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RESUMO

A pandemia de COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, trouxe a tona
diversas manifestac@es clinicas além do comprometimento respiratério, incluindo efeitos
neuroldgicos associados a acdo de proteinas virais. Este trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos da expressao das proteinas acessorias Spike e Orf7a do SARS-CoV-
2 em cérebro de Drosophila melanogaster, utilizando cruzamentos com o driver neural
Elav-GAL4. Foram realizados testes de eclosdo, sobrevivéncia e escalada para avaliar 0s
impactos dessas proteinas sobre o desenvolvimento, longevidade e desempenho
locomotor dos individuos. Os resultados revelaram que a proteina Spike pode afetar de
forma negativa o desempenho motor de forma precoce (4° dia p6s-eclosdo), sugerindo
uma possivel alteracdo do tecido neural. JA a proteina Orf7a pode promover uma
diminuicdo significativa na taxa de sobrevivéncia, indicando um possivel efeito toxico
progressivo. Esses dados apontam que ambas as proteinas podem interferir em vias
celularesconservadas, reforcando o potencial da D. melanogaster como modelo

experimental para o estudo de danos neuronais mediados por proteinas virais.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Spike, Orf7a, Drosophila melanogaster,

neurotoxicidade, modelo experimental, sistema nervoso.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 coronavirus, has revealed
various clinical manifestations beyond respiratory impairment, including neurological
effects associated with viral protein activity. This study aimed to investigate the effects
of expressing the accessory proteins Spike and Orf7a of SARS-CoV-2 in the brain of
Drosophila melanogaster, using crosses with the neural driver Elav-GAL4. Eclosion,
survival, and climbing assays were conducted to evaluate the impacts of these proteins
on development, longevity, and locomotor performance. The results showed that the
Spike protein can negatively affect motor performance at an early stage (4th day post-
eclosion), suggesting alterations in neural tissue. Meanwhile, the Orf7a protein may cause
asignificant decrease in survival rate, indicating a possible progressive toxic effect. These
findings suggest that both proteins can interfere with conserved cellular pathways,
reinforcing the potential of D. melanogaster as an experimental model for studying
neuronal damage mediated by viral proteins.

Keywords: SARS-CoV-2, Spike, Orf7a, Drosophila melanogaster,

neurotoxicity, experimental model, nervous system.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Covid-19 e 0 Sars-Cov-2

A COVID-19, surgiu no final de 2019 na cidade de Wuhan, na China, e
rapidamente se disseminou, tornando-se uma pandemia global que impactou
profundamente a saude publica, a economia e a sociedade em escala mundial. A
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou a COVID-19 como uma Emergéncia de
Salde Publica de Importancia Internacional em janeiro de 2020, e, em mar¢co do mesmo
ano, a classificou como pandemia. A rapida propagacao do virus, aliada a sua capacidade
de transmissdo muitas vezes assintomatica, revelou a necessidade de instrucées de satde
publica sem precedentes, como quarentenas, distanciamento social e desenvolvimento
acelerado de vacinas (Taylor, Luke et al., 2021).

Até Outubro de 2024, o numero oficial de casos registrados mundialmente
ultrapassou 750 milhdes, com mais de 7 milhdes de mortes confirmadas segundo a OMS.
No Brasil, os nimeros também foram expressivos, chegando a mais de 37 milhdes de
casos confirmados, além de mais de 700 mil mortes acumuladas, rendendo varias ondas
de infeccdo e colapsos do sistema de salde em diferentes estados e cidades (da Silva,
Severino Jefferson Ribeiro et al., 2021).

O SARS-CoV-2, virus que causa a Covid-19, causa sintomas respiratérios, que
variam de quadros leves, como febre e tosse, a condi¢bes graves, como sindrome
respiratoria aguda grave (SRAG). Pacientes com comorbidades como hipertensao,
diabetes e doencas cardiovasculares estdo em maior risco de desenvolver formas graves
da doenca, aumentando as taxas de hospitalizacdo e mortalidade. Porém, existem
evidéncias que a COVID-19 gera sequelas que causam efeitos neuroldgicos agudos e
cronicos, podendo afetar a memoria e diversas fungdes cognitivas e motoras (Gusev et
al., 2022).

A neuroinflamacdo, caracterizada pela resposta imune exacerbada no sistema
nervoso central, tem sido implicada na patogénese dessas complicagdes, e estudos
recentes sugerem que a disfungdo mitocondrial desempenha um papel crucial nesse
processo. A disfuncdo mitocondrial, definida como a alteracdo na funcdo normal das

mitocondrias, organelas responsaveis pela producao de energia celular e sinalizacéo, pode



levar a um desequilibrio na homeostase neuronal e contribuir para o desenvolvimento de
sequelas neuroldgicas a longo prazo. (Seok, et al., 2021)

O virus citado é pertencente a classe dos coronavirus e é reconhecido como um
dos maiores virus de RNA, consistindo em uma molécula de RNA de fita simples que
codifica 29 proteinas, que sdo essenciais para diversas funcgdes virais durante seu ciclo de
replicacdo, dentre elas estdo as proteinas acessérias ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF8, ORF9b, ORF9c, ORF10, que tem como funcdo, por exemplo, a modulacdo da
resposta imune e regulacéo da expressdo génica viral, além da proteina Spike, localizada

no envelope do virus, que também possui fungdes virais (Strong, Michael J. et al., 2023).

1.2 Spike e Orf7a

Para combater eficazmente 0 SARS-CoV-2, é fundamental explorar as funcGes
das proteinas virais, suas interagdes com o organismo hospedeiro e o papel desses
processos na patogenicidade em diversos niveis.

