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RESUMO

A Doenca de Alzheimer € a principal causa de deméncia no mundo e representa um dos maiores
desafios de saude publica do século XXI, sendo caracterizada pelo acimulo de peptideo -
amiloide no tecido cerebral. Diante das limitacdes dos tratamentos disponiveis e das
dificuldades no desenvolvimento de inibidores eficazes da enzima BACEI, responsavel pela
etapa limitante da via amiloidogénica, torna-se imperativa a busca por novas moléculas
bioativas com potencial neuroprotetor. Nesse contexto, investigou-se neste trabalho o potencial
antineurodegenerativo do peptideo sintético PSLFM-BSB (Peptide 5 from the larval food
microbiome of Brazilian stingless bees), derivado do secretoma de bactérias isoladas do
alimento larval de abelhas sem ferrdo brasileiras, em linhagem transgénica de Drosophila
melanogaster, modelo de Doenca de Alzheimer. Para tanto, foram avaliados a toxicidade do
peptideo por meio de ensaios de eclosdo e progressdao da metamorfose, bem como seus efeitos
sobre o fenotipo neurodegenerativo por meio de analises qualitativas e quantitativas da
superficie ocular das moscas, utilizando microscopia eletronica de varredura e o plugin
Flynotyper. O modelo experimental foi previamente validado, demonstrando desorganizagao
significativa dos omatidios no gendtipo AD-like em comparagdo a linhagem controle UAS-
APB/+. O peptideo PSLFM-BSB ndo apresentou toxicidade nas concentracdes testadas (25, 50,
100 e 200 uM), e os grupos tratados evidenciaram reducdo no grau de desorganizacao dos
omatidios em relacdo ao grupo ndo tratado, com diferenca estatisticamente significativa na
concentragdo de 50 uM. Os resultados indicam que o peptideo PSLFM-BSB apresentou
atividade antineurodegenerativa, quando avaliado em linhagem de Drosophila melanogaster,
modelo de olho rugoso, configurando-se como uma molécula promissora para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Drosophila melanogaster; B-amiloide; PSLFM-BSB;

Bioprospecgao.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease is the leading cause of dementia worldwide and represents one of the
greatest public health challenges of the 21st century. It is characterized by the accumulation of
B-amyloid peptide (AP) in brain tissue. Given the limitations of currently available treatments
and the challenges associated with developing effective inhibitors of the enzyme BACE1—
responsible for the rate-limiting step of the amyloidogenic pathway—the search for new
bioactive molecules with neuroprotective potential becomes imperative. In this context, the
present study investigated the antineurodegenerative potential of the synthetic peptide PSLFM-
BSB (Peptide 5 from the larval food microbiome of Brazilian stingless bees), derived from the
secretome of bacteria isolated from the larval food of Brazilian stingless bees, using a transgenic
Drosophila melanogaster line as a model of Alzheimer’s disease. To this end, peptide toxicity
was assessed through eclosion and metamorphosis progression assays, as well as its effects on
the neurodegenerative phenotype through qualitative and quantitative analyses of the fly eye
surface, using scanning electron microscopy and the Flynotyper plugin. The experimental
model was previously validated, showing significant disorganization of ommatidia in the AD-
like genotype compared to the control line UAS-AP/+. The peptide PSLFM-BSB did not exhibit
toxicity at the tested concentrations (25, 50, 100, and 200 uM), and treated groups showed a
reduction in the degree of ommatidial disorganization compared to the untreated group, with a
statistically significant difference at the 50 uM concentration. These results indicate that the
peptide PSLFM-BSB exhibits antineurodegenerative activity when evaluated in a Drosophila
melanogaster rough eye model, highlighting its potential as a promising molecule for the

development of new therapeutic strategies for Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer's disease; Drosophila melanogaster; p-amyloid; PSLFM-BSB.

