas da doença de Alzheimer variam entre os indivíduos. O sintoma 

inicial mais comum é uma piora gradual e continua para lembrar de novas 

informações. Esse declínio de memória ocorre porque os primeiros neurônios a 

perderem função e morrerem geralmente são neurônios das regiões cerebrais 

envolvidas na formação de novas memórias e recordações. Conforme os neurônios 
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em outras partes do cérebro começam a degenerar, os indivíduos experimentam 

outras dificuldades. A seguir estão os sintomas mais comuns de Alzheimer: 

• Perda de memória gradual. 

• Diminuição da capacidade de planejamento ou solução de problemas. 

• Dificuldade em completar tarefas comuns em casa, no trabalho ou no lazer. 

• Confusão com o tempo ou lugar. 

• Problemas para entender imagens visuais e relações espaciais. 

• Dislexia na fala ou escrita. 

• Decréscimo ou falta de julgamento. 

• Mudanças de humor e personalidade, incluindo apatia e depressão. 
(ALZHEIMER ASSOCIATION, 2015). 

 
1.2. A hipótese da cascata amilóide 

 
 

Indivíduos com síndrome de Down podem muitas vezes sofrer alterações 

neurológicas e perda de memória mais tarde na vida. Isso inclui a formação de 

placas semelhantes às observadas em pacientes com DA. Em 1984, Glenner e 

Wong isolaram um peptídeo de 42 kDa chamado β-amilóide (Aβ) das placas de 

ambos os cérebros com DA e com síndrome de Down (GLENNER; WONG, 1984). 

Eles propuseram isso porque AD e Placas de síndrome de Down, ambas contêm 

Aβ, as condições compartilham um processo patogênico comum. Além disso, eles 

afirmaram que, como o Aβ é codificado no cromossomo 21 e a síndrome de Down 

é resultado da trissomia do cromossomo 21, os genes no cromossomo 21 são 

responsáveis pela patologia da DA. Isso levou à hipótese da amilóide (também 

conhecida como hipótese β-amilóide ou hipótese da cascata amilóide), que afirma 

que a agregação Aβ desencadeia a cascata de eventos que levam à patologia e 

sintomas da DA. Esta cascata de eventos inclui a agregação de proteínas Tau 

hiperfosforiladas em emaranhados neurofibrilares (NFTs), bem como inflamação e 

estresse oxidativo causando disfunção e morte neuronal (GLENNER; WONG, 

1984). 

Nessa época, havia numerosas teorias complexas e conflitantes em relação 

à patogênese da Doença de Alzheimer. O vínculo da síndrome de Down era 

convincente e a hipótese amilóide era relativamente simples e fornecia aos 
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pesquisadores um alvo terapêutico. Isso fez com que esta teoria fosse o foco de 

uma extensa pesquisa nas próximas décadas (MORRIS; CLARK; VISSEL, 2014). 

 
1.3. Genes de risco para a Doença de Alzheimer 

 
 

Uma pequena porcentagem dos casos de Alzheimer (estimados em 1% ou 

menos) se desenvolve como resultado de mutações em qualquer um dentre três 

genes específicos. Essas mutações envolvem o gene da proteína precursora 

amilóide (APP) e os genes das proteínas presenilina 1 e presenilina 2. Aqueles que 

herdam uma mutação para o gene APP ou presenilina 1 irão, invariavelmente, 

desenvolver a Doença de Alzheimer (BEKRIS et al., 2010). Aqueles que herdam 

uma mutação no gene da presenilina 2 têm uma chance de 95% de desenvolver a 

doença. Indivíduos com mutações em qualquer um desses três genes tendem a 

desenvolver os sintomas de Alzheimer antes dos 65 anos, às vezes até na faixa 

dos 30 anos, enquanto a grande maioria dos indivíduos com Alzheimer tem doença 

tardia, ocorrendo aos 65 anos ou mais (GOLDMAN et al., 2011). 

Por isso, esse tipo de Doença de Alzheimer que ocorre de forma prematura 

é conhecida por “Early-onset Familiar Alzheimer Disease” (EOFAD) ou, devido a 

sua natureza hereditária, simplesmente “Familiar Alzheimer Disease” (FAD). Em 

contra partida o tipo mais comum e tardio da doença é conhecido como “Later-onset 

Alzheimer Disease” (LOAD). 

Apesar de na LOAD não haver genes totalmente determinantes para o 

surgimento da doença, trabalhos tem mostrado vários polimorfismos que geram 

maior incidência de manifestação da doença. 

Dentre os genes que estão relacionados ao surgimento da Doença de 

Alzheimer tardia, estão os de metabolismo do colesterol, APOE, CLU, ABCA7, 

SORL1 (Sendo a variante APOE4 o gene com maior relação positiva ao risco de 

LOAD) (CASTELLANO et al., 2011; HAROLD et al., 2009; HOLLINGWORTH et al., 

2011; KIM; BASAK; HOLTZMAN, 2009; LAMBERT et al., 2009; LEE et al., 2008; 

ROGAEVA et al., 2007). Os relacionados a resposta imunológica, CR1, CD33, 

MS4A, CLU, ABCA7, e EPHA1 (HOLLINGWORTH et al., 2011; LAMBERT et al., 

2009; VACINOVA et al., 2017). Os relacionados a processo de endocitose BIN1, 
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PICALM, CD2AP (HAROLD et al., 2009; HOLLINGWORTH et al., 2011; VACINOVA 

et al., 2017). 

Além destes, dois genes tem mostrado variantes com alto índice de risco 

para o desenvolvimento da LOAD, sendo eles o PLD3 e o TREM2 (CRUCHAGA et 

al., 2014; GUERREIRO et al., 2013). 

Também a outros genes com menor prevalência e índice de risco, mas que 

ajudam a entender as vias que são alteradas na Doença de Alzheimer tardia, sendo 

alguns: CELF1, DSG2, FERMT2, CASS4, HLA, DBR1, DRB5, INPP5D, MEF2C, 

RIN3, ZCWPW1, NME8, PTK2B, SLC24H4 (LAMBERT et al., 2013), sendo alguns 

destes relacionados ao metabolismo da glicose e a cascata de sinalização da 

insulina. 

 
1.4. Alzheimer, metabolismo da glicose e o diabetes mellitus 2. 

 
 

Recentemente, distúrbios do metabolismo entraram em cena como um fator 

de risco potencial para demência e DA (JANSON et al., 2004). O diabetes tipo 2 

(DM2) é um distúrbio metabólico crônico caracterizado pela resistência à insulina 

periférica e pela secreção deficiente de insulina pelas células beta pancreáticas. A 

responsividade reduzida à insulina em tecidos periféricos sensíveis à insulina, como 

músculo esquelético, adipócitos e fígado, é definida como resistência à insulina 

(CAVAGHAN; EHRMANN; POLONSKY, 2000). 

Assim, a resistência à insulina leva ao aumento dos ácidos graxos livres 

circulantes, ao aumento da glicose estimulada pela insulina e à gliconeogênese 

elevada. Em indivíduos normais tolerantes à glicose, a resistência à insulina é 

superada pelo aumento da secreção de insulina pelas células beta pancreáticas 

para manter a normoglicemia (CAVAGHAN; EHRMANN; POLONSKY, 2000). Essa 

compensação das células beta é mediada pela expansão da massa celular beta, 

pelo aumento da biossíntese de insulina e pelo aumento dos processos de 

acoplamento da secreção de nutrientes com maior sensibilidade aos estímulos. A 

compensação falha se existem fatores genéticos ou adquiridos que tornam as 

células beta suscetíveis, causando deterioração da função das células beta com 

perda de massa de células beta por apoptose (PRENTKI; NOLAN, 2006). 
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Estudos clínicos e epidemiológicos mostraram que o risco de desenvolver 

DA quase dobra em pacientes com DM2 (OTT et al., 1999). A tolerância à glicose 

ou tolerância diminuída à glicose também é prevalente em pacientes com DA 

(TURNER; CRAFT; AISEN, 2013). A hiperglicemia e a hiperinsulinemia 

correlacionam-se positivamente com a patologia da DA. A hiperglicemia, mesmo 

sem o desenvolvimento de diabetes, representa um fator de risco para declínio da 

memória e DA (CRANE et al., 2013). 

Além disso, a administração de insulina também resultou em uma redução 

do acúmulo de amilóide e melhora no desempenho cognitivo em pacientes afetados 

pela DA (CRAFT et al., 2012). O modelo de camundongo transgênico APP/Presilina 

1 alimentado com dieta hiperlipídica (DH) apresentou maior suscetibilidade ao 

comprometimento metabólico caracterizado pela alta glicemia de jejum, intolerância 

à glicose periférica e ganho de peso corporal induzido pela dieta quando 

comparado a controles não-transgênicos em DH (RUIZ et al., 2016). 

O polipeptídeo amilóide das ilhotas (IAPP, ou amilina) é um dos principais 

produtos secretórios das células β das ilhotas pancreáticas de Langerhans. Alguns 

estudos sugerem que a deposição cerebral da amilóide da amilina ocorre 

independentemente do β-amilóide em pacientes com DA (JACKSON et al., 2013). 

O amilóide derivado da amilina é uma característica marcante de pacientes com 

DM2 e foi implicado na morte de células beta pancreáticas. A amilina é co- 

secretada com insulina e regula o esvaziamento gástrico. Interessantemente, a 

inoculação de agregados pancreáticos de amilina nos cérebros de camundongos 

transgênicos da APP resultou em patologia da DA mais grave e prejuízos de 

memória significativamente maiores do que os animais não tratados. Ratos que 

expressam amilina humana (hIAPP) também mostraram redução do drive 

exploratório, prejuízo na memória de reconhecimento e nenhuma capacidade de 

melhorar o desempenho no rotarod (SRODULSKI et al., 2014). Depósitos 

extensivos de amilina e marcadores inflamatórios foram observados no cérebro do 

modelo de ratos transgênicos em comparação aos controles. A ausência de 

transcrição de amilina no cérebro humano sugere que a acumulação é promovida 

pelos oligómeros amilina que circulam no sangue derivado do pâncreas (JACKSON 

et al., 2013). A oligomerização do amilina pode ferir os neurônios formando 

oligômeros permeáveis à membrana e investigações prévias demonstraram que os 
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oligômeros amilina induzem substâncias reativas de oxigenio e alteram Ca2+, 

homeostase e viabilidade de astrócitos e neurônios cultivados (MATTSON; 

GOODMAN, 1995). O tratamento com amilina de neurónios corticais de rato 

mostrou morte apoptótica generalizada com indução dependente do tempo e da 

concentração de genes de stress oxidativo e genes de apoptose, sugerindo que a 

morte neuronal induzida por amilina é geneticamente similar àquela observada para 

oligômeros de β-amilóide e, portanto, compartilham mecanismos neurotóxicos 

comuns (TUCKER et al., 1998). 

Estudos que utilizaram imagens de tomografia por emissão de pósitrons 

(PET) com fluorodesoxiglicose (FDG) foram interpretados como indicativos de 

anormalidades no metabolismo da glicose e/ou perda de sinapses, em pacientes 

com risco de DA, bem antes do início dos sintomas. Esta modalidade de 

neuroimagem FDG-PET indicou que o metabolismo da glicose cerebral pode ser 

prejudicado no início da vida adulta de pessoas com risco genético de desenvolver 

AD. Embora os mecanismos exato subjacentes a este fenômeno sejam atualmente 

desconhecidos, déficits na captação do FDG-PET iniciam décadas antes do início 

clínico dos sintomas e - talvez mais importante - bem antes da faixa etária onde 

abundantes placas e emaranhados são observados. 

Foi descoberto que havia uma modesta redução relacionada à idade no 

metabolismo da glicose cerebral, e a presença de pelo menos um alelo APOE ε4 

foi associada com menor metabolismo de glicose medido nas regiões posterior do 

cingulado, precuneus e/ou parietal lateral (KNOPMAN et al., 2014). 