A proteina Spike (S) do SARS-CoV-2 é fundamental para a infeccdo viral e a
patogenicidade, desempenhando um papel essencial na entrada do virus nas células
humanas. Esta proteina é clivada em duas subunidades principais, S1 e S2. A subunidade
S1 contém o dominio de conexdo ao receptor (RBD), responsavel pela conexdo ao
receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) nas células humanas, enquanto
a subunidade S2 facilita a fusdo da membrana viral com a célula hospedeira. Essa
interacdo com 0 ECA2 é um ponto critico no ciclo de infeccdo, pois permite que o0 SARS-
CoV-2 entre nas células e inicie o processo de replicacdo viral (Huang et al., 2020).

No artigo de Khan, S. et. al., 2020, é descrito os mecanismos pelos quais 0 SARS-
CoV-2 pode causar danos neuroldgicos em pacientes com COVID-19. Inicialmente, a
infeccdo afeta principalmente o sistema respiratorio; no entanto, evidéncias sugerem que
0 virus também invade o sistema nervoso central (SNC), possivelmente causando
encefalopatias, encefalites e eventos cerebrovasculares. Esse dano pode ocorrer atraves
de infeccdo direta do SNC pelo virus ou por inflamacdo sisttmica e estado de
hipercoagulabilidade induzida por infecgdo, que aumenta o risco de trombose e lesdes
cerebrais. Além disso, o estudo de Theoharides, T, et. al., 2022 também explora a
possibilidade da proteina Spike do SARS-CoV-2 ser responsavel pela sindrome de Long-
COVID (sintomas de longo prazo causados pela Covid-19), caracterizada por sintomas

persistentes como fadiga e problemas neuropsiquiatricos.



Ademais, a entrada de Spike no hospedeiro resulta na ativacédo tardia da microglia,
que é um tipo de célula imunoldgica residente no sistema nervoso central, e tem como
principal funcdo a identificacdo e resposta a sinais de danos ou infeccdo no tecido
nervoso, desempenhando papel fundamental na defesa imunolégica do cérebro,
agravando perda de sinapses no hipocampo, gerando problemas cognitivos e de memaria
(Fontes-Dantas, et al, 2023).

Ja a proteina acessoria Orf7a desempenha varias funcdes relevantes para a
infeccdo e replicacdo viral. Ela desempenha papel de antagonismo a resposta antiviral do
interferon tipo I (IFN-1). Estudos indicam que a Orf7a bloqueia a resposta do IFN-I,
facilitando a replicacdo viral ao interferir na capacidade do sistema imunoldgico de
limitar a infeccdo. Esse antagonismo envolve a interrupcdo da producdo de IFN-I e
também da sinalizacdo antiviral associada, o que contribui para a evasdo imunoldgica e
persisténcia do virus no hospedeiro (Arshad, N. et al., 2022).

E encontrado na literatura, a sugestdo de que a proteina ORF7a do SARS-CoV-2
interfere na expressdo do MHC-I, uma molécula essencial para a apresentacdo de
antigenos. Os resultados sugerem que a ORF7a compete com a f2m (microglobulina
beta-2) para se ligar a cadeia pesada do MHC-I. Essa alteracdo impede que 0 MHC-I
atinja a superficie celular, o que reduz a apresentacdo de antigenos e permite que o virus
escape da resposta imune do hospedeiro (Li, X.;. et al., 2022).

Ainda ndo é bem entendido o papel da Orf7a no sistema neural, porém, com o
conhecimento exposto sobre ela, hd uma expectativa de que haja efeitos patoldgicos nesta
area. A micrdglia, as células imunes residentes do cérebro, depende da sinalizacdo do
MHC-I para regular suas funcdes e distinguir entre células saudaveis e danificadas. Com
a diminuicdo da expressdo do MHC-I devido a acdo do ORF7a, a micrdglia pode ser
ativada de maneira andmala, levando a uma resposta inflamatoria local no cérebro. Essa
ativacdo anémala esta relacionada a neuroinflamacéo e neurodegeneracdo em condigdes
como doenga de Alzheimer e de Parkinson (Colonna, M. et al., 2017).

Além do mais, a retengdo de MHC-I no reticulo endoplasmaético (ER) causada
pela ORF7a pode resultar em acimulo de proteinas mal dobradas, levando ao estresse do
ER. O estresse do ER no SNC pode iniciar processos apoptéticos, danificando células
neuronais e contribuindo para a neurotoxicidade. Esse mecanismo também esta implicado
em varias condic¢Bes neurodegenerativas, onde o acimulo de proteinas e o estresse celular

causam danos neuronais progressivos (Hetz, C. et al, 2014).



1.3 Drosophila melanogaster

Embora os modelos in vitro oferecam informacoes Uteis, eles carecem do contexto
fisiolégico de um organismo completo. Atualmente, os organismos modelos usados para
estudos sobre 0 SARS-CoV-2 sdo majoritariamente mamiferos, que podem apresentar
desafios como ciclos reprodutivos longos, baixa produgéo de descendentes, questdes
éticas e custos elevados de manutencdo. Esses fatores os tornam pouco adequados para
investigacOes rapidas sobre as proteinas virais (Guichard, Annabel, et al., 2023).

