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Resumo

A Doenga de Alzheimer é uma neuropatologia progressiva que atingiu cerca de 50

milhdes de pessoas em 2018, sendo que a estimativa ¢ de que até 2050 essa populagao

afetada duplique na Europa e triplique no resto do mundo. Estudos sobre essa

neuropatologia sdo importantes para a compreensdo de seus mecanismos ocasionados

devido a disfungdes fisiologicas e falhas em vias metabolicas. A inviabilidade desse

estudo em humanos impulsiona pesquisadores a procurarem por métodos alternativos, o

que leva ao uso de organismos modelos como opc¢do, e um deles ¢ a Drosophila

melanogaster. O uso de linhagens de moscas possibilita a investigacdo da progressao do

fendtipo e suas consequéncias, sendo a hipotese amiloide o tema abordado no presente

estudo, uma vez que a via amiloidogénica ¢ a responsavel por gerar peptideos AP que

contribuem para o desenvolvimento e progressao do fenotipo de Alzheimer. Sendo assim,

utilizando moscas com fendtipo da Doenga de Alzheimer expressando principalmente o

peptideo APB1-42 nos olhos de D. melanogaster e as avaliando na idade de 1-2, 5-6 e 10-

11 dias pds-eclosdo, este trabalho avaliou a progressao do fendtipo dessa doenga, por

meio de um teste de sobrevivéncia para avaliar o tempo de vida das moscas, microscopia

eletronica de varredura e analise histopatoldgica para estudos sobre os danos causados

pelo peptideo AB1-42 no tecido nervoso do aparelho ocular de moscas afetadas.



Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Drosophila melanogaster; Peptideo AP1-42;

Neurodegeneragao.



SUMARIO

. INTRODUGAO. ... 1
« OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt et st e st eseeneesseeseenseeneans 6
2.1. OBJETIVOS GERALIS ..ottt 6
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS........cevuimrriirrireriineeineseeseseesesssessssssssssssesesssenns 7
. MATERIAIS E METODOS. ....cevvtmriimrimrireeisseieeiesssesssessssssssssssssssssssesssesssnns 7
3.1. Linhagens de Drosophila melanogaster...................cccuvcuevceeneieseisceeeieenieeieennn, 7
3.2. Ensaio de SODIEVIVENCIA.....c.iriiruieiiiieeiieiceie ettt 9
3.3. Microscopia eletronica de varredura...........cocveeeveeeriieniienieenieeeeeie e 10
3.4. Andlise hiStopatOlOZICA. .......eeueiriieiieiiieiieee et 11
3.5, ANALISE ESTALISTICA. ...eeiueieeiiieeiieeiie ettt sttt 11
. RESULTADOS....ccoee ettt ettt ettt et sttt e s 12
4.1. Ensaio de SODIEVIVENCIA. ....cc..eeiuiiiiiiiiieiieiie ettt 12
4.2. Microscopia eletronica de Varredura..........c.ccecueeeeriereenienieneenienreneeeeeeeeees 13
4.3. Andlise hiStopatolOZICa. .......ccueviiriiiriiiiiriieieeeetce et 15
o DISCUSSAD. ...ttt 17
. CONCLUSAD. ...ttt 21
. BIBLIOGRAFTA......oooieiteet ettt sttt st 22

Xi



1. INTRODUCAO

A manutencao da integridade funcional do tecido neural depende diretamente da
eficiéncia dos processos metabolicos e da adequada perfusdao sanguinea. Estudos
demonstram que falhas nessas vias podem resultar em disfungdes fisiologicas e
metabdlicas, que comprometem o equilibrio homeostatico (ARDANAZ; RAMIREZ;

SOLAS, 2022).

Disfungdes fisioldgicas referem-se a alteracdes em processos bioldgicos essenciais,
enquanto disfungdes metabdlicas implicam perturbagdes nas reagdes quimicas
intracelulares que sustentam a atividade celular, podendo resultar em doencas

metabolicas, genéticas e neurodegenerativas (TAN et al., 2021).