Bioprospecting.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva,
caracterizada clinicamente por um declinio gradual das fung¢des cognitivas, como memoria,
linguagem e raciocinio, culminando na perda da capacidade funcional e, eventualmente,
levando ao o6bito, em média, 10 anos apds o inicio dos sintomas (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2025; SELKOE; HARDY, 2016).

Além dos prejuizos cognitivos, pacientes frequentemente apresentam alteracdes
comportamentais e psicologicas, como depressdo, ansiedade, apatia, irritabilidade,
agressividade e disturbios do sono, os quais contribuem significativamente para a redugdo da
qualidade de vida (TEIXEIRA et al., 2023). Nesse contexto, a DA impacta ndo apenas os
pacientes, mas também seus cuidadores, que frequentemente enfrentam sobrecarga fisica,
emocional e financeira (ARAUJO et al., 2022). Dessa forma, a DA representa um dos maiores
desafios de satde publica do século XXI, sendo a principal causa de deméncia no mundo.

No Brasil, estima-se que aproximadamente 8,5% dos individuos com 60 anos ou mais
apresentem algum tipo de deméncia, sendo a DA responsavel por 40 a 60% desses casos, o que
equivale a cerca de 2,46 milhdes de brasileiros afetados (CONSENSO DELPHI, 2025). Em
nivel global, o envelhecimento populacional tem contribuido para o aumento expressivo da
incidéncia da doenca, reforgando a necessidade de estratégias eficazes de diagndstico precoce
e desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2025).

Para compreender a magnitude desse problema e buscar solugdes eficazes, ¢
fundamental entender os mecanismos biologicos que fundamentam a doenga. Do ponto de vista
neuropatolégico, a DA ¢ caracterizada pela presenca de duas lesdes principais no cérebro: as
placas senis (ou amiloides) extracelulares (ver Figura 1), compostas majoritariamente pelo
acimulo do peptideo B-amiloide (AP); e os emaranhados neurofibrilares intracelulares,
formados pela proteina Tau em estado hiperfosforilado (COLVEE-MARTIN et al., 2024).
Associados a essas lesdes, ocorrem também processos inflamatorios cronicos, estresse
oxidativo, disfun¢do e perda sinaptica, além de morte neuronal seletiva em areas cerebrais
cruciais para a cogni¢do (PLASCENCIA-VILLA; PERRY, 2023; PRUSSING; VOIGT;
SCHULZ, 2013).
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Figura 1. Corte histolégico do cérebro de paciente com Doenca de Alzheimer. A seta vermelha indica placa
senil, composta por peptideos AP, corada com vermelho do Congo. Fonte: Departamento de Anatomia Patologica,

FCM-UNICAMP, Campinas, SP, Brasil. Disponivel em: https://www.fcm.unicamp.br.

O peptideo AP ¢ produzido a partir da clivagem proteolitica da Proteina Precursora
Amiloide (APP), uma proteina transmembrana, por duas enzimas principais: a -secretase
(BACE1) e a y-secretase. A primeira etapa ocorre quando a BACEI cliva a APP na regido
extracelular, liberando um fragmento soltvel chamado sAPPP (soluble APP-f) e deixando
ancorado na membrana um fragmento denominado CTF-B (C-terminal fragment-ff). Esse
fragmento constitui o substrato essencial para a acao subsequente da y-secretase, que realiza a
clivagem intramembrana. Essa segunda clivagem ¢ responsavel pela liberagao final do peptideo
AP no espago extracelular em diferentes comprimentos (38 a 43 aminoécidos), sendo o peptideo
AP42, com 42 aminodcidos, o mais toxico (CHOW; MAHMOUDIANDEHKORDI;
KOLLIAS, 2024). Dessa forma, a acdo da BACEI ¢ considerada a etapa limitante da via
amiloidogénica, enquanto a y-secretase determina a geragdo efetiva dos diferentes tipos de AP,

como representado na Figura 2 (CERVELLATI; VALACCHI; ZULIANI, 2021).
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Figura 2. Formacio do peptideo AP na via amilodoigénica. A imagem representa, de maneira esquematica, a
clivagem proteolitica da Proteina Precursora Amiloide (APP) pelas enzimas BACE1 e y-secretase, resultando na

liberagao de diferentes comprimentos do peptideo f-amiloide. Fonte: A autora.