Estudos sobre a acdo dessas proteinas empregam modelos animais, como a D.
melanogaster, devido ao seu sistema nervoso complexo e similaridades com humanos,
incluindo um genoma totalmente sequenciado e manipulacdo genética possivel. Este
estudo investiga a acdo das proteinas Spike e Orf7a inseridas no cérebro de D.
melanogaster, buscando compreender suas variacGes fenotipicas, comportamentais e
moleculares por meio de metodologias estabelecidas, como andlises de sobrevivéncia e
locomocdo. (Guichard, Annabel, et al., 2023).

O sistema nervoso de D. melanogaster e o humano compartilham semelhancas
significativas em termos genéticos e funcionais, apesar de suas diferencas em
complexidade e estrutura. Ambos possuem processos neurobioldgicos conservados,
como a formagdo de sinapses e comunicagcdo neuronal, o que permite que D.
melanogaster seja utilizado como modelo para estudar doencas neurodegenerativas
humanas, como Alzheimer e Parkinson por exemplo. Genes e vias de sinalizacdo, como
PI3K/Akt e TOR, que regulam processos celulares fundamentais em doencas neurais, Sao
conservadas, facilitando a traducdo de descobertas. No entanto, o sistema nervoso de
Drosophila é menos complexo, com cerca de 100.000 neurénios, contra 86 bilhGes em
humanos, e carece de estruturas como o cortex cerebral. Essa simplicidade é vantajosa
para estudos de triagem, destacando a importancia de Drosophila na pesquisa
neurocientifica (Hirth, F., 2019).

A identificacdo de variagbes comportamentais e histopatoldgicas nestes modelos
é crucial para aprimorar nossa compreensdo da doenca e sua utilizagdo em pesquisas
futuras. Tal entendimento poderia levar a abordagens terapéuticas mais eficazes e ao
desenvolvimento de novas estratégias de intervencdo. Portanto, esse estudo ndo sé
contribui para a compreensdo da patologia, mas também para o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas mais direcionadas e eficazes contra a COVID-19, uma doenca
complexa e debilitante que ainda afeta milhares de pessoas em todo o mundo (van de
Leemput et al.,2021).



Figura 1: : Diferencas morfoldgicas entre macho e fémea de Drosophila melanogaster: as
fémeas possuem corpo ligeiramente maior, abddmen alongado e pontiagudo com listras
abdominais bem definidas. JA& os machos tém corpo menor, abdémen mais curto,
arredondado e com pigmentacdo escura continua na extremidade (“ponta preta™), além da
presenca de pentes sexuais nas patas dianteiras.

Fonte: atlas of drosophila morphology

1.4 Sistema UAS/GAL-4

O sistema UAS/GAL4 é uma técnica amplamente utilizada para controlar a
expressao de genes em organismos modelo, como a D. melanogaster, por exemplo. Ele
utiliza dois componentes principais: 0 GAL4, um fator de transcricdo derivado de
leveduras, e 0 UAS (Upstream Activation Sequence), uma sequéncia de DNA a qual o
GALA4 se liga para ativar a expressdo de genes (Hara, Chiho, et al., 2020). Esse sistema
permite a expressdo de genes enddgenos ou transgénicos em ceélulas ou tecidos
especificos da mosca, possibilitando a manipulacdo precisa da expressdo genética. Essa
tecnologia é essencial para estudos que requerem controle especifico de genes em
diferentes partes do organismo. O cruzamento de linhagens com expressdo de GAL4
(driver) e UAS (responder) gera descendentes que expressam genes controlados pelo
responder em locais e fases do desenvolvimento especificos, conforme direcionado pelo
driver. (Chakraborty et al., 2011)

O uso do sistema de transativacdo GAL4-UAS para promover a expressao de
genes de interesse em D. melanogaster, é uma poderosa ferramenta genética que viabiliza



o0 estudo em linhagens transgénicas. Esse sistema, adaptado da levedura, utiliza duas
dessas linhagens: uma com o gene GAL4 acoplado a um promotor especifico e outra com
0 gene alvo sob controle de uma sequéncia UAS. A expressao do gene de interesse ocorre
apenas nas proles resultantes do cruzamento dessas linhagens, onde o0 GAL4 ativa o gene
UAS-alvo gerando expressdes de interesse ndo encontrado em modelos selvagens,
resultando em alteragcfes fenotipicas, comportamentais, proteicas, entre outras. (Phelps,
C. B.; 1998).

GAL4 System

GAL4 driver line X UAS-target gene line
~—{Enhancer - GAL4 }— S s (Gene of Interest—
progeny

~Enhancer-{GAL4~ —me@ee-Gene of Interest—
Enhancer-yoaks NAs T Sono oy interosy

Figura 2 Esquema do sistema UAS-GAL4 em Drosophila melanogaster. A linhagem
"driver" expressa o fator de transcricdo GAL4, enquanto a linhagem "responder" possui
0 gene de interesse acoplado a uma sequéncia UAS (Upstream Activation Sequence).
Quando cruzadas, a progénie expressa 0 gene-alvo apenas nos tecidos onde o GAL4 é
ativado, permitindo controle espacial e temporal da expressdo génica.

Fonte: Laboratério Andrea Brand: https://andreabrandlab.org/gal-4-system

2. JUSTIFICATIVA

Em 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou que o surto do novo Coronavirus
representava uma Emergéncia de Salde Pablica de Importancia Internacional (ESPII), o
mais alto nivel de alerta previsto pelo Regulamento Sanitario Internacional da

Organizacéo.