Algumas neuropatologias caracterizam-se pela degeneracao progressiva das células
nervosas, comprometendo fungdes cognitivas, motoras e comportamentais, com impacto
significativo na qualidade de vida dos individuos afetados e nos sistemas de satide publica
(KHAN et al, 2020). Assim, compreender 0s mecanismos que sustentam o
funcionamento cerebral ¢ fundamental para prevenir e tratar patologias associadas ao

tecido neural.

Um exemplo comum de doenga neurodegenerativa presente na populagdo mundial é

a Doenga de Alzheimer (DA), caracterizada principalmente pela perda de memoria,



funcdes motoras debilitadas, dificuldade com linguagens, e problemas na execucao de

tarefas basicas e complexas (KHAN; BARVE; KUMAR, 2020).

Uma das teorias associadas a causa da D.A ¢ a hipdtese da neurodegeneracao

relacionada ao acumulo de peptideos B-amiloide em varias regides do cérebro. Os

peptideos amiloides soluveis sdo derivados da clivagem da proteina percursora de

amiloide (APP) na por¢do C-terminal realizada pela enzima y-secretase, que gera

fragmentos de 89 ou 99 aminoécidos. J4 os peptideos insoliveis, principalmente os

fragmentos AB1-40 e AB1-42, sdo originados da clivagem da APP pela enzima B-secretase

(BACE1), gerando fragmentos insoltiveis em meio extracelular (PARONI et al., 2019).

Os fragmentos AP em meio extracelular tendem a formar aglomerados neurotdxicos

devido a sua insolubilidade, o que o impede de ser metabolizado, gerando um acumulo

que acarreta a formagdo de placas B-amiloides (PARONI et al., 2019). Essas placas,

reconhecidas pelo sistema imunoldgico como corpos estranhos, desencadeiam uma

resposta imunolodgica e inflamatoria que leva a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e

a ativagdo de microglias (SCHELTENS et al., 2021).

Embora a inflamagao e o ataque do sistema imune a esses corpos estranhos sejam de

carater protetor, isso gera alguns efeitos prejudiciais as células do tecido. Uma das células

que compde o sistema imune neuronal sdo as microglias, responsaveis pela fungdo de

fagocitose de corpos estranhos, assim como a liberag@o de citocinas pro-inflamatorias e

agentes neurotoxicos (SCHELTENS et al., 2021). Este processo pro-inflamatorio tem

2



como consequéncia, em um individuo que expresse a proteina mas neurotoxica AR1-42

em altos niveis, um agravamento no estado de satde do tecido neuronal, contribuindo

para a progressdo do quadro de neurodegeneragdo do individuo, uma vez que as

micréglias e outras células imunes identificam o peptideo -amiloide como algo anormal.

De acordo com dados mais recentes, acredita-se que até 2050 a quantidade de individuos

com deméncia, podendo ou nao ser ocasionada pela D.A, duplicara na Europa e triplicara

no resto do mundo, sendo que em 2018 a estimativa era de 50 milhdes de pessoas por

todo o mundo (SCHELTENS et al., 2021).

A expectativa de vida apds o diagnostico costuma ser relativamente baixa, tendo

em vista que se trata de uma doenca que progride de forma assintomadtica durante muito

tempo, onde o diagnostico precoce acontece a partir dos 65 anos de idade

(DAMSGAARD et al, 2023). A estimativa para individuos diagnosticados com

Alzheimer que possuem essa idade € de 10 anos de vida em um estagio pré-clinico, 4 anos

para o estagio inicial e 6 anos para o estdgio demencial, de acordo com um estudo

realizado na Europa (SCHELTENS et al., 2021).

Em uma pesquisa realizada por Aragjo et al., que analisou dados coletados entre

os anos de 2013 até 2022 do Sistema de Informagdes Hospitalares e do Sistema de

Informacao sobre Mortalidade, ambos relacionados ao Departamento de Informatica do

SUS (DATASUS), houve um total de 14.024 internacdes de individuos com a D.A no

Brasil, cuja faixa etaria com maior entrada em hospitais foi principalmente de 80 anos ou



mais. Essa pesquisa também mostrou que pacientes do sexo feminino representam 65%
dessa populagdo (ARAUJO et al., 2023). Além disso, entre 2013 ¢ 2022 o Brasil gastou
um total de R$24.608.616,49 com a D.A, sendo 73% deste valor direcionado para a
internacdo de pacientes em estado avancado da doenca. Estes dados transparecem a
importancia de estudos sobre a D.A, uma vez que pesquisas relacionadas tanto com a vias
de desenvolvimento de D.A como com a sua progressao, colaboram com a compreensao
dessa patologia e permitem o desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas
(ARAUJO et al., 2023).