Por essa razdo, a inibicao da atividade ou expressao da BACEI tem sido amplamente
investigada como uma estratégia terapéutica promissora para reduzir a produgdo de AP e,
consequentemente, impedir ou retardar o desenvolvimento e a progressdao da DA (YU et al.,

2020).

1.2. Bioprospecc¢io de moléculas antineurodegenerativas

Apesar dos avangos, a busca por inibidores de BACE1 eficazes e seguros tem se
mostrado extremamente desafiadora. Diversos compostos inibidores de BACE1 chegaram a
fases avancadas de ensaios clinicos, mas foram descontinuados devido a falta de eficacia ou a
ocorréncia de efeitos adversos significativos, incluindo piora cognitiva em alguns casos
(BAZZARI; BAZZARLI, 2022). Diante desse cenario e da limitacdo dos tratamentos atuais para
a DA, torna-se relevante a busca por novas estratégias terapéuticas e novas moléculas bioativas.

Produtos naturais, como os derivados de microrganismos, representam uma fonte rica e
promissora para a descoberta de novos farmacos (PRABHA et al., 2025). Neste contexto, este
trabalho investiga o potencial antineurodegenerativo do peptideo bioativo PSLFM-BSB

(Peptide 5 from the larval food microbiome of Brazilian stingless bees) derivado de secretomas



de bactérias isoladas do alimento larval de abelhas sem ferrdo nativas brasileiras. Essas
bactérias e seus produtos apresentam um potencial biotecnoldgico ainda pouco explorado.

O estudo de Rodrigues et. al. (2021) envolveu a triagem desses secretomas bacterianos
em linhagens transgénicas de Drosophila melanogaster modelo para a DA, avaliando sua
toxicidade, sua agdo em Drosophila melanogaster modelo de DA com fenotipo de olho rugoso
(por estereomicroscopio, microscopia eletronica de varredura e secgdes histologicas), a taxa de
escalada das moscas, os niveis de B-amiloide e a neurodegeneracao cerebral por andlise
histopatologica. Além disso, foi realizada a andlise protedmica dos secretomas de melhor
desempenho, seguida de triagem dos peptideos identificados através de andlises in silico,
incluindo a predicao de bioatividade e o docking molecular com alvos terapéuticos, tais como
a enzima BACEI e placas formadas por peptideos AB42. Essas investigacdes sugeriram que 0
peptideo sintético PSLFM-BSB, identificado nesses secretomas, poderia atuar como inibidor
de BACEI, etapa limitante da via amiloidogénica e, consequentemente, apresentar atividade

antineurodegenerativa (RODRIGUES, 2021).

1.3. Organismo Modelo

Para investigar essa hipdtese, o presente estudo utilizou Drosophila melanogaster como
organismo modelo (Figura 3), ja que oferece vantagens significativas para o estudo de doencas
neurodegenerativas como a DA, incluindo um ciclo de vida curto, baixo custo de manutencao,
ferramentas genéticas bem validadas e vias moleculares e celulares conservadas em relagao aos

humanos (SALES, 2023).
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Figura 3. Uso de Drosophila melanogaster como organismo modelo. A mosca-da-fruta possui um ciclo de vida
curto, baixa manutengdo em laboratério e homologia com varios genes relacionados a saude do homem,
caracterizando-se como Otimo modelo para estudar doencas humanas. Fonte: Disponivel em:

https://droso4schools.wordpress.com/why-fly/#Movies.