A magnitude da pandemia de COVID-19, evidenciada pelos mais de 750 milhdes
de casos registrados mundialmente e pelas mais de 7 milhdes de mortes confirmadas pela
OMS até outubro de 2024, demonstra o impacto global desta crise de satde. No Brasil, a
situacdo ndo foi diferente, com mais de 37 milhdes de casos confirmados e mais de 700
mil ébitos. Esse cenario, marcado por multiplas ondas de infeccéo e colapsos do sistema
de satde em diversas regides do pais (da Silva, Severino Jefferson Ribeiro et al., 2021),
sublinha a urgéncia e a relevancia de pesquisas que busquem compreender, mitigar e
solucionar problemas relacionados ao virus Sars-Cov-2.

No cenario atual, hd& um amplo debate em torno das questdes de saude publica e
da necessidade de continuar desenvolvendo e implementando tecnologias que auxiliem
na gestdo das questdes que assolam a sociedade. Quando se trata de doencas
neurodegenerativas, compreender seus mecanismos moleculares e aplicar ferramentas
para explorar suas caracteristicas torna-se essencial. Com o alto poder de viruléncia, e a
alta incidéncia da Covid-19, pesquisas que visam combater sua disseminacdo s&o
imprescindiveis, principalmente pelo trauma causado por sua viruléncia no mundo todo,
0 que gerou além de um impacto socioeconémico significativo, perdas inestimaveis de
vidas. Portanto, é crucial encorajar pesquisas que gerem conhecimento cientifico capaz
de expandir a compreensao desses temas.

Considerando o impacto significativo das complicacBes neurologicas poés-
COVID-19 na qualidade de vida dos individuos e os desafios em compreender
completamente os mecanismos envolvidos, torna-se crucial o desenvolvimento de
pesquisas que investiguem os efeitos a longo prazo das proteinas virais no sistema
nervoso. Este estudo contribui com a necessidade de ampliar o conhecimento sobre a
neurotoxicidade das proteinas Spike e Orf7a, utilizando a D. melanogaster como modelo
experimental.

Este trabalho ainda visa contribuir para essa causa por meio de uma pesquisa de
alto desempenho, utilizando D. melanogaster como modelo de estudo. A escolha de
metodologias econémicas € fundamental para otimizar o uso dos recursos publicos. A
execucao deste projeto beneficia diversos publicos: a comunidade cientifica, por meio da
divulgacdo dos resultados e das discussdes geradas; os alunos envolvidos, que participam
como executores e sdo incentivados na formagéo cientifica; e a comunidade em geral,
conscientizando sobre a importancia da ciéncia e promovendo a interagdo entre
académicos e ndo académicos. Esta abordagem fortalece o vinculo essencial entre

pesquisa e sociedade, contribuindo para o avancgo coletivo.



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos fisiopatoldgicos relacionados as proteinas Spike e Orf7a de
Sars-Cov-2 em tecido neural utilizando D. melanogaster como modelo.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar se a expressao das proteinas Spike e Orf7a de Sars-cov-2 gera influéncia
na expectativa de vida do organismo modelo.

- Avaliar se a expressdo das proteinas Spike e Orf7a interfere na fertilidade e na
taxa de ecloséo dos descendentes das moscas.

- Determinar o impacto da expressdo dos genes de interesse Spike e Orf7a na
atividade locomotora das moscas.

- Analisar e comparar os resultados da taxa de eclosdo e dos testes de
sobrevivéncia e escalada para uma maior compreensao dos efeitos da Spike e da Orf7a

no cérebro das D. melanogaster.

4. METODOLOGIA

Neste estudo, foram utilizadas como modelo animal, linhagens transgénicas de D.
melanogaster que foram obtidas do centro de estoque Bloomington e compunham o
estoque do Laboratério de Genética da UFU (LABGEN-UFU). As moscas foram
mantidas em uma estufa a 25°C com ciclo claro/escuro de 12h/12h. A alimentacdo foi
feita por regime ad libitum com meio de cultura padrdo Bloomington. Para a obtencédo
dos individuos afetados pela expressdo das proteinas acessdrias do Sars-Cov-2 foi
realizado o cruzamento das linhagens Spike (BL#94267- y[1] w[]; PBac{y[+mDint2]
w[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-S.HA}VK00037), Orfra  (BL#94229- y[1] WwI[];
PBac{y[+mDint2]Jw[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-ORF7a.HA}VKO00037) com Elav-
GAL4 (BL#5146 a P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155],P{w[+mC]=UAS-
mCD8::GFP.L}Ptp4E[LL4], P{ry[+t7.2]=hsFLP}1). Como controle negativos, foram
utilizadas moscas oriundas do cruzamento entre as linhagens Elav-Gal4 e w1118 (BL#
3605- w[1118]).



Tabela 1: Cruzamentos realizados para obtencdo de moscas com 0s genes de interesse

Cruzamentos

Elavx  (BL#94267- y[1] w[]; PBac{y[+mDint2] w[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-
Spike  [S.HA}VK00037)

X

(BL#5146 a P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155],P{w[+mC]=UAS-
MCD8::GFP.L}Ptp4E[LL4], P{ry[+t7.2]=hsFLP}1)

Elav x  (BL#94229- y[1] w[]; PBac{y[+mDint2] w[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-
Orf7a  |ORF7a.HA}VKO00037)

X

(BL#5146 a P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155],P{w[+mC]=UAS-
MCD8::GFP.L}Ptp4E[LL4], P{ry[+t7.2]=hsFLP}1)

Elavx |[(BL#3605- w[1118])
White

X

(BL#5146 a P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155],P{w[+mC]=UAS-
MCD8::GFP.L}Ptp4E[LL4], P{ry[+t7.2]=hsFLP}1)