As proteínas APP, β-amilóide e Tau também foram detectadas na periferia, 

por exemplo, no pâncreas, fígado, músculo esquelético, coração, pulmão ou 

testículos. O β-amilóide Periférico pode se ligar a seus receptores e / ou competir 

com insulina por receptores de insulina (IR) (JAROSZ-GRIFFITHS et al., 2016). 

Isso poderia mediar a disfunção e perda de células β-pancreáticas relacionadas 

com o β-amilóide, resistência periférica à insulina e dismetabolismo da glicose. Isso 

pode exacerbar a deposição de β-amilóide, criando um ciclo vicioso que diminui a 

sinalização de insulina cerebral, promove estresse oxidativo e neuroinflamação , 

culminando em deposição de β-amilóide e proteína Tau e déficits cognitivos 

(BHARADWAJ et al., 2017). Em consonância com os efeitos deletérios periféricos 

do β-amilóide, camundongos deficientes em BACE1 são magros, resistentes à 
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obesidade induzida por dieta e perifericamente sensíveis à insulina (MEAKIN et al., 

2012). 

Além disso, o AC hipotalâmico em pacientes com DA pode contribuir para 

outros distúrbios metabólicos (como DM2 ou obesidade) e déficits neuronais 

relacionados. Da mesma forma, a superexpressão da proteína Tau atenuou a 

secreção de insulina nas células RIN-5F (MAJ et al., 2016). Isso pode ser devido à 

ruptura da ligação Tau, desestabilização dos microtúbulos que atenua o tráfico de 

grânulos de insulina e sua secreção pelas células β-pancreáticas. Como 

consequência, a remodelação da actina induzida pela insulina na rede de 

microtúbulos foi inibida (LIU et al., 2013b), prejudicando ainda mais o transporte de 

vesículas contendo a isoforma transportadora de glicose-4 (GLUT4, uma das 

principais isoformas sensíveis à insulina) em direção à membrana plasmática e, 

finalmente, reduzir a captação de glicose pelo músculo esquelético e tecido adiposo 

(EMOTO; LANGILLE; CZECH, 2001). No entanto, a desestabilização dos 

microtúbulos induzida pela Tau também exacerbou a ancoragem dos grânulos de 

insulina e a secreção de insulina induzida pela glicose (ZHU et al., 2015). 

O alvo de rapamicina em mamíferos (mTOR) é uma serina / treonina quinase 

que pode se reunir em dois complexos multiproteicos, mTORC1 composto pelo 

mTOR em associação com a proteína regulatória-associada ao mTOR (RAPTOR), 

e mTORC2 composto pelo mTOR em associação com a proteína ligante do mTOR 

insensível a rapamicina (RICTOR), ambos associando-se com a proteína mLST8. 

A função principal do mTORC1 é o controle do crescimento celular e o mTORC2 

controla principalmente a sobrevivência e a proliferação celular. As principais 

funções do mTORC1 são através da ativação de S6K e ATF4 e inibição de 4EBP 

(BEN-SAHRA et al., 2016), enquanto mTORC2 atua através da ativação de SGK, 

PKC e Akt/PKB (HRESKO; MUECKLER, 2005). 

No cérebro, mTOR é fundamental para o desenvolvimento do telencéfalo e 

sua ativação incorreta pode levar à microcefalia ou hipertrofia cortical e 

neurodegeneração, dependendo da janela de desenvolvimento da ativação 

(KASSAI et al., 2014). Além da formação do cérebro, a atividade da mTOR também 

foi ligada à aprendizagem e à memória quando a rapamicina demonstrou bloquear 

a facilitação sináptica a longo prazo e a potenciação de longa duração (LTP, que é 

uma melhoria duradoura na transmissão do sinal entre dois neurônios que resulta 
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do estimulo de ambos de forma síncrona) de fase tardia (TANG et al., 2002). A 

inibição da sinalização mTOR também inibe a LTD dependente de receptores 

metabotrópicos, possivelmente via S6K1/2 (HOU; KLANN, 2004). 

Uma vez que ambas as formas de plasticidade sináptica são dependentes 

da tradução do RNA local, é plausível supor que o impacto da mTOR nesses 

processos é devido à desregulação da tradução local (LIPTON; SAHIN, 2014). 

A ativação mTOR/S6K1 foi correlacionada com a fosforilação inibitória do 

substrato do receptor de insulina (IRS-1) na Serina 307, desacoplando a interação 

do IRS-1 com o receptor de insulina (LIPTON; SAHIN, 2014). Curiosamente, o IRS- 

1pSer307 foi relatado como sendo aumentado em neurônios cultivados expostos a 

oligomeros de β-amilóide (BOMFIM et al., 2012). Além disso, o aumento da 

ativação da via mTOR/S6K1 e a fosforilação inibitória do IRS-1 foram demonstrados 

em diferentes modelos de resistência à insulina (UM et al., 2004). 

Esses dados estabelecem papéis para mTOR tanto na resistência à insulina 

quanto na cognição, ambas características também presentes na DA. A inibição 

farmacológica da sinalização mTOR, com rapamicina, resgata déficits cognitivos e 

aumenta a autofagia, melhorando a patologia β-amilóide e Tau, em modelo de 

camundongo da DA (SPILMAN et al., 2010). Tem sido demonstrado que a via PI3K- 

Akt-mTOR está envolvida na indução de eventos do ciclo celular (CCE) por 

oligomeros de β-amilóide. Um recente estudo mostra que os oligomeros de β- 

amilóide induzem o CCE através da ativação de mTORC1 localizada na membrana 

plasmática e fosforilação da Tau dependente de mTORC1. Além disso, o grupo 

mostrou que esta indução de CCE pode ser prevenida pela inativação de mTORC1 

lisossomal pela insulina, indicando que a diminuição da sinalização de insulina 

induzida por oligomeros de β-amilóide causa reentrada no ciclo celular neuronal 

(NORAMBUENA et al., 2017). 

Todos estes trabalhos e dados levantados colocam o mTOR e suas vias 

correlatas em um local de destaque no estudo da Doença de Alzheimer tardia, 

principalmente no que tange a relação desta doença com a resistência insulínica. 

E, portanto, tornando-o também um alvo no estudo de novas terapias, baseado em 

drogas que possam alterar sua concentração, atividade e vias de ação. 
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1.5. Alzheimer e o metabolismo lipídico: ApoE, CLU, ABCA7 e Adiponectina 
 
 

A proteína Apolipoproteína-E (ApoE) humana é uma glicoproteína de 299 

aminoácidos com níveis variáveis de sialilação pós-traducional através de 

glicosilação no resíduo de treonina 194. A apoE é produzida em vários órgãos com 

a expressão mais alta no fígado e cérebro. Células não neuronais, principalmente 

astrócitos e microglia, são os principais tipos celulares que expressam apoE no 

cérebro, no entanto, os neurônios também podem produzir apoE sob certas 

condições, embora em níveis muito mais baixos do que os astrócitos (XU et al., 

2006). A apoE funciona como um ligante na endocitose de lipoproteína. No plasma, 

as proteínas apoE estão presentes nas lipoproteínas em associação com outras 

apolipoproteínas, enquanto que no apoE cerebral e outras 2 apolipoproteínas, apoJ 

e apoA-1, estão predominantemente presentes em partículas distintas de 

lipoproteínas de alta densidade (FAGAN et al., 1999). Ao contrário do HDL 

plasmático que contém apoA-1 como sua principal apolipoproteína, a 

apolipoproteína predominante de HDL no sistema nervoso central (SNC) é apoE. 

Embora as lipoproteínas do tipo HDL sejam as únicas lipoproteínas do sistema 

nervoso central (SNC), seu papel na homeostase do colesterol e do colesterol do 

SNC não está claramente definido. Após endocitose mediada por receptor de 

partículas de lipoproteína contendo apoE por membros da família de receptores de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), a apoE pode ser degradada ou reciclada de 

volta à superfície celular (RENSEN et al., 2000). O colesterol liberado das partículas 

de lipoproteínas contendo apoE é usado para apoiar a sinaptogênese e a 

manutenção das conexões sinápticas (PFRIEGER, 2003). 

O gene da apoE humana contém vários polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs) distribuídos pelo gene. Os três SNPs mais comuns levam a alterações na 

sequência de codificação e resultam nas três isoformas comuns de apoE: apoE2, 

apoE3 e apoE4. Embora as três isoformas comuns diferem em apenas um ou dois 

aminoácidos no resíduo 112 ou 158, essas diferenças alteram profundamente a 

estrutura e função da apoE (MAHLEY; WEISGRABER; HUANG, 2006). Após a 

imunorreatividade da apoE em placas amilóides ter sido relatada, o alelo 4 do gene 

ApoE foi descoberto como um forte fator de risco genético para AD (CORDER et 

al., 1993). 
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Clusterina (CLU) é uma apolipoproteína. A clusterina é uma proteína 

chaperona ativada por estresse que funciona na apoptose, regulação do 

complemento, transporte lipídico, proteção de membrana e interações célula-célula 

(JONES; JOMARY, 2002). 

A CLU está localizada no cromossomo 8 e codifica 3 transcrições 

alternativas (RIZZI et al., 2009). Vários polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

foram identificados na CLU que conferem proteção contra LOAD (LAMBERT et al., 

2009). Um polimorfismo SNP foi relatado ter associação com LOAD em 74.046 

indivíduos (LAMBERT et al., 2013). O impacto funcional desses polimorfismos é 

pouco compreendido. Níveis plasmáticos elevados de clusterina também estão 

associados à atrofia cerebral, gravidade da doença e progressão da doença 

(SCHRIJVERS et al., 2011). 

Antes da identificação dos alelos de risco na LOAD, a clusterina estava 

implicada na patogênese da Doença de Alzheimer. A expressão de RNAm de 

clusterina é elevada em cérebros com LOAD e é detectada em placas amilóides 

(MAY et al., 1990). A clusterina purificada interage com Aβ e influencia a formação 

de fibrilas in vitro (MATSUBARA; FRANGIONE; GHISO, 1995). Assim, a clusterina 

provavelmente influencia a depuração de Aβ, deposição de amilóide e toxicidade 

neurítica. Camundongos transgênicos com APOE e Clusterin deficientes em APP 

exibem deposição de Aβ mais precoce e mais extensa do que em camundongos 

controle (DEMATTOS et al., 2004). 

A clusterina também está associado ao sistema do complemento. A 

clusterina modula o complexo de ataque à membrana, onde inibe a resposta 

inflamatória associada à ativação do complemento (JONES; JOMARY, 2002). 

Como a neuroinflamação é uma característica da Doença de Alzheimer, os SNPs 

que alteram a expressão da clusterina ou suas funções como um agente de 

resposta amilóide podem afetar a patogênese da Doença de Alzheimer. 

A proteína transportadora ABC A7 (ABCA7) é um membro da superfamília 

de transportadores ABC (ATP-binding cassette), que tem função de fazer transporte 

de substratos transmembrana. O ABCA7 está localizado no cromossomo 19 e pode 

sofrer splicing alternativo para gerar dois transcritos, ambos expressos no cérebro 

(IKEDA et al., 2003). 
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Foram identificados vários SNPs próximos a ABCA7 como alelos de risco 

para a Doença de Alzheimer de início tardio. Polimorfismos nesta região aumentam 

o risco de LOAD (LAMBERT et al., 2009). No entanto, o impacto desses 

polimorfismos na função do ABCA7 e na DA é pouco compreendido. 

A expressão do mRNA ABCA7 no tecido cerebral de autópsia também está 

associada ao declínio cognitivo avançado (KARCH et al., 2012). 