Modelos de DA em Drosophila, que expressam genes humanos como APP ¢ BACEI,
mimetizam aspectos importantes da patologia, como acumulo de AP, neurodegeneracio e
déficits comportamentais (motores e cognitivos), caracterizando um fenotipo semelhante a
Doenca de Alzheimer (Alzheimer’s Disease-like, AD-like), permitindo a avaliacao in vivo de
novas moléculas com potencial uso terapéutico (BONETTI; UEIRA-VIEIRA, 2015; MALTA
et al., 2024).

Analogamente, uma das ferramentas genéticas mais importantes em estudos que
utilizam Drosophila € o sistema GAL4/UAS, amplamente utilizado por pesquisadores para o
controle da expressdo génica de forma tecido-especifica, funcionando em duas etapas.
Primeiramente, a linhagem driver, que carrega a proteina GAL4 sob controle de um promotor
tecido-especifico (como o GMR, ativo no tecido ocular), ¢ cruzada com a linhagem responder,
que possui o gene de interesse posicionado apds a sequéncia UAS. Na progénie resultante desse
cruzamento, a GAL4 produzida no tecido-alvo se liga 8 UAS e ativa a transcri¢do do transgene
apenas naquele tecido.

Neste trabalho, o uso do sistema GAL4/UAS resultou na expressao do peptideo Ap42
humano especificamente no tecido ocular das moscas, induzindo o fendtipo de olho rugoso,
caracteristico desse modelo AD-like (ELLIOTT; BRAND, 2008; ROOTE; PROKOP, 2013).
Essa estratégia permite a avaliacdo in vivo de moléculas com potencial terapéutico, como o
peptideo PSLFM-BSB investigado no presente estudo (BONETTI; UEIRA-VIEIRA, 2015;
MALTA et al., 2024).

Diante disso, a validacgdo da agdo do peptideo PSLFM-BSB como
antineurodegenerativo, potencialmente via inibi¢do de BACEI, utilizando a Drosophila
melanogaster como organismo modelo, podera selecionar protdtipos moleculares para o
desenvolvimento de novos farmacos. Tal avango traria ndo apenas beneficios clinicos e
farmacologicos, mas também sociais e financeiros, considerando o enorme impacto que a
Doenca de Alzheimer representa para os sistemas de saude e para a sociedade (ALZHEIMER’S

ASSOCIATION, 2025).

2. OBJETIVOS

2.2. Objetivo Geral

Validar o potencial antineurodegenerativo do peptideo PSLFM-BSB (Peptide from the

Larval Bacterial Secretome of Brazilian Bees-5), obtido de secretomas de bactérias isoladas do
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alimento larval de abelhas sem ferrdo brasileiras, em linhagem transgénica de Drosophila

melanogaster modelo de Doenca de Alzheimer.

2.3. Objetivos Especificos

Avaliar em moscas da linhagem de Drosophila melanogaster modelo de Doenca de

Alzheimer, tratadas e ndo tratadas com o peptideo PSLFM-BSB:

A toxicidade do peptideo PSLFM-BSB, através do teste de eclosdo e desenvolvimento
durante a metamorfose;
O nivel de organizagdao dos omatidios e cerdas na superficie do olho, através de anélise

em microscopia eletronica de varredura.

METODOLOGIA

3.1. Obtenc¢ao das moscas modelo para Doenca de Alzheimer (DA)

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas as seguintes linhagens transgénicas de

Drosophila melanogaster:

» Linhagem transgénica driver (contendo promotor especifico para o tecido ocular da

mosca): wW[*]; P{w[+mC]=GAL4-ninaE.GMR}12, também chamada de GMR-Gal4
(Cédigo Bloomington #1104);

Linhagem transgénica responder (contendo o transgene de interesse): w[*];
PBac{y[+mDint2] w[+mC]=UAS-Abeta.1-42} VK00033, também chamada de UAS-
AP (BL#64216);

Linhagem mutante: w!'''8 (BL#3605), background para a construgdo de linhagens

transgénicas.