Os descendentes obtidos a partir de cada cruzamento (F1), foram identificados e
selecionados a partir de caracteristicas fenotipicas associadas ao genoétipo de interesse
(asa reta e olho redondo), que eram moscas contendo os genes associados a GAL4 e UAS
e que expressavam a expressdo das proteinas Spike e Orf7a no cérebro. Os ensaios
utilizados para validagdo dos individuos como modelos, bem como a comparacao entre
eles a fim de identificar as possiveis diferencas, incluiram a taxa de ecloséo, o ensaio de

sobrevivéncia e o teste de escalada.
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Cruzamento Elav x Spike:
elav-Gal4/+; +/w[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-S.HA}VKOOO037 ; +/+; +;+

Cruzamento Elav x Orf7a:
elav-Gal-4/+; +/w[+mC]=UAS-SARS-CoV-2-Orf7a.HA}VKOO0Q37 ; +/+ ; +;+

Cruzamento Elav x White:
Elav-Gal-4/+; +/+; +/+; +;+

Figura 3: Representacdo dos gendtipos obtidos nos cruzamentos utilizando o sistema
UAS-GALA4. Nos cruzamentos Elav x Spike e Elav x Orf7a, os descendentes herdam o
driver neural Elav-Gal4 e o transgene sob controle da sequéncia UAS, ativando a
expressao especifica da proteina viral no tecido neural. No cruzamento Elav x White
(controle), ndo ha gene viral associado ao UAS, portanto, nenhuma proteina viral é
expressa, servindo como grupo controle.

Fonte: elaborada pelo autor,2025.

4.1 Taxa de ecloséo

Foi avaliado o numero de moscas eclodidas atraves de dois cruzamentos
realizados em triplicata e em dias distintos. Em cada uma das trés repeticdes para cada
condigcdo experimental, 20 fémeas da linhagem Elav-GAL4 foram cruzadas com 10
machos de uma das seguintes linhagens: uma linhagem 'responder’ expressando a proteina
Spike, uma linhagem 'responder’ expressando a proteina Orf7a, ou uma linhagem
controle. O nimero de moscas eclodidas foi quantificado durante um periodo de dois dias

apos a observacao da primeira ecloséo.

4.2 Ensaio de sobrevivéncia

Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia dos individuos adultos de cada grupo em
triplicata. Foram contabilizadas a quantidade de moscas a cada 2 dias até ndo haver mais
sobreviventes. A finalidade dessa segregacdo por dias de vida foi avaliar o carater
progressivo do efeito sobre as moscas e para entender os impactos na longevidade das
mesmas.

4.3 Teste RING (Rapid Interactive Negative Geotaxis)

Foi avaliada a performance locomotora das moscas que expressavam as proteinas
virais Spike e Orf7a acompanhada de seus respectivos controles, conforme protocolo e

parametros previamente descritos na literatura (Gargano et al., 2005). Nesse ensaio foram
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utilizados somente individuos fémeas. O ensaio consistiu em avaliar quantas moscas
conseguiram escalar uma altura de 5 cm apds quatro segundos. O ensaio foi aplicado em
individuos com idades de 4, 11 e 18 dias pos-eclosdo, esses dias foram escolhidos

baseados no teste de sobrevivéncia.
4.4 Analise de resultados
Os resultados da taxa de eclosdo, ensaio de sobrevivéncia e teste RING foram

analisados por testes estatisticos adequados ao tipo dos dados obtidos com auxilio de

softwares como Excel e GraphPad Prism.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de eclosdo

Eclosdo média por grupo experimental
com desvio padrao (tons de cinza)
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Figura 4: Numeros médio de eclosdo de cada linhagem cruzada com Elav (Gal-4)

O grupo controle (Elav x White) apresentou 0 maior nimero, em nimeros brutos,
de descendentes em ambos os cruzamentos, com 181 individuos no Cruzamento 1 e 187
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no Cruzamento 2, totalizando 368 descendentes. A média de eclosdo foi de 184,00 + 4,24
(média = desvio padrdo), indicando uma taxa reprodutiva estavel, servindo como
referéncia para comparagao com 0s grupos experimentais.

No grupo experimental que expressa a proteina Orf7a (Elav x Orf7a), foram
obtidos 165 descendentes no Cruzamento 1 e 171 no Cruzamento 2, somando 336
individuos. A média de ecloséo foi de 168,00 + 4,24. Em comparagdo ao controle, houve
uma reducéo de 32 individuos, o que representa uma queda de aproximadamente 8,7% na
taxa de descendéncia.

O grupo que expressa a proteina Spike (Elav x Spike) apresentou 167
descendentes no Cruzamento 1, mas uma redugdo acentuada no Cruzamento 2, com
apenas 128 individuos. O total foi de 295 descendentes, resultando em uma média de
ecloséo de 147,50 £ 27,58. Isso representa uma reducao de 73 individuos em relacdo ao
controle, equivalente a cerca de 19,8%.

Para avaliar estatisticamente as diferencgas entre os grupos, foram aplicados testes
t para amostras independentes e o teste de Mann-Whitney. No entanto, como cada grupo
teve apenas duas replicacdes (n=2), os resultados devem ser interpretados com cautela,
como indicativos preliminares, e ndo conclusivos. A verificagdo da normalidade,
essencial para o teste t, ndo pdde ser realizada adequadamente.

Na comparac¢do entre o grupo controle e o grupo Orf7a, o teste t indicou t = 3,77
e p = 0,064, préximo ao nivel de significancia convencional (p < 0,05), enquanto o teste
de Mann-Whitney U resultou em U = 4,00 e p = 0,333. Ambos sugerem uma possivel
tendéncia de reducdo na eclosdo no grupo Orf7a, mas sem confirmacé&o estatistica robusta.