O ABCA7 funciona no efluxo de lípidos das células em partículas de 

lipoproteínas. Camundongos com deficiência de ABCA7 exibem apenas efeitos 

modestos na homeostase lipídica em comparação com camundongos deficientes 

em ABCA1, sugerindo que o ABCA7 não é essencial (KIM et al., 2013). In vitro, o 

ABCA7 estimula o efluxo de colesterol e inibe a secreção de Aβ (CHAN et al., 2008). 

O aumento da expressão de ABCA7 também aumenta a fagocitose microglial de 

células apoptóticas, substratos sintéticos e Aβ. Camundongos transgênicos da APP 

que são deficientes em ABCA7 têm maior deposição de Aβ em comparação com 

os animais transgênicos isolados (KIM et al., 2013). 

Assim, o ABCA7 pode influenciar o risco de doença de Alzheimer através da 

transferência de colesterol para APOE ou pela limpeza de agregados Aβ (CHAN et 

al., 2008; KIM et al., 2013). 

Outro hormônio de origem adipocitária significativo é a adiponectina. A 

adiponectina, que exerce efeitos benéficos múltiplos a partir da regulação do peso 

corporal, modula a função endotelial, sensibiliza a insulina e regula a ação anti- 

aterogênica e antiinflamatória (WHITEHEAD et al., 2006). Ela pode ativar muitas 

moléculas de sinalização para exercer esses efeitos, incluindo a adenosina 

monofosfatase ativada (AMPK), p38-MAPK, JNK, fator de transcrição PPARα e NF- 

kB em múltiplos tecidos (YAMAUCHI et al., 2003). 

Recentemente, estudos sobre doenças neurodegenerativas atentam para a 

disfunção do metabolismo energético do SNC e das proteinopatias. Embora uma 

miríade de evidências mostre que a adiponectina tem propriedades 

neuroprotetoras, mas o papel potencial dos receptores de adiponectina ainda 

precisa ser revelado. Usando a terapia de supressão de genes por shRNA, os 

pesquisadores descobriram que suprimir o receptor de adiponectina 1 (AdipoR1) 

pode causar neurodegeneração e disfunção no metabolismo. Além disso, 

suprimem o sintoma neurodegenerativo induzido por AdipoR1, aumentam o 
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número de células caspase3 e diminuem a expressão do marcador neuronal NeuN. 

Ainda mais, os grupos knockdown de AdipoR1 mostraram alta expressão de 

patologias relacionadas à doença de Alzheimer, como agregação anormal de 

proteínas, disfunção de sinalização de insulina e respostas neuroinflamatórias. 

Juntos, esses resultados mostraram que a sinalização de AdipoR1 tem o potencial 

de aliviar doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer (KIM et al., 

2017). 

 
1.6. Alzheimer e a atividade mitocondrial. 

 
 

A captação de glicose é reduzida nos neurônios dos pacientes com DA. A 

morfologia alterada das mitocôndrias, como tamanho alterado, ruptura de cristas e 

acúmulo intra-mitocondrial de materiais osmiofílicos, concomitante com dano 

oxidativo aumentado e mudanças na massa mitocondrial, enzimas e DNA, também 

foram encontradas nos cérebros de pacientes com DA (SWERDLOW; BURNS; 

KHAN, 2014). Algumas dessas disfunções mitocondriais ocorrem antes do 

aparecimento de placas Aβ e NFTs. A hipótese da cascata mitocondrial ainda 

propõe que a disfunção mitocondrial é um gatilho para a patologia da DA, incluindo 

o acúmulo de Aβ, a formação de NFTs e a neurodegeneração (SWERDLOW; 

BURNS; KHAN, 2014). 

A disfunção mitocondrial suprime a atividade da α-secretase, enquanto 

aumenta os níveis de β-secretase e PS1, uma proteína central no complexo γ- 

secretase, aumentando assim a produção de Aβ (ZHAO; ZHAO, 2013). A disfunção 

mitocondrial também aumenta a fosforilação da tau, tornando as células mais 

suscetíveis à toxicidade induzida pela Aβ ou pela tau. Um dos mecanismos 

subjacentes aos efeitos acima da disfunção mitocondrial é o estresse oxidativo, que 

é induzido por mitocôndrias danificadas. O estresse oxidativo extenso é uma 

manifestação precoce da DA (ZHAO; ZHAO, 2013). Os níveis de marcadores 

oxidativos estão diretamente correlacionados com a gravidade do 

comprometimento cognitivo, assim como a progressão sintomática do 

comprometimento cognitivo leve para DA (ANSARI; SCHEFF, 2010). O estresse 

oxidativo extenso causa a modificação oxidativa de proteínas e lipídios, levando à 

disfunção neuronal. Além disso, o estresse oxidativo pode regular os níveis de 
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BACE1 e PS1, a principal enzima/proteína para geração de Aβ. O estresse 

oxidativo também está envolvido na toxicidade induzida por Aβ ou tau (ZHAO; 

ZHAO, 2013). 

Um dado também importante apresentado em um trabalho, índica que as 

duas características patológicas, oligoméros de Aβ e Tau hiperfosforilada, também 

causam danos mitocondriais. Aβ é translocado para as mitocôndrias, onde interage 

com várias proteínas para modular as funções mitocondriais (SCHMIDT et al., 

2008). Aβ regula a transição de permeabilidade mitocondrial interagindo com 

translocase de nucleotídeos de adenina, o canal de ânion dependente de voltagem, 

e a ciclofilina-D. β-amilóide modula a geração de ATP via ligação à subunidade α 

da sintase de ATP (SCHMIDT et al., 2008). A β-amilóide intracelular, em vez de β- 

amilóide extracelular, aumenta a produção de óxido nítrico, reduzindo a atividade 

mitocondrial (KEIL et al., 2004). A produção de óxido nítrico aumentada por β- 

amilóide promove a S-nitrosilação de Drp1, uma proteína semelhante à dinamina 

que desempenha um papel na fissão mitocondrial. O bloqueio da nitrosilação de 

Drp1 pela mutação da cisteína anula a disfunção mitocondrial induzida por β- 

amilóide e suprime a plasticidade sináptica (CHO et al., 2009). 

As mitocôndrias danificadas são principalmente degradadas pela autofagia, 

um processo conhecido como mitofagia. A mitofagia está prejudicada na DA, e um 

dos mecanismos subjacentes a esse comprometimento é a disfunção lisossômica. 

Mutações no PS1 reduzem a atividade da hidrolase lisossomal (LEE et al., 2010). 

O acúmulo intracelular de tau do tipo selvagem também induz um déficit de 

mitofagia pela alocação da proteína tau às mitocôndrias. Além disso, a regulação 

negativa de fatores de autofagia, como Beclin1 e SIRT1, também contribui para a 

diminuição da mitofagia em cérebros com DA (FANG et al., 2016). 

Consistentemente, melhorar a mitofagia pela supressão de mTOR ou por mTOR- 

independente significa melhorar a patologia semelhante à AD, como as de β- 

amilóide e tau e os déficits cognitivos em modelos de camundongos da DA 

(CACCAMO et al., 2013). 

 
1.7. Drosophila melanogaster como um modelo transgênico para Doença de 

Alzheimer 
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O uso de modelo animal para estudar aspectos moleculares de várias 

patologias humanas é muito útil principalmente para desordens 

neurodegenerativas. Como a biópsia no cérebro é uma tecnologia muito invasiva e 

deve ser evitada devido ao potencial dano tecidual, bem como esta, e outras 

técnicas serem limitadas pelo risco à vida do paciente, os modelos de doença são 

uma boa alternativa. 

A Drosophila melanogaster tem mais de cem anos de história em pesquisa 

genética. É usado como organismo modelo principal para estudos experimentais 

de biologia eucariótica multicelular e combina vantagens genéticas, anatômicas, 

comportamentais, metódicas e até econômicas. É um dos primeiros organismos 

com um genoma totalmente sequenciado. Aproximadamente 13.600 genes 

codificadores de proteínas estão localizados em apenas quatro cromossomos 

(ADAMS et al., 2000). A anatomia da mosca é bem estudada, seu cérebro e sistema 

nervoso são bastante complexos. Suas características anatômicas como o olho 

composto permitem fácil acesso para caracterização fenotípica. O comportamento 

da mosca varia de simples evitação a aprendizagem e memória (NICHOLS, 2006). 

Devido à sua longa história como modelo animal em pesquisa, uma grande 

variedade de ferramentas de genética molecular bem estabelecidas estão 

disponíveis. Modelos transgênicos de Drosophila melanogaster já provaram ser 

eficientes para o estudo de doenças neurodegenerativas, bem como para o teste 

de novas drogas potenciais para essas doenças (ALI et al., 2011; CHAKRABORTY 
et al., 2011). 

O modelo utilizado neste estudo imita a formação de placas β-amilóide nas 

células cerebrais de D. melanogaster, expressando em excesso os genes humanos 

APP e BACE. Para isso, utilizamos um sistema GAL4/UAS que consiste em um 

gene que codifica um ativador transcricional (Gal4) e uma quantidade de gene ou 

potenciador que é uma seqüência específica a ser ativada (UAS) (YAO; WHITE, 

1994). Neste modelo usamos especificamente uma sequência promotora que 

direciona a expressão proteica para o pan-neural (elav) no Gal4 (o controlador 

panela neural elav-Gal4) e um driver para a APP (UAS-APP) e BACE (UAS-BACE) 

genes humanos. Assim, após o direcionamento / resposta cruzada, os arquivos F1 

expressam ambos os genes no sistema nervoso central (CHAKRABORTY et al., 

2011). 
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2. Obj etivos g erais e específ icos 

 

 
2.1. Objetivo Geral 

 
 

Elucidar quais potênciais vias metabólicas estão alteradas no modelo 

transgênico de Drosophila melanogaster para acumulo neuronal de β-Amilóide. 

 
2.2. Objetivos específicos 

 
 

Avaliar através do uso de fármacos que agem no metabolismo da glicose e 

dos lipídeos possíveis melhoras nos sintomas da doença de Alzheimer neste 

modelo animal. 

Bem como trazer mais informações sobre como as vias do metabolismo se 

alteram neste modelo, inclusive a relação mitocondrial na alteração destas vias. 

Também avaliar neste modelo possíveis alterações de expressão de genes 

mitocondriais, de miRNAs e lncRNAs. 
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3 . Material e métodos 

 

 
3.1. Estoque de moscas 

 
 

A linhagem de tipo selvagem Canton-S foi usada como controle. O driver 

pan-neural elav-Gal4, UAS-GFP e o responder UAS-APP, UAS-BACE / TM6, foram 

adquiridos do Bloomington Drosophila Stock Centre (números de estoque 5146 e 

33793). As moscas elav-Gal4,UAS-GFP>UAS-BACE,UAS-APP foram obtidas a 

partir do cruzamento de machos da linhagem UAS-BACE / TM6 com fêmeas 

virgens do elav-Gal4. 

Todas as moscas foram mantidas a 25°C num ciclo de 12 horas de claridade 

e 12 horas de escuro, sob uma humidade constante de 60%. O meio de cultura 

consiste em 1g de meio (75% de purê de batata em pó, 15% de extrato de levedura, 

9,3% de glicose e 0,7% de metil parabeno) e 4 mL de água. 

 
3.2. Teste de longevidade 

 
 

Para selecionar a dosagem que levou a uma maior taxa de ação, mas sem 

os possíveis efeitos tóxicos que tornariam o tratamento mais prejudicial do que 

benéfico, foi avaliado a variação de sobrevivência para cada dose da droga. Um 

total de oito dosagens foram testadas, 10μM, 25μM, 50μM, 100μM, 10mM, 25mM, 

100mM e 1M, totalizando assim 8 grupos teste e um grupo controle (sem fármaco). 