As linhagens foram obtidas do Centro de Estoque de Bloomington, da Universidade de

Indiana, Estados Unidos, ¢ mantidas em estoque no Laboratorio de Genética (LABGEN), do

Instituto de Biotecnologia (IBTEC), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). As moscas

foram acondicionadas em frascos de vidro contendo meio de puré de batata enriquecido

(composto por, em peso: 75% de flocos de batata, 15% de flocos de levedura, 9,3% de glicose

e 0,7% de metilparabeno, misturados com agua na propor¢do de 4:1 em relagdo ao peso dos

ingredientes secos; KLIETHERMES, 2011), em incubadoras BOD com fotoperiodo



(Biochemical Oxygen Demand, SOLAB) climatizadas a 25°C e ciclo circadiano de 12/12 horas
de claro e escuro.

Posteriormente, para obtencao das moscas modelo para Doenca de Alzheimer (DA) com
fendtipo de olho rugoso, foi realizado um cruzamento entre fémeas virgens da linhagem UAS-
AP/+ e machos da linhagem GMR-GAL4/+. Essas linhagens parentais (UAS-AB/+ e GMR-
Gal4/+) foram previamente expandidas em frascos de vidro contendo meio de puré de batata
enriquecido.

Para garantir o controle genético dos cruzamentos, foram coletadas fémeas virgens da
linhagem UAS-AP/+. Como as fémeas de Drosophila ndao copulam durante as primeiras 8 a 10
horas apods a eclosdo quando mantidas a 25°C (BDSC, 2024), os frascos foram esvaziados
previamente e as fémeas recém-eclodidas foram coletadas nas primeiras horas apos a eclosao,
ao longo de 3 dias. Apds a coleta, foram realizados os cruzamentos de acordo com a tabela a

seguir:

Tabela 1. Cruzamentos realizados nesse estudo, utilizando diferentes linhagens de Drosophila
melanogaster.

Tipo de Parental 1 Parental Progénie F1 Esperada (Genotipo) Seleciao/Uso da
Cruzamento (Fémea 2 Progénie F1
virgem) (Macho)
Modelo DA UAS-AP GMR- 1. w[*]/w[*];GMR-GAL4/+;+/UAS-  Moscas com fenotipo
Gal4 AP de pelo longo
(AD-like) (genotipo 1) como
2. w[*]/w[*];GMR- modelo de DA para
GAL4/+;+/TM3,Sb tratamentos e analises
Controle UAS-AB w8 1. w*/w['18];+/w[18];UAS- Controle genético
Genético AB/w[!118] (moscas sem DA)
2

W[*]/W[ll18];+/W[1118];TM3,Sb/W[1118]

Fonte: A autora.

As moscas com fenotipo de pelo longo (sem o marcador TM3, Sb, que confere pelo
curto/estumado) foram selecionadas como modelo de DA, pois esse fendtipo indica que a mosca
herdou o transgene UAS-AP, e ndo o cromossomo balanceador TM3, Sb. Apenas essas moscas

expressardo o peptideo AP humano no tecido ocular, quando o sistema GMR-Gal4 estiver ativo.



3.2. Ensaio de toxicidade

Para avaliar a toxicidade do peptideo PSLFM-BSB m Drosophila melanogaster, os
ensaios foram iniciados com a coleta de 100 embrides por grupo experimental. Os grupos
experimentais consistiram em embrides da progénie F1 do cruzamento entre GMR-Gal4/+ e
UAS-AP/+, que foram transferidos para frascos contendo meio de puré de batata enriquecido,
suplementado com o peptideo diluido em 4gua ultrapura (livre de DNase e RNase) em quatro
concentragoes distintas (200 uM, 100 uM, 50 uM e 25 uM). A cada 2 dias, foram adicionados
ao meio 200 uL do peptideo em suas respectivas concentragoes, até a coleta dos adultos. Como
controles, foram utilizados dois grupos: (1) controle ndo-tratado, com embrides da mesma
progénie F1 (GMR-Gal4 x UAS-AP), e (2), controle de linhagem sem DA, com embrides da
progénie do cruzamento parental (w'''®x UAS-AP), ambos transferidos para meio de puré de
batata enriquecido preparado apenas com agua ultrapura. Dessa forma, o tratamento ocorreu
via alimenta¢ao das moscas.