Comparando o grupo controle com o grupo Spike, o teste t apontout=1,85ep =
0,206; o teste de Mann-Whitney U apresentou U = 4,00 e p = 0,333. Nenhum dos testes
identificou diferenca estatisticamente significativa, apesar da queda expressiva na média
de ecloséo.

Por fim, a comparacgéo entre os grupos Orf7a e Spike resultouemt=1,04ep =
0,408 (teste t), e U = 3,00 e p = 0,667 (teste de Mann-Whitney), também sem diferencas
significativas.

Em sintese, embora os dados brutos indiquem que a expressdo das proteinas virais
— especialmente a Spike — pode reduzir a taxa de descendéncia em D. melanogaster, 0s
testes estatisticos ndo confirmaram essas diferencas como significativas. Novos
experimentos com maior nimero de replicacbes sdo necessérios para validar essas

observacdes e investigar com maior precisdo 0s possiveis mecanismos envolvidos.
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Ainda que a diferenca ndo tenha atingido significancia estatistica formal, o padréo
observado é consistente com um efeito bioldgico que merece investigagdo em replicatas
futuras. Tais dados reforcam a relevancia de estudos com modelos alternativos para
entender os efeitos colaterais das proteinas virais.

Vale destacar que das moscas eclodidas, a linhagem controle apresentou 40% de
individuos do sexo masculino, enquanto a linhagem que expressava a proteina Spike
apresentou uma proporcao levemente inferior, com 38% de machos, enquanto a linhagem
que expressava a proteina Orf7a apresentou apenas 28% de individuos do sexo masculino.

5.2. Teste de sobrevivéncia
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Figura 5: Curva do Teste de sobrevivéncia

A andlise das curvas de sobrevivéncia dos grupos experimentais "Elav x White"
e "Elav x Orf7a" revelou diferencas importantes no padrédo de longevidade das moscas D.
melanogaster sob estudo. O teste estatistico de Log-rank, com valor de p = 0,0447,
indicou diferenca estatisticamente significativa entre as curvas de sobrevivéncia,
sugerindo que os dois grupos apresentam padrdes distintos de mortalidade ao longo do
tempo experimental. Este teste € amplamente utilizado em estudos de sobrevida por sua
sensibilidade a diferencas globais nas curvas, e neste contexto, evidencia que 0s
tratamentos geraram efeitos diferenciados na longevidade dos individuos.

Por outro lado, o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon, cujo “p” foi de 0,0843, ndo
encontrou diferenga estatisticamente significativa nas fases iniciais do experimento. Isso
sugere que os efeitos entre 0s grupos podem ndo ser imediatos, mas tornam-se mais

evidentes nas fases tardias do ciclo de vida das moscas. O teste de Wilcoxon da maior
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peso a eventos precoces (Gbitos no inicio do experimento), e a auséncia de significancia
neste teste reforca a hipotese de que a mortalidade diferenciada ocorre de forma mais
tardia.

A partir da analise descritiva das medianas de sobrevida, observou-se que o grupo
controle "Elav x White" apresentou uma maior sobrevida meédia (22,5 dias) quando
comparado ao grupo "Elav x Orf7a", que teve uma sobrevida média de 16 dias. Essa
diferenca de 6,5 dias representa uma reducdo de aproximadamente 28,9% na longevidade
média do grupo experimental, apontando para um possivel efeito deletério associado a
expressdo da proteina relacionada a transgenia, potencialmente vinculado a
patogenicidade ou disfungdo neuronal.

Em conjunto, esses resultados podem sugerir que a diferenca na sobrevivéncia
entre os grupos ocorre de forma tardia, ou seja, os efeitos deletérios da manipulagédo
genética podem se manifestar de maneira progressiva e acumulativa ao longo do tempo.

Ja a andlise estatistica das curvas de sobrevivéncia entre os grupos “Elav x Spike”
e “Elav x White” indicou auséncia de diferenca estatisticamente significativa na
sobrevida global, de acordo com o teste de Log-rank. O valor de p obtido foi de 0,5551,
com Chi-square = 0,3482 e 1 grau de liberdade, o que confirma que as curvas de
sobrevivéncia ndo diferem significativamente ao longo do tempo experimental.

Ao observar a mediana de sobrevida, nota-se que o grupo “Elav x Spike”
apresentou uma mediana de 20 dias, enquanto o grupo controle “Elav x White” atingiu
22,5 dias. Isso representa uma reducédo de 2,5 dias na sobrevida média, o que equivale a
aproximadamente 11,1% a menos de longevidade no grupo experimental. A razéo entre
essas medianas é de 0,8889, que reflete a vantagem relativa de sobrevida do grupo
controle. No entanto, o intervalo de confianca de 95% para essa razdo (0,4111 a 1,922)
inclui esse, indicando auséncia de significancia estatistica nessa diferenca, mesmo
havendo uma tendéncia maior de morte precoce da linhagem transgénica.

Como falado, o grupo Elav x Spike, mesmo com menor sobrevida mediana e
maior razdo de risco, ndo possui robustez estatistica suficiente para afirmar que essas
diferengas ndo ocorreram ao acaso. Portanto, embora existam indicios numéricos de
maior vulnerabilidade no grupo experimental, os resultados ndo permitem concluir com
seguranca que ha um impacto estatisticamente relevante na sobrevida das moscas, nas
condigdes deste experimento.