Para este teste foram coletadas 150 moscas Canton S por grupo nas primeiras 

24 horas após a eclosão e divididas em 5 frascos com 30 moscas cada. A cada 3 

dias os frascos com a respectiva dosagem do fármaco diluído em meio alimentar 

fresco foram trocados e o número de moscas mortas foi contadabilizado. 
Moscas que morreram devido ao manuseio não foram contadas. 

Ao final de 61 dias, a curva de sobrevida foi analisada pelo teste Logrank 

para as tendências. A dosagem que obteve os melhores resultados de sobrevida 

foi selecionada para os próximos testes. 

 
3.3. Teste de escalada 
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O comportamento reflexo motor de D. melanogaster foi analisado pelo teste 

de escalada. Este teste leva em conta a caracteristica inata das moscas de geotaxia 

negativa, no qual, caso estejam saudáveis, elas tendem a se manter na parte 

superior do recipiente na qual estejão acondicionadas. Para cada grupo, 3 tubos 

(25 x 95mm) contendo 10 moscas cada (n = 30 por grupo) foram colocados lado a 

lado em um suporte (Figura 1), comparando sempre cada droga a um grupo 

controle no mesmo teste. Após a aclimatização de 20 minutos, o suporte foi batido 

em uma seção semi-rígida para que todas as moscas caíssem no fundo do tubos, 

a partir de 4 segundos foram gravados com câmera de vídeo, e o número de 

moscas que estavam na metade dos tubos foi contado. A comparação entre os 

grupos tratado e controle foi analisada pelo teste t. 

 
3.4. Teste de aversão 

 
 

A capacidade de aprendizagem e memória das moscas foi determinada 

utilizando o teste de fototaxia de supressão por aversão, que consiste em usar um 

elemento aversivo (citronela) para ensinar D. melanogaster a não seguir um instinto 

natural de seguir para o ambiente com maior luminosidade (fototaxia positiva). 

Para este teste, usamos um sistema adaptado de um trabalho de 2017 de 

Ali et al. que consiste em um suporte para fixação de dois tubos com uma porta, 

isso permite abrir ou fechar o acesso de um tubo ao outro. Um tubo é totalmente 

isolado da luz (câmara escura) e o outro contém um feixe de luz na ponta (câmara 

de luz). 

Anteriormente, vinte D. melanogaster com fototropismo positivo foram 

selecionados por grupo (esta seleção tem como intuito evitar que moscas com 

algum tipo de deficiência, como má formação congenita dos olhos, levasse a um 

viés no teste) e, em seguida, uma por uma as moscas foram treinadas. O 

treinamento consiste em colocar uma mosca na câmara escura por 30 segundos 

para aclimatação e, em seguida, abrir lentamente a porta do sistema, permitindo 

que ele se mova para a câmara de luz, onde há um filtro de papel embebido em 

citronela. Depois de um minuto nós colocamos o aparato na posição vertical com a 

câmara escura voltada para a parte inferior, então batemos o aparato em uma 

superfície semi-rigida para que a mosca volte para a câmara escura e fechamos a 



34  

porta, este procedimento é feito 10 vezes por mosca para que ela aprenda que na 

câmara clara esta presente o elemento repelente. 

Imediatamente após o treinamento de cada mosca, realizamos o teste de 

aprendizado. Para isso, a porta foi aberta e contados 10 segundos para a mosca 

passar para a câmara de luz, nos casos em que a mosca não passa para a câmara 

clara neste tempo, consideramos que a mosca aprendeu. 

Para o teste de memória, selecionamos as moscas que passaram no teste 

de aprendizado e as deixamos por 6 horas em um tubo contendo meio de 

alimentação. Após 6 horas, repetimos o teste de aversão deixando-as 30 segundos 

na câmara escura para aclimatação e, então, abrimos a porta que da acesso a 

câmara clara, se a mosca não caminhar para a luz, isso significa que se lembrou 

da aprendizagem. 

 
3.5. Análises histológicas 

 
 

Para os testes morfológicos, 10 cabeças de moscas por grupo foram fixadas 

em Carnoy (60% de álcool etílico, 30% de clorofórmio e 10% de ácido acético), 

processadas para parafina, seccionadas em micrótomos de 5μm de espessura e 

colocadas em lâminas histológicas. As lâminas foram coradas com hematoxilina e 

eosina e fotografadas sob microscopia de luz. A porcentagem de áreas de vacúolos 

em relação à área total de cada cérebro foi medida usando o software ImageJ. 

Quinze imagens de cérebros do grupo controle foram analisadas, 14 imagens do 

grupo tratado. As percentagens finais foram comparadas usando ANOVA. 

 
3.6. Medição de glicose da cabeça das moscas 

 
 

Para quantificação da glicose foi utilizado todo o corpo de D. melanogaster. 

As cabeças das moscas foram maceradas individualmente com 5,0 μL de água 

ultrapura. Esses materiais foram centrifugados em microcentrífuga e 4.0 μL do 

sobrenadante foram coletados para a medição de glicose no Sistema de 

Monitoramento de Glicose Contínua no Soro TS (Bayer). A faixa de medição deste 

equipamento é de 0,6 a 33,3 mmol/L (10,81 mg/dL a 600 mg/dL). 
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3.7. PCR quantitativa (qPCR) 
 
 

Para o teste de qPCR, cerca de 15 cabeças por pool mínimo de 3 pool por 

grupo amostral. As cabeças dissecadas foram rapidamente transferidas para a 

solução de Trizol (Invitrogen) e moídas para a preparação de RNA. O RNA foi 

extraído seguindo as instruções recomendadas pelo fabricante. O cDNA foi 

sintetizado e o qPCR foi realizado utilizando a mistura principal de PCR SYBR 

(TaKaRa). 

Analisamos a expressão dos genes da proteína de choque térmico de 70kDa 

(hsp70) e da Serina/treonina quinase (Akt) e os níveis mRNA foram calculados pelo 

fold change em relação ao controle endógeno mRNA rpl32. O método do limiar do 

ciclo comparativo (Ct) foi aplicado para estimar os níveis de mRNA. Os produtos de 

PCR foram analisados no Applied Biosystems® 7300 Real-Time PCR. 

Foram utilizados os seguintes primers: Akt, For-5'- 

TTCGTTCCGTCCTCTGGTGT-3' e Rev-5'-GCGTGTGTTGTTGTTGCTGC-3'; 

Hsp70 Para-5'-CGGAGACACACACTTGGGCG-3 'e Rev-5'- 

GCTGCTGTTCTGAGGCGTCG-3' e Rpl32 Para-5'-GACCATCCGCCCAGCATAC- 

3 e Rev-5'-AACAGAGTGCGTCGCCG-3. 

 
3.8. Microscopia eletrônica de transmissão de mitocôndrias 

 
 

Para avaliar alterações mitocondriais entre o grupo parental e o grupo 

modelo para doença de Alzheimer, cabeças de moscas com 10 dias de idade forma 

incluidas com glutaraldeido e cortadas para microscopia eletrônica de transmissão, 

para avaliar a área quadrada das mitocôndrias foi utilizado o software Image J. 

 
3.9. Sequenciamento de nova geração de moscas D. Alzheimer e Controle 

 
 

Para análise foi preparado quatro grupos dois grupos controle parental (elav- 

Gal4 com 0 dias e 10 dias de vida) e dois grupos modelo para Doença Alzheimer 

(0 dias e 10 dias). Foram removidas 50 cabeças de moscas por grupo, e 

imediatamente inseridas em um microtubo com azoto líquido e armazenadas a - 

80°C até utilização. O kit Dynabeads mRNA Direct (Life Technologies) foi usado 
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para o isolamento do mRNA de acordo com as recomendações do fabricante. A 

quantificação de ácido nucleico foi feita usando um Qubit (Thermo Fisher). Cada 

amostra foi processada em duplicata e as bibliotecas foram preparadas utilizando 

o kit de Ion Total ARN-seq v2 (Life Technologies). O sequenciamento foi realizado 

com um chip Ion PI (Life Technologies) com o kit Ion PI ™ Hi-Q ™ Sequencing 200 

em um sistema automatizado Ion Chef (Life Technologies) que embarca um 

sequenciador Ion Proton (Life Technologies). 

As bibliotecas de reads geradas pelo IonTorrent foram, então, trimmadas. 

Essa “lapidação” digital das reads tem função de manter todas as bibliotecas com 

um padrão de qualidade e de caracteristicas mínimo, e também remover restos de 

adaptadores que podem não ter sido removidos corretamente pelo programa do 

próprio equipamento. Para isso foram utilizadas as ferramentas Cutadapt (MARTIN, 

2013) para a remoção de adaptadores resquiciais, e o FASTQ Quality Trimmer 

(BLANKENBERG et al., 2010) para manter todas as reads com um escore de 

qualidade Phred maior 20, e um tamanho minimo de 40 bases. Este escore de 

qualidade Phred é a probabilidade logarítimica dada a cada nucleotídeo 

sequenciado de que este tenha sido sequenciado de forma erronea, portanto um 

phred de 20 significa que o read tem 1 chance em 100 de ter sido sequenciado 

erroneamente (portanto 99% de acurácia). Já o tamanho minimo de 40 

nucleotídeos evita que os reads sejam demasiadamente curtos, o que tornaria seu 

alinhamento menos específico nos testes a serem feitos. 

Após a trimagem, o controle de qualidade das bibliotecas foi aferido 

utilizando o software FastQC (ANDREWS, 2005), que indica a qualidade geral e 

por tamanho de reads, quantidade conteúdo GC por sequência, número de bases 

não sequenciadas (N), distribuição dos reads por tamanho, presença de 

adaptadores, número de reads duplicados, entre outras verificações de qualidade. 

 
3.10. Expressão diferencial de genoma mitocondrial 

 
 

As bibliotecas já trimadas foram mapeadas contra o genoma mitocondrial de 

D. melanogaster, a partir da versão de genoma Release 6 plus ISO1 mitochondrial 

genome (NCBI BioProject: PRJNA13812, executado pelo grupo: The FlyBase 

Consortium/Berkeley Drosophila  Genome  Project/Celera  Genomics),  afim de se 
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obter a quantidade de reads alinhados em cada gene (Count), bem como sua 

contagem normalizada em transcritos por milhão (TPM), e a cobertura de reads pra 

cada gene (Lenght). Para isso foi utilizado o software Salmon (PATRO et al., 2016). 

Para se obter a expressão diferencial entre os genes mitocondriais de cada 

grupo, os counts gerados pelo Salmon foram, então, utilizados no aplicativo 

DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Este aplicativo estima a variância média 

dos counts e testa para expressão diferencial baseado em um modelo que utiliza 

distribuição binomial negativa, utilizando uma normalização a partir de redução das 

estimativas de dispersão de cada gene e fold change. 
 
 
3.11. Expressão diferencial de miRNA e lncRNA 

 
 

Para avaliar a expressão diferencial entre os miRNAs (microRNAs) e os 

lncRNA (long non-coding RNA) das moscas modelo para acumulo neuronal de β- 

amilóide em comparação as não modelo, utilizamos as bibliotecas já trimadas que 

foram utilizadas para o mapeamento para expressão diferencial de genoma 

mitocondrial. 

Contudo, para o mapeamento dos reads e subsequente geração dos valores 

de TPM, Count e Lenght pelo programa Salmon (PATRO et al., 2016), foram 

utilizados os bancos de dados de miRNA e lncRNA de Drosophila melanogaster 

fornecidos pelo projeto Flymine (LYNE et al., 2007) no qual estão presentes os 

miRNAs e lncRNAs descritos ou previamente preditos, e o banco de dados Rfam 

versão 13 (KALVARI et al., 2018) que trata de ncRNAs (non-coding RNAs) de 

inúmeras espécies. O uso deste segundo banco de dados teve o intuito de cobrir 

possíveis ncRNAs não presentes nos dois bancos de dados do Flymine. 

Para se obter a expressão diferencial entre os ncRNAs de cada grupo, os 

counts gerados pelo Salmon foram, então, utilizados no aplicativo DESeq2. 
 