Em pesquisas sobre doengas genéticas humanas em geral, uma estratégia para
estudos mais aprofundados ¢ o uso de organismos modelo. Os organismos modelos sao
amplamente utilizados devido a suas ortologias genéticas quando comparados a outros
individuos, como o ser humano por exemplo, sendo essas semelhancas fisiologicas e
comportamentais (SUN; CHEN, 2015).

A Drosophila melanogaster, ou mosca da fruta como € popularmente conhecida,
¢ um exemplo de organismo modelo que tem mostrado ser de grande utilidade para
estudos na area de genética, uma vez que se trata de um organismo complexo (13.767
genes) que possui ortologos funcionais para 50 a 70% dos genes relacionados a doengas
humanas. Desses 287 genes j& identificados em D. melanogaster, sendo 38 genes

relacionados a doengas neuroldgicas (FORTINI et al., 2000).



A Drosophila melanogaster possui sistema nervoso complexo, sendo possivel

analisar desde anomalias em vias metabolicas que afetem as células nervosas, como

doencas neurodegenerativas, até alteragdes em comportamentos sociais do individuo,

como a depressdo (MOULIN et al., 2021).

Além disso, ha também outras vantagens como o baixo custo, tanto de criagao

como de manutengdo, ¢ a facilidade do manejo desses seres, o que facilita seu uso em

pesquisas (DOW et al., 2022). Sendo assim, a Drosophila melanogaster proporciona a

ciéncia um leque de possibilidades, fazendo com que ela seja um membro essencial na

classe de organismos modelos para estudos genéticos (SUN; CHEN, 2015).

A Drosophila melanogaster ¢ comumente utilizada em estudos sobre a D.A por

apresentar uma receptividade maior a métodos de transgenia que viabilizam o organismo

para tais estudos. Algumas linhagens contam com o processo de “humanizagdo”, onde

ocorre a inser¢do de genes humanos em D. melanogaster, como por exemplo o gene

Abetal-42 que codifica o peptideo B-amiloide AB1-42 na linhagem UAS-Abetal-42

(BL#64216), carregando consigo o genotipo para D.A (MALTA et al., 2024).

Para o estudo de D.A utilizando D. melanogaster, o sistema GAL4/UAS ¢

frequentemente utilizado para a construcdo do organismo transgénico. A obten¢do do

genotipo de interesse € obtida a partir do cruzamento entre uma linhagem driver e uma

responder, resultando em uma prole que apresente de forma segura o fen6tipo de interesse

(LIetal.,2012). O componente driver é aquele que expressa o fator de transcrigdo GAL4,



sob o controle de um promotor especifico, permitindo o direcionamento da expressao da

proteina de interesse para um tecido especifico. Ja o componente responder, contém o

gene de interesse sob controle do elemento UAS, que ¢ o sitio de ligagdo para o fator

GALA4. Dessa forma, esse gene s6 sera transcrito quando GAL4 estiver presente (LI et al.,

2012).

Para o estudo de D.A utilizando D. melanogaster, o sistema driver-responder

GAL4-GMR/UAS-Abeta ¢ utilizado para direcionar a expressao do peptideo AB1-42 para

o tecido ocular em desenvolvimento da mosca, sendo o gene GMR (Glass Multimer

Reporter) um promotor especifico para o tecido ocular de D. melanogaster e o gene

Abetal-42 o gene de interesse que codifica a expressdo direta do peptideo AP1-42

(MALTA et al., 2024).

Consequentemente, ao cruzar duas linhagens onde cada parental seja portador de

um elemento do sistema bipartido GAL4-GMR/UAS-Abeta, a prole de D. melanogaster

vai apresentar o fen6tipo para D.A no tecido ocular (MALTA et al., 2024).