O grupo que expressou a proteina Orf7a mostrou uma queda acentuada na

sobrevivéncia de maneira tardia apés dias de analise. A queda precoce e abrupta na taxa
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de sobrevivéncia sugere que a Orf7a pode estar promovendo efeitos deletérios severos no
sistema nervoso da D. melanogaster. Estudos prévios indicam que essa proteina atua
como antagonista da via do interferon tipo | (IFN-1) e compromete a expressdo de MHC-
I, 0 que pode levar a ativacdo anémala da microglia e desencadear processos de
neuroinflamacdo (ARSHAD et al., 2022), vale destacar que a D. melanogaster nédo
apresenta MHC-1 em seu organismo, porém, nada impede que a Orf7a também tenha
algum fator inibitdrio sobre proteinas que desempenham fungdes de defesa celular da D.
melanogaster, uma vez que a mesma possui células gliais que desempenham papéis
fundamentais na defesa do sistema nervoso central (Kim et al., 2020).

No grupo que expressou a proteina Spike mesmo ndo possuindo significancia
estatistica, estd associada a ativacao tardia da microglia e a perda sinaptica, processos que
podem provocar danos cumulativos no sistema nervoso central, podendo ser por isso a
tendéncia bioldgica perceptivel de aumento da mortalidade (Fontes-Dantas, et al., 2023).

Na literatura cientifica, a maior parte dos estudos voltados a neurotoxicidade do
SARS-CoV-2 concentra-se na proteina Spike, especialmente devido ao seu papel na
insercdo viral mediada pela ECA2, sua abundante expressdo nas linhagens recombinantes
e sua capacidade de ativar a micrdglia, promover inflamacéo e contribuir para perda
sinaptica em regides como o hipocampo (Fontes-Dantas et al., 2023; Huang et al., 2020).
Por consequéncia, seria razoadvel esperar que a expressao da Spike em um modelo
transgénico levasse a um comprometimento mais acentuado da sobrevivéncia. No
entanto, nossos dados demonstraram 0 oposto: as moscas que expressavam a proteina
Orf7a apresentaram uma expectativa de vida significativamente menor do que aquelas
que expressavam a Spike. Essa discrepancia sugere que, embora a Spike seja mais
estudada e tenha ac¢do conhecida sobre estruturas neurais, a Orf7a pode estar envolvida
em mecanismos patogénicos ainda subestimados ou menos compreendidos.

Adicionalmente, é importante considerar que o organismo modelo D.
melanogaster pode revelar sensibilidades distintas daquelas observadas em mamiferos. A
alta conservacao de vias celulares e de estresse entre humanos e moscas ndo garante uma
equivaléncia direta nos alvos e nos efeitos; ao contrario, isso pode fazer com que proteinas
como a Orf7a atuem de maneira ainda mais danosa em organismos com menor

redundancia genémica, como a mosca.
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5.3. Teste de escalada

Escalada Fémea

100~
|;| B Elav-Gald x White
80+ =]  Elav-Gal4 x UAS-Orf7a
I [ e | Elav-Gal4 x UAS-Spike
60 L T

40 -
20+
0 -

] T T
4 dpe 11 dpe 18 dpe

Figura 6: gréfico da diferenca do desempenho motor de cada linhagem avaliada

O teste de escalada foi aplicado para avaliar a integridade motora e a possivel
presenca de déficits neurologicos em fémeas adultas de D. melanogaster expressando
proteinas virais especificas do SARS-CoV-2 (Spike e Orf7a), comparadas ao grupo
controle (Elav x White). A escalada foi mensurada em trés momentos distintos: 4, 11 e
18 dias pos-eclosao (dpe), refletindo o desempenho locomotor ao longo do tempo.

No 4° dia p6s-eclosdo (4 dpe), o grupo controle (Elav x White) apresentou a maior
média de desempenho. J& os grupos experimentais (Elav x Orf7a e Elav x Spike)
demonstraram um leve comprometimento motor, com desempenho inferior ao do
controle, indicando um possivel efeito precoce das proteinas virais na capacidade
locomotora das moscas.

No 11° dpe, observou-se uma tendéncia de melhora relativa nos grupos
experimentais. O grupo Elav x Spike apresentou desempenho levemente superior ao
controle, enquanto o grupo Elav x Orf7a permaneceu com valores proximos, mas ainda
inferiores. Essa oscila¢do pode ser devido a um “n” menor da linhagem Spike, por conta
das mortes das moscas durante o experimento, fazendo com que essa linhagem tivesse
um numero menor de individuos.

Ja no 18° dpe, todos os grupos apresentaram declinio de desempenho, o que ¢

esperado com o envelhecimento fisioldgico.
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O teste de Shapiro-Wilk foi executado e indicou que os dados das linhagens E x
White (W =0.9423; p = 0.5368) e Elav x Orf7a (W = 0.9775; p = 0.7121) seguem uma
distribuicdo normal. Por outro lado, os dados da linhagem Elav x Spike apresentaram
violacdo da normalidade (W = 0.7646; p = 0.0326), o que pode sugerir variabilidade

acentuada ou presenca de valores atipicos no desempenho locomotor das fémeas deste
grupo.