 
3.12. Predição de alvos para miRNA 

 
 

Para a predição de alvos dos três miRNA de nosso interesse, com anotação 

tanto em 3’ quanto 5’ foi utilizado o software microT-CDS (PARASKEVOPOULOU 

et al., 2013) da plataforma DIANA Web Service v5.0. 
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3.13. Análises estatísticas 
 
 

Todos os testes estatísticos sobre as diferentes metodologias foram realizados 

no software GraphPad Prism 6.01 da GraphPad Software. 
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4 . Resultados 

 

 
4.1. Glimepirida 

 
 
4.1.1. A ingestão de glimepirida pode modular a sobrevivência das moscas. 

 
 

Observaram-se efeitos significativos dose-dependentes nas moscas 

tratadas com glimepirida. O aumento na sobrevida das moscas foi observado até 

25μM, seguido pela redução nas taxas de sobrevivência em doses mais elevadas. 

Este perfil é provavelmente devido à relação entre o efeito benéfico e a toxicidade 

das drogas testadas (Figura 1). Das 8 concentrações de glimepirida testadas, a 

maior taxa de sobrevivência foi de 25μM, que promove aumento de 106,74% na 

sobrevida de moscas não tratadas. Portanto, esta concentração foi escolhida para 

realizar os outros testes. 
 
 
 

 
Fig ura 1: Efeito de diferentes dosagens do tratamento com glimepirida na 

sobrevivência da linhagem Drosophila melanogaster Canton S. O estimador de 

Kaplan-Meier e o teste log-rank foram utilizados para determinar diferenças 

significativas nas taxas de sobrevida das amostras. Com exceção da dose a 50 μM 

(P>0,05), todos os concentrados testados foram significativos em comparação ao 

não tratado (P<0,01). 
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4.1.2. Glimepirida melhora as moscas no teste de escalada 
 
 

O teste de escalada mostrou uma melhora significativa (P<0,05) no 

comportamento reflexo motor para os grupos tratados com glimepirida em relação 

ao grupo não tratado (Figura 2). 
 
 

 
Fig ura 2: Medição do comportamento de subida do elav-Gal4>UAS-APP,UAS- 

BACE  não  tratado  e  tratado com  25μm de  glimepirida (Teste t  não pareado, P 

<0,05. N = 30 moscas para cada grupo). Barra de erro representa o desvio padrão. 
 
 
4.1.3. Aprendizagem e memória foram reforçadas por glimepirida 

 
 

O teste de supressão de fototaxia por aversão mostrou uma diferença 

significativa entre todos os grupos. A diferença entre o grupo Alzheimer não 

tratado e o grupo selvagem foi tomada como o fator de verificação para a 

eficiência do teste. O grupo tratado com glimepirida apresentou melhora 

estatísticamente perceptivel quando comparado ao grupo não tratado (Figura 3). 
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Fig ura 3 : Comparação entre moscas Canton-S e elav-Gal4>UAS-APP,UAS-BACE 

não tratados e tratados com 25μM glimepirida em relação à capacidade de 

aprendizagem e memória (ANOVA, Bonferroni post-test, P<0,05, n = 20 moscas 

para cada grupo). 

 
4.1.4. A concentração de glicose foi reduzida pelo tratamento com glimepirida. 

 
 

Para confirmar se o tratamento com glimepirida foi capaz de diminuir a 

glicose nas moscas, como nos mamíferos, e devido à dificuldade de coletar a 

hemolinfa nas moscas adultas, a glicose foi quantificada a partir do corpo inteiro 

(Figura 4). Não há diferenças entre o tipo selvagem Canton-S (média 83,11 ± 5,07 

SD) e o elav-Gal4>UAS-APP,UAS-BACE (média 84,11 ± 57,71 SD) (P> 0,05). No 

entanto, o tratamento com glimepirida foi capaz de diminuir significativamente o 

título de glicose em moscas tratadas (média de 76,11 ± 4,82 SD) comparado para 

não tratado (P <0,001). Todos os valores de glicose são expressos em mg/dL. 
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Fig ura 4 : Quantificação de glicose das cabeças de moscas de Canton S e elav- 

Gal4>UAS-APP,UAS-BACE (sem tratamento e tratada com glimepirida). O teste 

ANOVA foi usado seguido por Bonferroni como pós-teste (P <0,001). As linhas 

representa a media e o desvio padrão. 

 
4.1.5. A glimepirida reduz a área de vacúolos no cérebro com Alzheimer. 

 
 

A porcentagem da área ocupada pelos vacúolos em relação à área total dos 

cérebros das moscas do grupo controle (Alzheimer não tratada) foi de 8,13%. O 

tratamento com glimepirida promoveu melhora significativa na redução da área 

relativa de vacúolos em relação ao grupo controle (P <0,05) (Figura 5). 
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Fig ura 5 : Análise histopatológica da cabeça das moscas. Os tecidos foram corados 

com hematoxilina e eosina. A barra preta significa 25 μm. A: tecido da mosca 

Canton-S. B: tecido de elav-Gal4>UAS-APP,UAS-BACE não tratada e (C) tratada 

com 25μM de glimepirida. D: Comparação da porcentagem de área de vacúolos 

em relação à área total do cérebro de glimepirida elav-Gal4 25μM não tratada e 

tratada com moscas UAS-APP,UAS-BACE (Teste t não pareado, n = 12 moscas 

para o grupo tratado e n = 10 para não tratada). 

 
4.1.6. Redução do níveis de mRNA dos genes akt e hsp70 pelo uso da glimepirida. 

 
 

Para verificar os efeitos da ingestão de glimepirida pelas moscas nas vias 

bioquímicas, os genes akt e hsp70 foram escolhidos para quantificar os níveis de 

mRNA por qPCR. 

Os transcritos dos genes akt (Figura 6, A) e hsp70 (Figura 6, B) no grupo 

tratado com glimepirida foram significativamente menores (P <0,05) do que no 

grupo não tratado (Figura 6). 
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Fig ura 6 : Quantificação de transcritos por qPCR comparando a expressão das 

moscas elav-Gal4<UAS-APP,UAS-BACE não tratadas e tratadas com 25 µm de 

glimepirida. (A) akt e (B) genes hsp70. Os níveis de transcrição foram normalizados 

para o controle endógeno rpl32. (Teste t não pareado, P <0,001). 

 
4.2. Metformina 

 
 
4.2.1. O tratamento com metformina aumentou a longevidade. 

 
 

Com o tratamento de metformina as moscas tiveram maior longevidade 

mesmo em dosagens baixas (estatísticamente significativo a partir de 10mM). 

Entretanto, nas dosagens mais altas (1M e 100mM) observou-se uma redução na 

taxa de sobrevivência, que provavelmente causaram algum efeito tóxico. De todas 

as 8 concentrações de metformina testadas, a com melhor taxa de sobrevida foi de 

25mM (Figura 7). Esta dosagem foi, então, escolhida para ser utilizada nos demais 

testes. 
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Fig ura 7 : Efeito de diferentes dosagens do tratamento com glimepirida na 

sobrevivência da linhagem Drosophila melanogaster Canton-S. O estimador de 

Kaplan-Meier e o teste log-rank foram utilizados para determinar diferenças 

significativas nas taxas de sobrevida das amostras. Com exceção das doses a 10 

μM, 25 μM, 50 μM e 100 μM (P>0,05), todos os concentrados testados foram 

significativos em comparação ao não tratado (P<0,01). 

 
4.2.2. O teste de escalada não mostrou melhora com a metformina. 

 
 

O teste de escalada comparativo entre moscas elav-Gal4>UAS-APP 

tratadas e não tratadas com metformina não levou a diferença significativa (P <0,05) 

(Figura 8). 
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Fig ura 8 : Medição do comportamento de subida do elav-Gal4>UAS-APP,UAS- BACE 

não tratado e tratado com 25mM de metformina (Teste t não pareado, P<0,05. N = 

30 moscas para cada grupo). Barra de erro representa o desvio padrão. 

 
4.2.3. Melhor desempenho de aprendizado e memória com metformina. 

 
 

O teste de memória e aprendizado por supressão de fototaxia através de 

elemento aversivo resultou em diferença significativa entre os grupos selvagem, e 

Alzheimer tratado e não tratado. A diferença entre o grupo Alzheimer não tratado e 

o grupo selvagem foi tomada como o fator de verificação para a eficiência do teste. 

O grupo tratado com 25mM de metformina apresentou resposta significativa 

quando comparado ao grupo não tratado (Figura 9). 
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Fig ura 9: Comparação entre moscas Canton-S e elav-Gal4>UAS-APP,UAS-BACE 

não tratados e tratados com 25mM de metformina em relação à capacidade de 

aprendizagem e memória (ANOVA, Bonferroni post-test, P<0,05, n = 20 moscas 

para cada grupo). 

 
4.2.4. Tratamento com metformina 25mM reduziu a glicose total. 

 
 

A partir da dosagem de glicose feita com macerado de corpo inteiro de cada 

mosca, nós avaliamos a capacidade de redução de concentração de glicose nas 

moscas do tratamento com 25mM de metformina (Figura 10). Não há diferenças 

entre o tipo selvagem Canton-S e o elav-Gal4>UAS-APP,UAS-BACE (P>0,05). 

Porém, o tratamento com metformina foi capaz de diminuir significativamente o 

título de glicose em moscas tratadas comparado para não tratado (P<0,05). Todos 

os valores de glicose são expressos em mg/dL. 
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Fig ura 10: Quantificação de glicose da cabeça de moscas de Canton-S e elav- 

Gal4>UAS-APP,UAS-BACE (sem tratamento e tratada com 25 mM de metformina). 

Teste Anova One-Way (P<0,05). As linhas representam a media e o desvio padrão. 

 
4.3. Sinvastatina 

 
 
4.3.1. Maior longevidade no tratamento com sinvastatina. 

 
 

A sinvastatina levou a um aumento na sobrevida de forma dose-dependente. 

Com exceção das concentrações 10 μM e 25 μM, todas as outras concentrações 

foram estatísticamente significativas. Entretanto apenas as dosagens 50 μM e 100 

μM tiveram efeito benéfico aumentando a longevidade. Nas dosagens mais altas 

foi observado o efeito contrário, um aumentado da mortalidade nas moscas, 

provavelmente por algum efeito tóxico causado pelo tratamento. De todas as 8 

concentrações de sinvastatina testadas, a com melhor taxa de sobrevida foi de 100 

μM (Figura 11). Esta dosagem foi, então, escolhida para ser utilizada nos demais 

testes. 
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Fig ura 11: Efeito de diferentes dosagens do tratamento com sinvastatina na 

sobrevivência da linhagem Drosophila melanogaster Canton-S. O estimador de 

Kaplan-Meier e o teste log-rank foram utilizados para determinar diferenças 

significativas nas taxas de sobrevida das amostras. Com exceção da dose a 10 μM 

e 25 μM (P>0,05), todos os concentrados testados foram significativos em 

comparação ao não tratado (P<0,01). 

 
4.3.2. Melhora no teste de escalada pelo uso de sinvastatina. 

 
 

Com intuito de avaliar uma possível melhora na capacidade inata de geotaxia 

negativa das moscas tratadas em comparação as não tratadas, o teste de escalada 

foi executado, e mostrou uma melhora significativa (P<0,05) no comportamento 

reflexo motor para os grupos tratados com sinvastatina 100 µM em relação ao grupo 

não tratado (Figura 12). 
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Fig ura 12: Medição do comportamento de escalada do elav-Gal4>UAS-APP,UAS- 

BACE não tratado e tratado com 100 µM de sinvastatina (Teste t não pareado, 

P<0,05. N = 30 moscas para cada grupo). Barra de erro representa o desvio padrão. 