Assim sendo, o presente estudo aborda a importdncia da compreensdo da

progressao do fendtipo da D.A em Drosophila melanogaster, sendo ele relevante para a

utiliza¢do adequada desse modelo para no estudo da DA.

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral



Analisar a progressao fenotipica da D.A em Drosophila melanogaster nas

linhagens Gal4-nina E.GMR e UAS-Abeta.1-42.

2.2. Objetivos especificos

Analisar em moscas com fendtipo da D.A no tecido ocular:

Avaliar o efeito da expressao de GMR-Gal4/UAS-Abetal-42 no tempo de vida;
e Avaliar a morfologia externa dos olhos;
e Analisar anivel tecidual a presenc¢a de marcadores de neurodegeneragdo: presenga

de vacuolos na medula e espessura de retina.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens de Drosophila melanogaster

Utilizou-se como organismo modelo, linhagens transgénicas de Drosophila
melanogaster, importadas do Centro de Estoque Bloomington da Universidade de Indiana
dos Estados Unidos, que compdem o estoque do Laboratério de Genética (LABGEN) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

As linhagens foram mantidas em estufa incubadora BOD com fotoperiodo
(12h/12h) a 25°C, seguindo um ciclo claro/escuro de 12 horas. Foram alimentadas em
regime ad libitum com meio de cultura de puré.

Para a obten¢do das moscas com o fendtipo representativo da D.A, foram

utilizadas as seguintes linhagens: UAS-Abeta.1-42 (BL#64216) e w'''® (BL#3605), em



conjunto com ninaE.GMR—Gal4 (BL#1104). UAS-Abeta.1-42 ¢ uma linhagem
transgénica com inser¢ao de uma ORF codificante de peptideo beta amiloide 1-42. Por
outro lado, a linhagem Gal4-ninaE.GMR (BL#1104) possui um direcionador de
expressdo do gene GAL4 para os olhos da D. melanogaster e ativa a transcricdo do

118 como controle negativo, nio

reporter UAS-Abeta.1-42. Empregou-se a linhagem w

expressando o peptideo B-amiloide. Os cruzamentos entre as linhagens selecionadas

foram realizados da seguinte forma:

CRUZAMENTOS

MACHO FEMEA

w*/Y; ninaE.GMR-GAL4/ninaE.GMR-GAL4; w*/ w*, +/+; UAS-Abeta.1-42/TM3, sb'

+/+

w*/w*; ninaE.GMR-GAL4/+; UAS-Abeta.1-42/+

w*/w*; ninaE.GMR-GAL4/+; TM3, sb'/+

Y/w*; ninaE.GMR-GAL4/+; UAS-Abeta.1-42/+

Y / w*; ninaE.GMR-GAL4/+; TM3, sb!/+

CRUZAMENTOS

MACHO FEMEA

w*/Y; ninaB.GMR-GAL4/ninaE.GMR-GAL4; wiB/Y: +/+; +/+
+/+

w!'!18/Y; ninaE.GMR-GALA4/+; +/+

w*/Y; ninaE.GMR-GAL4/+; +/+

w!8/w*; ninaE.GMR-GAL4/+; +/+

Tabela 1: Cruzamentos realizados para obtengdo de F1 com fendtipos desejados.

Foram selecionadas as proles com base no gendtipo desejado, considerando

balanceadores com caracteristicas fenotipicas dominantes que possibilitam uma



diferenciagdo morfologica entre aqueles que exibem o fenotipo de interesse. As moscas
com fendtipo de Alzheimer GMR-Gal4/UAS-Abeta.1-42 sdo denominadas de “AD-/ike”,
enquanto as moscas utilizadas como controle negativo foram nomeadas de acordo com
o gendtipo GMR-Gal4/+. Apds a selegdo fenotipica, as moscas foram separadas em

grupos e avaliadas nas idades de 1-2, 5-6 e 10-11 dias pds-eclosdo, em todos os

experlmentos .
Macho Fémea
WHIY; ninaE. GMR-GAL4 / W W*, ++; UAS-Abeta,1-42 / W/ w; ninaE.GMR-GALA/+; UAS-
ninaE.GMR-GAL4: +/+ TM3. sb' Abeta.1-42/+

w*/w*: ninaE.GMR-GAL4/+: TM3,
shli+

Y/w*; ninaE. GMR-GALA/+; UAS-
Abeta.1-42/+

Y/w*: ninaE.GMR-GAL4/+: TM3, sb'/+

ey

Macho Fémea
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Figura 1: Esquema representando os cruzamentos que deram origem a AD-/ike e GMR-