Tempo (dpe) | Comparagao Diferenca Média [IC de 95% da Diferenca | Significante? | Resumo | Valor P Ajustado

4|E x White vs. E x Orf7a 11.11]-8.511 a 30.73 Nao ns 0.2932
E x White vs. E x Spike |24.69 4.521 a 44.86 Sim * 0.0157
E x Orffa vs. E x Spike (1353 -13.02 24019 Mao ns 0.3588
11 |E x White vs. E x OrfTa 6.178(-22.67 a 23.90 Nio ns 0.9968
E x White vs. E x Spike |-11.73 -37.72a14.26 Nio ns 0.3755
E x OrfTa vs. E x Spike |-12.35 -33.83a9.140 Mao ns 0.2411
18| E x White vs. E x Orf7a -2.220(-17.11 a 12.67 Nao ns 0.9060

E x White vs. E x Spike 1.111]-16.95 a 16.96 Nao ns =0.9999
E x OrfTa vs. E x Spike 2.221|-10.48 a 14.92 MNio ns 0.8416

Figura 7: Analise estatistica do teste Tukey sobre todos 0s grupos participantes do teste
de escalada.

Essa analise estatistica foi conduzida por meio de um modelo de efeitos mistos
com comparagfes multiplas pelo teste de Tukey, permitindo avaliar diferencas
significativas entre os gendtipos ao longo do tempo.

No 4° dpe, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos “Elav x White” e “Elav x Spike”. Esse resultado indica que a expressao da proteina
Spike promoveu uma reducdo significativa na capacidade motora precoce das fémeas, em
comparagao ao grupo controle. Ja a comparagao entre os grupos “Elav x White” ¢ “Elav
x Orf7a” ndo atingiu significancia estatistica (p = 0,2932).

No 11° dpe, nenhuma das comparagdes entre 0s grupos demonstrou diferenca
estatisticamente significativa. A comparagdo entre “Elav x White” e “Elav x Orf7a” ¢
“Elav x White” e “Elav x Spike” indicam uma aparente estabilizagdo no desempenho
motor entre os grupos durante esse periodo intermediario do experimento.

No 18 dpe, novamente ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos.

Um limitante relacionado a esse experimento foi que este ndo pdde ser realizado
com machos devido a quantidade insuficiente de moscas desse sexo viaveis obtidos apds

0s cruzamentos genéticos. Como o teste de escalada requer um nimero de individuos
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plausivel para garantir a padronizacdo e confiabilidade dos dados, a escassez de machos
inviabilizou a coleta de resultados representativos. Essa limitagdo comprometeu
parcialmente a avaliacdo funcional do impacto da expressdo das proteinas virais,
restringindo a analise aos dados reprodutivos. A inclusdo do teste de escalada em estudos
futuros serd fundamental para verificar se as alteragcdes observadas na taxa de eclosdo
também se refletem em aspectos do comportamento locomotor e da satde neuromuscular
dos individuos adultos.

No, mais a Unica diferenca estatisticamente significativa foi observada no 4° dpe,
onde as moscas do grupo “Elav x Spike” apresentaram desempenho locomotor
significativamente inferior ao grupo controle (Elav x White). Esse resultado pode sugerir
um impacto precoce da proteina Spike sobre a funcdo neuromuscular ou neuronal,
interferindo diretamente na capacidade de locomocéo dos individuos recém-emergidos.

Embora D. melanogaster ndo possua ECA2, que desencadeia mecanismos neuro
inflamatérios em humanos quando hé a interagdo com a Spike, ndo é descartada a hipétese
que a proteina possa interagir com vias celulares conservadas entre espécies, o que pode
justificar a disfuncéo observada. A queda precoce na capacidade de escalada pode estar
relacionada a processos neurotoxicos iniciais ou a interferéncia direta da proteina com a
sinalizacdo sinaptica celular.

A auséncia de diferencas estatisticas nos tempos posteriores (11 e 18 dpe) pode
indicar uma possivel adaptacdo fisiologica ao estresse causado pela expressdo das
proteinas virais, ou ainda uma diminui¢do da toxicidade com o envelhecimento dos
individuos. Alternativamente, a reducdo da diferenca entre os grupos ao longo do tempo
pode refletir o declinio natural da funcdo locomotora com a idade (Jones, et. al., 2011).

Assim, os resultados obtidos abrem espaco para futuros experimentos que validem
a hipotese da proteina Spike, isoladamente, ser capaz de comprometer a funcgédo
locomotora de forma significativa em estagios iniciais da vida adulta, o que pode refletir
em um inicio precoce de danos neuronais. Estudos adicionais, com maior nimero de
réplicas bioldgicas e andalises complementares (como marcacdo de neurdnios
dopaminérgicos ou testes de apoptose), sdo necessarios para elucidar os mecanismos

celulares envolvidos nessa disfungdo observada.

6. CONCLUSAO
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Em suma, os resultados obtidos apontam que tanto a proteina Spike quanto a Orf7a
podem induzir alteracGes fenotipicas e funcionais no sistema nervoso da D. melanogaster,
cada uma com caracteristicas distintas: a Spike afetando de forma aguda e precoce a
funcdo locomotora, enquanto a Orf7a impacta de forma mais progressiva a sobrevivéncia.
Essas observagOes reforcam a utilidade da Drosophila como modelo para o estudo de
proteinas virais e 0s possiveis mecanismos de toxicidade no tecido neural associados a
infeccdo por SARS-CoV-2.

Ademais, os resultados obtidos neste estudo reforcam a D. melanogaster como
um modelo experimental valioso para investigar os efeitos neurotoxicos de proteinas
virais, como a Spike e a Orf7a do SARS-CoV-2. A capacidade de manipular
geneticamente a D. melanogaster de forma eficiente, combinada com a conservacédo de
vias celulares fundamentais entre moscas e humanos, permitiu avaliar como essas
proteinas podem interferir em processos bioldgicos essenciais, levando a alteracées no

desenvolvimento, sobrevivéncia e fungéo locomotora.
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