 
4.3.3. Tratamento com sinvastatina possibilitou melhor aprendizado e memória. 

 
 

O teste de condicionamento aversivo mostrou uma diferença significativa 

entre todos os grupos. Sendo a diferença entre o grupo Alzheimer não tratado e o 

grupo selvagem utilizada como o fator de verificação para a eficiência do teste. O 

grupo tratado com sinvastatina apresentou melhora significativa quando 

comparado ao grupo não tratado (Figura 13). 
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Fig ura 13 : Comparação entre moscas Canton-S e elav-Gal4>UAS-APP,UAS- BACE 

não tratados e tratados com 100 µM de sinvastatina em relação à capacidade de 

aprendizagem e memória (ANOVA, Bonferroni post-test, P<0,05, n = 20 moscas 

para cada grupo). 

 
4.3.4. Menor expressão dos genes akt hsp70 com tratamento por sinvastatina. 

 
 

A expressão dos genes akt (Figura 14, A) e hsp70 (Figura 14, B) no grupo 

tratado com 100 µM de sinvastatina foram significativamente menores (P<0,05) do 

que no grupo não tratado. 
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Fig ura 14 : Quantificação de transcritos por qPCR comparando a expressão das 

moscas elav-Gal4<UAS-APP,UAS-BACE não tratadas e tratadas com 100 µM de 

sinvastatina. (A) akt e (B) genes hsp70. Os níveis de transcrição foram 

normalizados para o controle endógeno rpl32. (Teste t, P <0,001). 

 
4.4. Micrografia eletrônica de transmissão e tamanhos de mitocôndria. 

 
 

A partir da micrografia gerada pela microscopia eletrônica de transmissão, 

foi avaliado a área quadrada de 25 mitocôndrias por grupo pelo aplicativo ImageJ. 

Não houve diferença do tamanho da área das mitocôndrias do grupo modelo para 

Alzheimer em relação ao grupo controle parental (figura 15). 
 
 

Fig   ura  15  :  Micrografia  eletrônica  de  transmissão  de  cabeças  de  moscas. (A) 

Moscas controle parental (ElavGal4); (B) moscas modelo para doença de 

Alzheimer com setas indicando mitocôndrias, asteriscos indicando terminal 

sináptico e barra 
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branca de escala equivalente a 1µm; (C) Gráfico indicando área em µm² das 

mitocôndrias entre controle e Alzheimer (Teste t, sem diferença estatística). 

 
4.5. Expressão diferencial de genoma mitocondrial, miRNA e lncRNA 

 
 

Para avaliar expressão diferencial de DNA mitocondrial (mtDNA), micro RNA 

(miRNA) e RNA longo não-codificante (lncRNA) entre moscas modelo para doença 

de Alzheimer e moscas normais, bem como se essa expressão se altera após 10 

dias no mesmo grupo, utilizamos quatro grupos em duplicata, grupos Controle 0 

dias e Controle 10 dias, e grupos Alzheimer 0 dias e 10 dias. 

Após o sequenciamento pelo IonTorrent obtemos a quantidade de reads 

brutos de cada duplicata, assim como a quantidade de reads trimmados pelo FastQ 

Quality Trimmer, e a subsequente quantidade de reads mapeados contra o 

genoma mitocondrial e bibliotecas de microRNA e long non-coding RNA, estes 

dados estão apresentados na Tabela 1. 

 
 

Duplicata 
Reads 

Totais 

Reads 

Trimadas 

 
mtDNA miRNA lncRNA 

Controle 1 2.143.495 1.738.351 92.821 24 1366 
0 Dias 2 1.315.677 1.119.797 151.971 43 4318 

Controle 1 1.258.047 827.025 55.361 49 3101 
10 Dias 2 1.134.127 755.748 59.151 53 2101 

Alzheimer 1 2.280.420 1.304.751 41.727 25 4259 
0 Dias 2 1.143.741 605.179 106.475 45 6176 

Alzheimer 1 2.142.506 1.739.744 26.197 132 12872 
10 Dias 2 1.167.141 826.986 135.136 15 5573 

 
Tabela 1: Estatísticas do sequênciamento de RNA contendo valores de reads totais 

(reads brutas), reads trimadas, reads mapeadas contra genoma mitocondrial 

(mtDNA), reads mapeadas contra biblioteca de microRNA (miRNA), e mapeadas 

contra biblioteca de long non-coding RNA (lncRNA) de Drosophila melanogaster. 
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Para avaliar se as bibliotecas de reads estavam com qualidade aceitável 

para um mapeamento mais preciso e fidedigno após a trimagem pelo Cutadapt e 

FastQ Quality Trimmer, foi utilizado o aplicativo FastQC, que mostrou que todas as 

bibliotecas estavam dentro dos padrões ótimos, incluindo o escore de qualidade 

médio para cada posição de base dentro dos reads (Figura 16). 
 
 

Fig ura 16 : Gráfico mostrando o escore médio de qualidade (Eixo Y) para cada 

posição de base nos reads (Eixo X). Onde o escore médio deve se manter 

preferencialmente na faixa amarela ou verde (≥20). 

 
Após o mapeamento foi executada a expressão diferencial utilizando o 

software DESeq2. A partir dos reads normalizados foi gerado um gráfico de escores 

de componentes principais (Figura 17), devido a quantidade de objetos de dado (2 

por grupo) não é possível descrever tendência geral para montar gráfico scree 

sobreposto, ou indicar outliers, porém é possível detectar formação de 

agrupamentos (4 agrupamentos) que estão em consonância com os grupos 

análisados. 
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Fig ura 17 : Gráfico de escores de componentes principais entre as 8 duplicatas dos 4 

grupos, sendo que duplicatas do mesmo grupo encontram-se na mesma cor. 

 
Com o resultado da expressão diferencial, selecionamos os genes com 

logaritmo (de base 2) para fold change de ≥1.5 ou ≤-1.5 e com p-value < 0.05. 

Para RNA mitocondrial e lncRNA foram encontrados genes diferencialmente 

expressos nestas condições na comparação entre todos os grupos, intra e inter 

fator principal (presença ou não de fenótipo para doença de Alzheimer). Exceto 

intra fator principal no grupo controle (controle 10 dias comparado a controle 0 dias) 

para o RNA mitocondrial. Já para microRNA foram encontrados genes 

diferencialmente expressos selecionados (logaritmo (de base 2) para fold change 

de ≥1.5 ou ≤-1.5 e com p-value < 0.05) para as comparações Alzheimer 10 dias 

contra Alzheimer 0 dias, Alzheimer 0 dias contra Controle 10 dias e Alzheimer 0 

dias contra Controle 0 dias. 

A expressão dos genes selecionados entre os grupos estão apresentados 

nos mapas de calor (heatmap) escalonados por linha abaixo para mtDNA (Figura 

18), miRNA (Figura 19) e lncRNA (Figura 20). 

Os genes mitocôndriais trnY, trnS2 e trnF tiveram maior expressão no 

modelo para doença de Alzheimer 10 dias em relação aos outros grupos, já o gene 

trnQ teve maior transcrição no grupo doença de Alzheimer 0 dias após eclosão e 

uma queda no grupo 10 dias após eclosão. 
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Fig ura 18 : Mapa de calor escalonado por linha da expressão média das duplicatas 

dos genes diferencialmente expressos selecionados (log2 do fold change ≥1.5 e p- 

value ≤0.05) de expressão diferencial de mtRNA. Onde quanto menos expresso o 

gene mais forte a tonalidade azul, e quanto mais expresso maior a tonalidade em 

vermelho, sendo a cor branca o intermediario de expressão. 

 
Os  miRNAs  FBgn0263555  (miR-4943)  e  FBgn0263516  (miR-4958)  não 

tiveram diferença de expressão entre os grupos controle e o grupo modelo para 

Alzheimer 10 dias, mas ouve grande taxa de transcrição em modelo para Alzheimer 

0 dias. Já o miRNA FBgn0263556 (miR-4940) mostrou redução na taxa de 

transcrição ao longo do tempo tanto para o grupo controle quanto para o grupo 

modelo de Alzheimer, porém com a menor nível para Alzheimer 10 dias (Figura 19). 
 
 



57  

Fig ura 19: Mapa de calor escalonado por linha da expressão média das duplicatas 

dos genes diferencialmente expressos selecionados (log2 do fold change ≥1.5 e p- 

value ≤0.05) de expressão diferencial de miRNA. Onde quanto menos expresso o 

gene mais forte a tonalidade azul, e quanto mais expresso maior a tonalidade em 

vermelho, sendo a cor branca o intermediario de expressão. 

 
Dos lnc-RNA apenas o FBgn0000003 teve, até o momento, uma anotação 

prévia presente no Flybase (a partir do banco de dados de anotação Gene 

Ontology), se tratando de uma Proteína cotranslacional dependente de SRP (signal 

recognition particle) com alvo para a membrana (GO:0006614). 

Quatro lnc-RNA foram classificados como small non-messenger RNA 

(snmRNA), sendo eles FBgn0065104 (snmRNA-128), FBgn0065094 (snmRNA- 

158), FBgn0065081 (snmRNA-419) e FBgn0085364 (snmRNA-838). E 49 foram 
classificados como antisense RNA. 
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Fig ura 20: Mapa de calor escalonado por linha da expressão média das duplicatas 

dos genes diferencialmente expressos selecionados (log2 do fold change ≥1.5 e p- 

value ≤0.05) de expressão diferencial de lncRNA. Onde quanto menos expresso o 

gene mais forte a tonalidade azul, e quanto mais expresso maior a tonalidade em 

vermelho, sendo a cor branca o intermediario de expressão. 

 
4.6. Alvos preditos para miRNA. 

 
 

Para os microRNAs que foram diferencialmente expressos foi feita a 

predição de alvos anotados, da lista de possíveis alvos foram escolhidos os alvos 

com maior miTG score (microRNA target gene score), este escore indica a 

porcentagem de chance de um gene ser o possível alvo in vivo, respeitando um 

valor minimo de miTG 90. A tabela abaixo mostra os resultados encontrados. 

 
miRNA 

FlyBase ID 

miRNA 

Name 

Target 

Flybase ID 

Target 

Name 

miTG score 

FBgn0263555 
miR-4943-3’ FBgn0015279 PI3K92E 0.997810351629389 

miR-4943-5’ FBgn0010379 Akt 0.999995635734167 

FBgn0263516 
miR-4958-3’ FBgn0262473 Toll1 0.905348327287818 

miR-4958-5’ FBgn0030724 Nipsnap 0.959557948764993 

 miR-4940-3’ FBgn0024236 Foi 0.97072419942479 

  FBgn0034720 Liprin- 0.995864077894439 

FBgn0263556  
miR-4940-5’ 

 

FBgn0035078 

gamma 

TPC2 

 

0.980336577217859 
  FBgn0033807 Aquaporina 0.992269625546876 

 
Tabela 2: Nas duas primeiras colunas estão apresentados os FlyBase ID e Name 

dos microRNAs escolhidos, na terceira e quarta coluna os FlyBase ID e Name dos 

genes preditos, e por ultimo o miTG score da predição. 
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5 . Discussão 

 

 
A relação entre o metabolismo da glicose e a progressão da doença de 

Alzheimer já foi evidenciada em outros estudos (CRAFT et al., 2012; CRANE et al., 

2013; JANSON et al., 2004; OTT et al., 1999; RUIZ et al., 2016; SRODULSKI et al., 

2014; TURNER; CRAFT; AISEN, 2013). As áreas mais afetadas pela doença de 

Alzheimer apresentam acentuada redução nos níveis do metabolismo da glicose, e 

essa redução tem maior linearidade com a evolução dos sintomas do que a 

deposição das placas Aβ (SHAH; DESILVA; ABBRUSCATO, 2012). 