Gal4/+. Em verde sdo os gendtipos de interesse, utilizados nos experimentos.

3.2 Ensaio de sobrevivéncia




Foi realizada uma avaliagdao da longevidade das moscas AD-/ike, ¢ do GMR-

Gal4/+. Para este proposito, foram utilizados 20 individuos por grupo seguindo a

propor¢do de 10 individuos machos para 10 individuos fémeas, onde os grupos foram

divididos em AD-like (1,2 e 3) e GMR-Gal4/+ (1,2 e 3), em triplicata, ¢ mantidos em

frascos contendo meio de puré (MEDHORA et al., 2011). Os de AD-/ike e GMR-Gal4/+

foram mantidos no banco de D. melanogaster do Laboratorio de Genética (LabGen) da

UFU, onde foram acondicionadas em ciclo claro/escuro de 12 horas, em regime ad

libitum.

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Foi realizada uma avaliagdo da morfologia externa do tecido ocular das moscas

AD-like, comparando com controle GMR-Gal4/+ e analisadas as diferencas entre os

fenotipos. Cada grupo foi composto por n=5 individuos, com idades de 1-2, 5-6, 10-11

dias apos a eclosdo. As cabegas de AD-like e GMR-Gal4/+ foram cortadas, desidratadas

em etanol absoluto por 48 horas e posteriormente submetidas a secagem em ponto critico.

Posteriormente, as cabecas de moscas foram posicionadas em suportes de metal

cobertos com fita condutora de carbono e revestidas com ouro. As imagens foram

capturadas nos aumentos de 300, 550 e 1200 vezes, utilizando um microscopio eletronico

Tescan VEJA 3 LMU, e analisadas com o auxilio do software /mageJ, com a finalidade

de quantificar o nivel de desorganizacao dos omatideos.
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3.4 Analise Histopatologica

Avaliou-se através de microscopia de luz, de forma qualitativa, os efeitos da

neurodegeneragdo a nivel tecidual.

Para isso, foram utilizadas 10 cabecas de moscas para cada grupo experimental

avaliado, tendo elas as idades de 1-2, 5-6 e 10-11 d.p.e. As cabegas de moscas divididas

em grupos AD-like e GMR-Gal4/+, foram armazenadas imersas em solugdo Carnoy

(etanol 99%, cloroféormio e acido acético glacial) e mantidas até o seu processamento

histologico.

Para analise da histologia dos tecidos, as amostras foram desidratadas em alcool

etilico nas dilui¢des 70%, 80%, 90%, alcool etilico absoluto ¢ xilol, durante 15 minutos

cada, e por fim parafina liquida 60% por 30 minutos. ApOs esse processo, as amostras

foram emblocadas em parafina e seccionadas na espessura de 3 um em microtomo

semiautomatico. (SLEE CUT5062). Por fim, As laminas foram secas em estufa,

reidratadas e coradas com hematoxilina-eosina. As imagens foram capturadas por meio

de um microscdpio de luz e analisadas de forma qualitativa, com a finalidade de observar

a formacao da retina e medula do tecido ocular.

3.5 Analises Estatisticas
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O software Prism, na versao 8.0.2, foi empregado para analisar os dados obtidos no
experimento de sobrevivéncia. Também foi utilizado o Imagel] acoplado ao plug-in
Flynotyper para quantificar em escores o nivel de desorganizacgao presente nos omatideos
das moscas AD-like e GMR-Gal4/+ fotografadas por MEV, e posteriormente foi

empregado o Prism novamente para interpretar estatisticamente os escores obtidos.

4. RESULTADOS
4.1 Ensaio de sobrevivéncia
O ensaio de sobrevivéncia demonstrou que ao comparar os grupos AD-like e
GMR-Gal4/+, que ndo houve diferenca significativa ( p = 0,05) entre as curvas de

sobrevivéncia AD-/ike e GMR-Gal4/+ como ¢ possivel observar na Figura 2.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia dos grupos AD-like ¢ GMR-Gal4/+. (n= 30), sem

diferenca estatistica significativa p=0.3513 (teste: Gehan-Breslow-Wilcoxon).

4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na andlise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), foram realizadas

analises qualitativas e quantitativas das superficies oculares das amostras AD-like e

GMR-Gal4/+.

A andlise qualitativa das imagens obtidas revelou diferencas na topografia ocular

entre os grupos, evidenciando uma desorganizacao nos omatideos das amostras AD-/ike

em comparagdo com as do grupo controle GMR-Gal4/+ (Figura 3).

A partir da andlise do no ImageJ em conjunto com o Flynotyper, observou-se que

os individuos do grupo afetado apresentaram pontuagdes significativamente superiores as

do grupo controle nos periodos de 1-2 d.p.e (valor de p = 0,0360) e 5-6 d.p.e (valor de p

=0,0461). No entanto, no intervalo de 10-11 d.p.e (valor de p =0,8730), ndo foi observada

diferenga estatisticamente significativa entre os grupos afetado e controle, podendo

indicar que talvez seja apenas uma questdo de aumento de n amostral dos grupos

experimentais.
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Figura 3: Microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras AD-like e GMR-

Gal4/+ com 1-2, 5-6 ¢ 10-11 dias p6s eclosdo.

Os individuos AD-like dos grupos 1-2, 5-6 ¢ 10-11 demonstraram desordem na formagao

dos omatideos, como a figura 6 apresenta. Ja o controle GMR-Gal4/+ demonstrou que

houve harmonia no arranjo dos omatideos, sem evidéncias de ma formacao.
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Figura 4: Pontuagdo obtida no software ImageJ com o plug-in Flynotyper a partir da

analise das imagens da microscopia eletronica de varredura. Graficos: A) Escore

fenotipico de de AD-like e GMR-Gal4/+ com 1-2 d.p.e; B) Escore fenotipico de de AD-

like e GMR-Gal4/+ com 5-6 d.p.e; C) Escore fenotipico de de AD-like e GMR-Gal4/+

com 10-11 d.p.e. Valores de p(1-2) = 0,0360; p(5-6) = 0,0461; p(10-11) = 0,8730 (teste:

Mann Whitney).

Na Figura 4, ¢ possivel observar os graficos contendo os escores fenotipicos

obtidos através do ImageJ com o plug-in Flynotyper, apresentando os grupos AD-like e

GMR-Gal4/+ nos intervalos de 1-2, 5-6 ¢ 10-11 d.p.e. Nos dias 1-2 ¢ 5-6 d.p.e houve

diferenca significativa entre os individuos AD-like e GMR-Gal4/+, enquanto no dia 10-

11 d.p.e ndo houve diferenca significativa entre os individuos afetados e o controle.

4.3 Analise Histopatologica

Ao analisar as laminas de histologia de forma qualitativa, observa-se que as das

amostras de AD-like 1-2, 5-6 e 10-11 d.p.e, apresentaram uma retina menos espessa em

relagdo ao grupo controle em suas respectivas idades. Observa-se também a presenga

evidente de vactiolos nas moscas Ad-like quando comparadas ao grupo controle GMR-

Gal4/+. Além disso, ao comparar apenas o grupo AD-like em diferentes idades, nota-se

uma diminuic¢ao da retina e aumento de vacuolos associados ao aumento da idade.
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Figura 5: Corte histolégico de cabega de D. melanogaster. Amostras AD-like e GMR-

Gal4/+ com 1-2, 5-6 ¢ 10-11 d.p.e. Retina. As setas apresentam a expessura da retina,

sendo que em AD-like de 1-2, 5-6 e 10-11 d.p.e hd a fomacdo de uma retina menos

expessa, enquanto em GMR-Gal4/+ 1-2, 5-6 e 10-11 d.p.e ocorre a formagao de uma

retina mais expessa.
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1-2d.p.e 56 d.p.e 10-11 d.p.e

Figura 6: Corte histolégico de cabeca de D. melanogaster. Amostras AD-like e

AD-like

GMR-Gal4/+

GMR/Gal4/+ com 1-2, 5-6 ¢ 10-11 d.p.e. Regido de medula. As setas indicam a formagao

de vacuolos em regido de medula.