Para entender melhor a relação entre o metabolismo da glicose e a 

progressão da doença de Alzheimer, usamos aqui D. melanogaster como modelo 

experimental da doença de Alzheimer para investigar os efeitos do tratamento oral 

de agentes hipoglicemiantes como a glimepirida, metformina e sinvastatina. 

A glimepirida é uma sulfonilureia de terceira geração. Em mamíferos, possui 

função de secretagogo de insulina através da sua ligação ao receptor SUR1 

sulfonilureia nas células β do pâncreas. Além disso, a glimepirida também parece 

agir aumentando a captação de glicose ativando o PPARγ (FUKUEN et al., 2005). 

A ativação do PPARγ tem mostrado reduzir os níveis de β-amilóide, o tamanho das 

placas senis e melhorar as funções cognitivas dos pacientes com doença de 

Alzheimer (CAMACHO et al., 2004; SATO et al., 2011). 

A metformina é um farmaco da família das biguanidas, hipoglicemiantes que 

não alteram a liberação de insulina. A metformina inibe a produção de glicose no 

fígado e aumenta a captação de glicose nos tecidos periféricos, diminuindo assim 

os níveis de glicose no sangue (VIOLLET et al., 2012). Também é aceito que a 

metformina diminui a respiração mitocondrial através de sua ação direta no 

complexo I da cadeia respiratória da mitocôndria (VIOLLET et al., 2012). 

A metformina também atua ativando a AMPK, cujo um dos efeitos é a 

inibição das via do Akt e mTOR (ROTERMUND; MACHETANZ; FITZGERALD, 

2018). Estudos tem mostrado que o tratamento com metformina diminui a 

incidência de Doença de Alzheimer (CHENG et al., 2014; ORKABY et al., 2017). 

Sinvastatina é um fármaco pertencente do grupo das estatinas, que atua 

inibindo a hidroximetilglutaril coenzima A redutase. Indicada para o tratamento de 

dislipidemias, tendo como objetivo a redução dos níveis de colesterol LDL e 
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triglicerídeos e aumento do colesterol HDL no sangue (TALREJA; CASSAGNOL, 

2019). Além disso a sinvastatina demonstrou melhorar a redução cognitiva pela 

inibição da apoptose induzida por estresse oxidativo no hipocampo pelo inibição da 

Akt (LIU et al., 2018). 

O primeiro passo no trabalho com estas drogas no modelo experimental com 

moscas foi identificar uma dosagem que não reduzisse a expectativa de vida das 

moscas. O teste de sobrevivência mostrou que o tratamento com glimepirida 25μM, 

aumenta a longevidade em relação ao grupo não tratado. Encontramos apenas um 

estudo que tratou larvas de D. melanogaster com glimepirida para avaliação 

genotóxica pelo teste Wing Spot (SMART), no entanto, não há menção sobre o 

teste de sobrevivência (GURBUZEL et al., 2014) e não é possível comparar nossos 

dados com eles. Em embriões de peixe-zebra este composto promove alteração 

morfológica na concentração acima de 25μM (NAM et al., 2017). 

Para metformina, o teste de sobrevivência mostrou que a longevidade foi 

aumentada com o tratamento na dose de 25 mM. Comparativamente foi 

demonstrado em um estudo com moscas, que doses de 1mM à 50mM de 

metformina não alteravam a longevidade em moscas macho em relação as não 

tratadas, e que a dose de 100mM era tóxica reduzindo a longevidade, já nas femeas 

as dosagens até 10mM não alteravam a longevidade, e a dose de 25mM ou maior 

reduzia o tempo de vida das moscas (SLACK; FOLEY; PARTRIDGE, 2012). Porém 

a linhagem utilizada neste teste comparativo foi Dahomey, enquanto nós utilizamos 

Canton-S, além disso a dieta a partir da composição do meio são diferentes. 

O teste de sobrevivência para tratamento com sinvastatina mostrou que a 

melhor longevidade foi obtida com a dose de 100 μM. Um trabalho cujo objetivo foi 

avaliar a longevidade por uso de sinvastatina em moscas obteve que a dose mais 

benéfica foi de 240 μM (comparativamente com 24 μM, 2,4 mM e 12 mM) 

(SPINDLER et al., 2012). Essa diferença provavelmente se dá porque no trabalho 

citado há o uso de concentrações muito distantes entre si, além da utilização de 

linhagem diferente (Oregon-R) 

O primeiro teste para avaliar se os tratamentos (glimepirida, sinvastatina e 

metformina) causam alguma alteração na evolução da neurodegeneração nas 

moscas foi o teste de escalada, este teste tem se mostrado uma ferramenta eficaz 

de avaliação de habilidades motoras de modelos de D. melanogaster para doença 
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de Alzheimer (CHAKRABORTY et al., 2011). Um segundo teste comportamental já 

utilizado em outros estudos para confirmar as alterações nos sintomas das moscas 

tratadas foi o teste de supressão de fototaxia (ZHANG et al., 2016), que também 

trouxe resultados demonstrando uma melhora na DA das moscas tratadas em 

comparação a aquelas que não receberam glimepirida. Estes dois testes 

demonstraram que a glimepirida e a sinvastatina não só melhoraram a capacidade 

motora, mas também os processos de aprendizagem e memória das moscas 

tratadas. A metformina por reduzir a captação de glicose desacelera o metabolismo 

das moscas, deixando-as mais lentas, isso pode ter influênciado o resultado do 

teste de escalada, o teste de fototaxia demonstrou uma melhora na capacidade 

cognitiva e de memória das moscas tratadas com metformina. Contudo, o 

tratamento por metformina teve efeito benéfico no teste de aprendizado e memória. 

O teste de dosagem de glicose das cabeças das moscas indicou que o 

tratamento na dosagem escolhida de glimepirida e a metformina teve a ação 

hipoglicemiante esperada na Drosophila melanogaster, demonstrando que este é 

um modelo valido para análise destas famílias de drogas no tangente a capacidade 

hipoglicemiante. 

Para verificar se essa redução de sintomas causada pelo tratamento foi 

realmente devido a uma menor taxa de neurodegeneração, prosseguimos com 

mais testes. A evolução da doença de Alzheimer leva à perda de massa cerebral 

formando vacúolos nos cérebros das moscas, através da histologia medimos a área 

total desses vacúolos em relação à área total do cérebro e encontramos uma 

redução significativa de vacúolos neurais em moscas tratadas com glimepirida, 

demonstrando que a glimepirida não apenas melhorou os sintomas 

comportamentais, mas também reduziu a degeneração tecidual, corroborando com 

dados encontrados em diferentes estudos feitos com cultura de células neuronais 

que mostram que a glimepirida reduz a expressão de BACE1 (LIU et al., 2013a; 

OSBORNE et al., 2016). 

Sabe-se que diversas vias metabólicas podem agir no processo de 

envelhecimento. No caso da metformina, a mais conhecida é através da via AMPK 

que mimetiza o processo de jejum e sabidamente reduz o envelhecimento (SLACK; 

FOLEY; PARTRIDGE, 2012). Porém outra via que tem se mostrado interessante é 

a do Akt/mTOR e a ativação do Hsp70. A Akt, que fisiologicamente é regulada pela 
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fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) que esta ligada a sinalização por insulina nos 

receptores de insulina (IRs), fosforila o Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC2) que 

inibe a formação do complexo Tuberous Sclerosis Complex 1/2 (TSC1/TSC2), este 

complexo inibe a Ras homolog enriched in Brain (RHEB) que é um ativador de 

mTORC1, o que significa que, uma redução na Akt leva a uma redução da mTORC1 

(PARMAR; TAMANOI, 2010). O mTOR (mamalian target of rapamycin) inibe o 

processo de autofagia (incluindo mitofagia), o que leva a um acumulo de 

mitocôndrias defeituosas, geradas principalmente por estresse oxidativo, que 

segundo a teoria da cascata mitocondrial seria o gatilho para a doença de 

Alzheimer (ANSARI; SCHEFF, 2010; SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2014; ZHAO; 

ZHAO, 2013). O Hsp70, uma chaperona de resposta a estresse, parece influenciar 

a via Akt/mTOR e ser influenciada por ela, o hsp70 demonstrou ser necessário para 

a montagem do complexo mTORC2, que fosforila a Akt na serina 473 levando a 

uma ativação completa da Akt (SARBASSOV et al., 2005), funcionando como uma 

retroalimentação positiva, visto que o Akt então irá estimular um aumento da 

produção de mTOR. O Hsp70 é estimulado pelo mTORC1 tanto indiretamente pelo 

aumento da proteogênese quanto diretamente pela liberação do HSF-1 (Heat shock 

factor 1) ligado ao mTORC1 que estimula os HSPs. O Hsp70 tem efeito protetor 

também pela inibição dos membros pro apoptóticos da familia das proteínas 

reguladoras de morte celular Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) a BAD (Bcl-2 associated 

death promoter) e a BAX (Bcl-2 associated X protein) de liberarem o citocromo c. 

Também iníbe o citocromo c liberado pela Bad/Bax de complexar com a Caspase 

9 ativando o promotor apoptótico Caspase 3. E por fim, iníbe a função apoptótica 

da Caspase 3 (FUNG; KONG, 2017). 

a quantficaçao de transcritos do gene akt nas moscas tratadas com 

glimepirida e sinvastatina mostraram uma redução na expressão desse gene, essa 

redução na expressão do eixo Akt/mTOR foi o que provavelmente levou a uma 

redução da progressão da doença em relação ao grupo não tratado, corroborando 

com a literatura vigente (CACCAMO et al., 2013; NORAMBUENA et al., 2017; 

SPILMAN et al., 2010). 

Apesar de alguns trabalhos destacarem uma função protetora do Hsp70 na 

doença de Alzheimer (BROER et al., 2011; HOSHINO et al., 2011; JINWAL et al., 

2009; MAGRANE et al., 2004; MAILHOS; HOWARD; LATCHMAN, 1994), 
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encontramos valores reduzidos dos níveis de transcrito do gene hsp70 nas moscas 

tratadas com glimepirida e sinvastatina em relação as não tratadas. Isso se dá 

provavelmente porque uma redução da produção de proteínas com falhas 

estruturais, um achado comum na superexpressão de mTOR (CONN; QIAN, 2011), 

reduz a transcrição de genes de chaperonas, cuja principal familia é as das 

proteínas de choque térmico, incluindo o Hsp70. Também é sabido que uma 

redução do mTORC1 leva a uma redução da expressão de heat shock transcription 

factor 1, o que leva a uma redução da expressão do Hsp70 (CHOU et al., 2012). O 

que leva a crer que o efeito protetor da glimepirida e sinvastatina foi pelo eixo do 

mTOR na via da Akt, e não pelo efeito protetor da Hsp70. 

Sobre a sinvastatina, apesar de alguns trabalhos indicarem seus efeitos 

benéficos pela sua ação no metabolismo do colesterol e Apolipoproteina E 

(GEIFMAN et al., 2017; HAAG et al., 2009; JICK et al., 2000; ROCKWOOD et al., 

2002), e que alguns trabalhos atribuirem a modulação do metabolismo do colesterol 

a uma redução da agregação amilóide (JARVIK et al., 1995; PETANCESKA et al., 

2002; REFOLO et al., 2001), estes trabalhos não avaliam outras possíveis vias. 

Além disso, há indícios de que seu efeito benéfico na progressão da doença de 

Alzheimer aconteça mesmo sem alteração dos níveis de β-amilóide (CARLSSON 

et al., 2008). Também é possível que a sinvastatina possa agir na doença de 

Alzheimer devido a sua capacidade aumentar a concentração de Adiponectina 

(CHRUSCIEL et al., 2016), cuja qual, quando reduzida, promove sintomas 

parecidos a doença de Alzheimer (KIM et al., 2017). Também pela alteração de 

níveis de ABCA7 que alteram o influxo de colesterol mediado pela apoE (CHAN et 

al., 2008; KIM et al., 2013). Outra possível forma de ação é devido a já conhecida 

capacidade da sinvastatina de supressão da Clusterina (PAJAK et al., 2019), que 

já foi demonstrada ter relação direta entre o aumento de sua concentração e a 

severidade e prevalência da doença de Alzheimer (SCHRIJVERS et al., 2011). 