5. DISCUSSAO

A auséncia de diferenca entre o perfil de sobrevivéncia entre AD-/ike e GMR-
Gal4/+ (p=0,3513) evidencia que mesmo com a expressao de AB1-42 o tempo de vida de
AD-like segue um perfil semelhante ao do controle GMR-Gal4/+. A expressdo do
peptideo AB1-42 no aparelho ocular de D. melanogaster nao influencia de maneira

significativa na fisiologia dos individuos afetados.

Em uma pesquisa feita em 2004 por IIJIMA e colaboradores, que tinha como objetivo
observar o fendtipo da expressdao do peptideo AB1-42 em cérebro de D. melanogaster

utilizando o sistema binario driver-responder elav-Gal4°'>>/UAS-Abetal-42, foi
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comprovado em um teste de sobrevivéncia que as moscas afetadas pela expressao do
peptideo AB1-42 no cérebro apresentaram uma taxa de sobrevivéncia menor quando

comparadas as moscas do grupo controle(IlJIMA et al., 2004).

Da mesma forma, em outra pesquisa também realizada em 2004, mas por FINELLI
e colaboradores, os dados obtidos no experimento de teste de sobrevivéncia exibiram o
mesmo padrio de baixa expectativa de vida em moscas elav-Gal4¢!>>/UAS-Abetal-42

quando comparadas com o controle (FINELLI et al., 2004).

Entretanto, apesar do sistema GMR-Gal4/UAS-Abetal-42 ser amplamente utilizado
em pesquisas direcionadas a D.A em D. melanogaster, ndo foi possivel encontrar
trabalhos que apresentassem dados relacionados a testes de sobrevivéncia utilizando estas
linhagens combinadas. Portanto, o presente trabalho apresenta um dado inédito, sendo o
primeiro a comprovar que a expressdo do peptideo AB1-42 no aparelho ocular de D.

melanogaster ndo afeta de forma significativa o tempo de vida dos individuos afetados.

Na microscopia eletronica de varredura observamos desordem na estrutura
externa dos olhos de moscas AD-like. Isso se deve ao fato de as células neuronais
presentes no aparelho ocular das moscas AD-like apresentarem a expressao do peptideo
APB1-42, que devido ao seu carater toxico, interfere na formagao dos tecidos do aparelho

ocular das moscas com D.A (PRUSSING; VOIGT; SCHULZ, 2013).
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Da mesma forma, ao utilizar as imagens de MEV no software ImageJ acoplado ao

plug-in Flynotyper, observou-se que o escore fenotipico obtido a partir das imagens dos

individuos AD-like de 1-2 e 5-6 d.p.e foi maior que dos individuos com gendtipo GMR-

Gal4/+ de 1-2 e 5-6, o que confirma os dados qualitativos observados nas imagens,

portanto, isso confirma que, de fato, ha uma desordem na estrutura dos omatideos e na

formacgao dos tecidos do aparelho ocular.

Estudos encontrados na literatura evidenciam o carater progressivo do fendtipo da

D.A em D. melanogaster, porém esses dados se divergem dependendo das linhagens

utilizadas e idades analisadas. Além disso, ndo h& consenso sobre em que momento o

fenotipo atinge seu limiar de neurodegeneragdo (CUTLER et al., 2015; DESHPANDE et

al., 2023; MCGURK; BERSON; BONINI, 2015).

No entanto, este trabalho demonstra que, o fato de apenas os grupos 1-2 e 5-6 d.p.e

de AD-like apresentarem diferenga visivel nos escores obtidos nas imagens de MEV,

possa ser um indicio de que o fenotipo neurodegenerativo se agrave até a idade de 5-6

das moscas, atingindo um limiar de neurodegeneragdo e se estabilizando. Dessa forma,

apos essa idade, ndo haveria o agravamento das altera¢des no tecido ocular das moscas

AD-like.

Os cortes histologicos de cabegas de moscas AD-like e GMR/Gal4/+ foram

investigadas com foco em observar a espessura da retina e a formagdo de vacuolos na

medula. Em AD-/ike ¢ possivel observar de forma qualitativa em todas as idades que
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houve interferéncia por parte do peptideo AB1-42 na espessura da retina. Essa influéncia

também foi observada na formagao de vactiolos na medula, presentes em maior numero

em individuos com idade de 10-11 d.p.e. No trabalho de MALTA (2024) e colaboradores,

observou-se tanto o estreitamento da retina quanto a presenga de vacuolo em regido

medular em moscas AD-like de 1-2 d.p.e, corroborando esses dados.

Da mesma forma como evidenciado no trabalho de MALTA (2024) e colaboradores,

o controle negativo formou uma retina espessa € ndo houve evidéncias de vactiolos em

regido de medula, o que comprova que na auséncia de AB1-42 sendo expresso nos olhos

de D. melanogaster, os tecidos oculares se desenvolvem normalmente, sem diferenca

aparente em nenhuma das idades.

Portanto, a desordem causada nas estruturas da superficie ocular e a formagdo de

vacuolo em regido de medula, evidenciam a a¢ao degenerativa do peptideo AB1-42, sendo

essas alteracdes consideradas marcadores de danos ao tecido ocular de moscas que

possuem o gendtipo GMR-Gal4 (DESHPANDE et al., 2023; MALTA et al., 2024).

Essa pesquisa visou avaliar a progressao do fenotipo da D.A no olho de D.

melanogaster em idades 1-2, 5-6 e 10-11 d.p.e, sendo esse um dado inédito nao relatado

até entdo em outras pesquisas que utilizaram o sistema driver-responder GMR-

Gal4/UAS-Abeta. Além disso, a analise de moscas em diferentes idades ¢ de extrema

importancia para a compreensao da progressao do fendtipo, sendo essa também uma outra
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abordagem nao vista na literatura, permitindo o uso adequado desse modelo de DA em

pesquisas cientificas.

Considerando todos os resultados, ¢ plausivel alegar que o modelo AD-/ike utilizado

no presente trabalho apresenta neurodegeneracao progressiva no aparelho ocular, pois ha

a presenca da toxicidade do peptideo AB1-42 provocando desordem na formacgao dos

omatideos, e ocasionando a formagao de vactolos na regido de medula dos olhos de AD-

like.

No entanto, hd a necessidade de experimentos adicionais para corroborar mais ainda

a afirmativa de que ha diferenca fenotipica significativa entre as idades 1-2, 5,6 e 10-11

d.p.e. Um exemplo de metodologia a ser empregada ¢ a analise quantitativa das imagens

histolégicas por meio do software imagel, gerando um escore fenotipico que quantifica a

area de vacuolos na medula de AD-like e GMR-Gal4/+.

Uma outra abordagem adicional seria a quantificacdo relativa de AP1-42 por

tioflavina T, pois, ¢ esperado que AD-/ike apresente maiores quantidades de AP1-42

conforme sua idade avance.

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos por meio dos experimentos de sobrevivéncia, MEV e

analise histopatolédgica, pode-se afirmar que a o fendtipo degenerativo da expressao do

peptideo AB1-42 evolui sim de forma progressiva.
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Apesar de a expressao do peptideo AB1-42 ndo apresentar influéncia visivel nos testes
de sobrevivéncia, ¢ possivel observar sua agao neurodegenerativa nos olhos de moscas
com D.A, que contribui para a ma formag¢ao dos omatideos. Consequentemente, ocorre a
progressdo da deterioragdo dos tecidos do aparelho ocular a medida que a idade das
moscas avanga, conforme demonstrado nas analises qualitativa e quantitativa das imagens

obtidas por microscopia eletronica de transmissao.
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