Nossos dados indicam que a sinvastatina age também por alteração do eixo Akt, e, 

o que indica que a droga pode ser benéfica independentemente da presença de 

dislipidemia ou polimorfismo da apoE. 

Visto que a alteração da via da Akt leva a uma cascata de processos que 

incluem uma menor mitofagia por inibição pelo mTOR e portanto um acúmulo de 

mitocôndrias alteradas, o próximo passo foram análises para avaliar em Drosophila 
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melanogaster como estariam as mitocôndrias em modelo para doença de 

Alzheimer em relação ao controle. 

A microscopia eletrônica de transmissão não indicou diferença significativa 

entre os tamanhos de mitocôndria entre o grupo controle e o modelo para 

Alzheimer, porém isso possívelmente se deve ao número amostral reduzido que foi 

conseguido devido a dificuldade de processamento deste tipo de material. 

Analisamos então a diferença nas taxas de transcrição de RNA mitrocondrial 

entre grupo controle e grupo modelo para Alzheimer. Devemos atentar ao fato de 

que foram análisados genes de origem de genoma mitocondrial, não incluindo 

genes nucleares com endereçamento para mitocôndria. Pelo menos dois trabalhos 

já relacionaram a doença de Alzheimer com uma mutação no RNA transportador 

de glutamina mitocondrial (trnQ, ou pelos sinonimos MT-TQ ou tRNA(Gln)) 

(EGENSPERGER et al., 1997; HUTCHIN; CORTOPASSI, 1995), e um trabalho que 

contraria essa informação (WRAGG et al., 1995). Porém, nenhum destes trabalhos 

avaliou a taxa de transcrição do trnQ entre controle e Alzheimer na ausência da 

mutação. 

A transcrição diferencial do RNA mitocondrial indicou que os RNAs 

transportadores mitocondriais da fenilalanina (trnF, MT-TF ou tRNA(Phe)), serina 2 

(trnS2, MT-TS2 ou tRNA(Ser2)), tirosina (trnY, MT-TY ou tRNA(Tyr)) e glutamina 

(trnQ, MT-TQ ou tRNA(Gln)), tem sua expressão aumentada no grupo modelo para 

doença de Alzheimer em relação ao grupo controle, tanto no grupo com menos de 

um dia de vida quanto no grupo com 10 dias, e que a taxa de transcrição aumentou 

ao longo dos 10 dias no grupo modelo para acúmulo de β-amilóide (Figura 17). Isso 

nos leva à proposição de que, visto se tratarem de RNAs transportadores portanto 

relacionados a taxa de tradução de mRNA e a produção de proteínas por 

ribossomos mitocondriais, a doença de Alzheimer leva a um aumento da atividade 

mitocondrial o que leva a um aumento da síntese proteíca, provavelmente com 

interferência do mTOR, cuja uma das funções é o estimulo a proteogenese 

(LIPTON; SAHIN, 2014), outra proposição não excludente à primeira é a de que 

devido ao acúmulo de mitocôndrias por a uma redução da mitofagia, o número total 

de mitocôndrias no cerebro das moscas aumentou e não necessariamente sua 

atividade traducional. 
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A variação da atividade mitocondrial encontrada nos dados corrobora com a 

literatura que afirma que a doença de Alzheimer tem relação com alterações 

mitocondriais, primaria ou secundária a patogenese (ANSARI; SCHEFF, 2010; 

CHO et al., 2009; EGENSPERGER et al., 1997; HUTCHIN; CORTOPASSI, 1995; 

KEIL et al., 2004; SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2014; ZHAO; ZHAO, 2013). 

Nosso próximo passo foi avaliar a diferença da transcrição de microRNAs 

entre os grupos controle e modelo para Alzheimer, com 0 dias e 10 dias pós 

eclosão. 

Curiosamente o miR-4943 (FBgn0263555) apresentou alvos preditos com 

alto escore miTG para o gene que codifica a subunidade catalítica da PI3K, que 

estimula a ativação da Akt através do PIP3, e também do gene akt, mostrando uma 

redução da taxa de silenciamento por miRNA da via da Akt, o que poderia levar a 

um aumento da atividade desta via durante a progressão da doença de Alzheimer. 

Sabe-se que a redução da atividade da via da Akt leva a uma melhora no quadro 

de Alzheimer (CACCAMO et al., 2013; SPILMAN et al., 2010). Nossos dados 

mostram então que neste modelo para doença de Alzheimer a uma menor 

supressão do eixo Akt via miRNA. 

O miR-4958 (FBgn0263516) apresentou alvos preditos com alto escore 

miTG para o gene Toll1 (que transcreve o Toll-like Receptor 1, TLR1) e para o gene 

Nipsnap. 

Apesar de haver poucos estudos sobre a ação TLR1 específicamente, um 

trabalho demonstrou que a resposta inflamatória microglial do Toll-like Receptor 2 

(TLR2) induzida pela β-amilóide é aumentada pelo TLR1 (LIU et al., 2012), o que 

indica um aumento da resposta inflamatória microglial devido a uma redução da 

supressão por miRNA do TLR1. A ativação microglial por um lado tem ação 

benéfica devido a fagocitose de β-amilóide pela microglia em estado anti- 

inflamatório M2 (produtora de Interleucina-10), mas por outro lado tem efeito 

maléfico devida a liberação de mediadores citotóxicos quando esta em estado pró- 

inflamatória M1 (produzindo Interleucina-6, Fator de necrose tumoral α, etc.) 

(GAMBUZZA et al., 2014; LIU et al., 2012). Também foi percebido que uma redução 

da ativação da TLR2 (que é estimulada pelo TLR1) aumenta a concentração de 

microglias em estado M2 em relação a M1 (LIU et al., 2012). 
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Já é sabido que a proteína de matrix mitocondrial Nipsnap atua como um 

promotor de mitofagia (PRINCELY ABUDU et al., 2019), porém a ação do Nipsnap 

sobre a doença de Alzheimer permanece desconhecida até o momento, 

encontramos um único trabalho relacionando este gene com a doença de 

Alzheimer, onde foi feita uma expressão diferencial de genes entre controle e 

Alzheimer e identificaram um aumento da expressão do Nipsnap no cortex cerebral 

de pacientes acometidos por doença de Alzheimer (ZAHID et al., 2014). Nosso 

resultado indica que esse aumento da expressão de Nipsnap pode ter relação com 

um menor silenciamento por miRNA. 

O miRNA FBgn0263556 apresentou alvos preditos com alto escore miTG 

para o gene FOI que traduz a proteína Fear-of-Intimacy, uma proteína 

transmembrana que foi descrita como tendo função de migração celular em células 

da glia em Drosophila melanogaster (PIELAGE et al., 2004). E também para o gene 

Liprin-γ que foi descrito em um trabalho como sendo uma Liprin que tem ação 

antagonica ao Liprin-α, sendo este inicialmente descrito como um adaptador que 

interage com o receptor de tirosino-fosfatase (RPTP), além disso o Liprin-α age 

promovendo uma sinaptogenese normal em fotoreceptores e neuronios motores 

em Drosophila melanogaster (ASTIGARRAGA et al., 2010), um trabalho utilizando 

expressão diferencial demonstrou uma correlação entre doença de Alzheimer e o 

a GRIP1 (Glutamate Receptor Interacting Protein1) responsável pelo agrupamento 

e localização de receptores ao glutamato do tipo AMPA que se liga ao Liprin-α e 

ajudam a restaurar a expressão de superficie de receptores do tipo AMPA 

(CHATTERJEE; ROY, 2017), sendo a redução da presença destes receptores na 

superfície uma das características da doença de Alzheimer (CHANG; VERBICH; 

MCKINNEY, 2012). Desta forma o aumento da expressão de Liprin-γ por menor 

silenciamento por miRNA pode reduzir o numero de receptores AMPA de superfície 

por um antagonismo ao Liprin-α. 

Também foram encontrados na predição de alvos com alto escore miTG do 

miRNA FBgn0263556 os genes TPC2 (Thiamine pyrophosphate carrier 2) e 

Aquaporina. O TPC2 tem a função de carrear tiamina para dentro da mitocôndria 

onde ela atuara como coenzima no ciclo do ácido cítrico, uma menor supressão 

deste gene deveria portanto aumentar o aporte mitocondrial de tiamina, o que é 

curioso visto que vários trabalhos associam a ingestão de tiamina ou derivados com 
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uma melhora no quadro da doença de Alzheimer (BLASS et al., 1988; MEADOR et 

al., 1993; NOLAN et al., 1991; PAN et al., 2010). A aquaporina pertence a uma 

família de canais de água de membrana celular e serve principalmente para regular 

o fluxo de água intracelular e intercelular, vários trabalhos já mostraram que há uma 

maior expressão de alguns tipos de aquaporina na doença de Alzheimer ou 

modelos para essa doença (HOSHI et al., 2012; MISAWA et al., 2008; 

MOFTAKHAR et al., 2010; PEREZ et al., 2007). 
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Fig ura 21: Modelo proposto para a via afetada, a insulina se liga no receptor de 
insulina (IR), fazendo o dominio intracelular fosforilar o substrato do receptor de 
insulina (IRS), ativando a fosfatidilinositol 3-quinase, que ativa a Akt, a Akt fosforila 
o complexo da esclerose tuberosa (TSC2) inibindo o complexo TSC1/TSC2 de inibir 
o homólogo RAS enriquecido no cérebro (Rheb), que tem função de estimulo da 
mTORC1, que estimula a síntese proteíca, inibe a autofagia mitocondrial, e estimula 
a proteína de resposta a choque térmico, tanto pelo aumento da síntese proteica 
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quanto pela liberação do fator de choque térmico 1 (HSF-1). A HSP70 inibe a 
cascata de sinalização da apoptose mediada por citocromo c em quatro momentos. 
Ela inibe as proteínas reguladoras de morte celular Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) BAD 
(Bcl-2 associated death promoter) e a BAX (Bcl-2 associated X protein) de liberarem 
o citocromo c. Também iníbe o citocromo c liberado pela Bad/Bax de complexar 
com a Caspase 9 ativando o promotor apoptótico Caspase 3 e iníbe a função 
apoptótica da Caspase 3. O miRNA miR-4943 reduz a tradução dos transcritos da 
Akt e do PI3K reduzindo a atividade de toda a via. O miRNA miR-4958 reduz a 
tradução de Nipsnap diminuindo a mitofagia. E por fim, o miR-4940 reduz a 
tradução de carreador de tiamina pirofosfato 2 (TPC2) reduzindo o influxo 
mitocondrial de tiamina. 
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6 . Conclusão 

 

 
A utilização de modelo transgênico de Drosphila melanogaster para análise 

de efeitos e estudo de vias de ação de drogas continua se mostrando eficiente e 

promissor. Além de demonstrar quais as dosagens ideais para um efeito benéfico 

e para aumento de longevidade das drogas testadas, conseguimos entender 

melhor seu funcionamento e explorar vias de ação pouco elucidadas na literatura. 

Também avaliamos alterações de transcrição de genes mitocondriais presentes no 

modelo para doença de Alzheimer ainda não descritas, e que parecem corroborar 

com a proposição de que os farmacos testados agem na via explorada neste 

trabalho. Bem como descobrimos RNAs longos não codificantes com taxa de 

transcrição alterada no modelo para doença de Alzheimer e novos microRNAs com 

variação em seu nível de transcrição no modelo para Alzheimer, que tem alvos 

preditos com grande relação com a patogênese da doença e com a via proposta 

neste trabalho. 
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