Durante o processo de metamorfose, foi contabilizado o nimero de pupas e adultos
gerados a partir dos 100 embrides transferidos para cada frasco de tratamento/controle para o
calculo da taxa de eclosao (viabilidade pupa-adulto), avaliando possiveis efeitos toxicos dos

tratamentos com as diferentes concentragdes do peptideo.

3.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para a analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), moscas 0-2 dias p0s-
eclosdo, de todos os grupos experimentais, foram anestesiadas com éter etilico e submetidas a
eutanasia. Apos essa etapa, foram desidratadas em élcool etilico absoluto por um periodo de 48
horas e processadas por secagem ao ponto critico. Apos a secagem, as moscas foram
posicionadas em suportes metalicos (stubs) utilizando fita de carbono condutora e, para
aumentar a condutividade, revestidas com uma fina camada de ouro por metalizacio.

As imagens da morfologia ocular externa foram obtidas através de microscopio
eletronico de varredura (Tescan, VEGA 3LMU), utilizando os aumentos de 300, 550 e 1200
vezes. A organizagdo dos omatidios, bem como o nivel de desordem das cerdas omatidiais,
foram quantificadas através do plugin Flynotyper no software ImageJ. Esse plugin calcula a
pontuagdo fenotipica (PScore) que varia de 0 a 100, baseada na regularidade do espagamento e
da orientacao dos omatidios. Valores mais altos indicam maior desordem e, consequentemente,

maior grau de neurodegeneracao (IYER et al., 2016; MALTA et al., 2024).



3.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0.2. A taxa de
eclosdo das moscas foi avaliada pelo Teste Exato de Fisher (p > 0,05). A normalidade dos dados
para calculo do Pscore foi avaliada por meio do teste de Shapiro—Wilk, confirmando
distribuicdo normal. Para comparacdes entre dois grupos, foi aplicado o teste t Student nao
pareado. J4 para andlises envolvendo mais de dois grupos, utilizou-se one-way ANOVA, seguida
do pos-teste de Dunnett para comparagdes multiplas em relagdo ao grupo controle. Em todas as

analises, adotou-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4. RESULTADOS

4.1. Validacao do modelo AD-like de Drosophila melanogaster com fenotipo de olho

rugoso

Primeiramente, o modelo experimental foi validado por meio da comparacao entre os
genotipos controle (UAS-AB/+) e o modelo AD-like (GMR-Gal4; UAS-AP). Para isso, foram
realizadas andlises morfoldgicas e quantitativas da superficie ocular, a fim de confirmar a
adequagdo do modelo para os objetivos propostos.

A andlise qualitativa foi realizada utilizando imagens obtidas por MEV nos aumentos
de 300, 550 e 1200x (Figura 4). No grupo controle (Figura 4a), observou-se um padrao uniforme

na organizacao dos omatidios, o que nao foi verificado no gendtipo AD-like (Figura 4b).



550x 1200x
a. : ‘ :

UAS-AB/+

EFT- 1000 K/ Signsi A= SET
WD= 150w Meg- 120K

GMR-GAL4;UAS-AB

Figura 4. Analise qualitativa para validacdo do modelo experimental. Imagens obtidas por microscopia
eletronica de varredura, capturadas nos aumentos de 300, 550 ¢ 1200x foram utilizadas para validar, de forma
qualitativa, o modelo experimental utilizado no trabalho (4D-like, fenotipo de olho rugoso). (a) O grupo controle,
moscas UAS-AB/+, sem Doenga de Alzheimer, apresentou disposi¢do uniforme dos omatidios. (b) O grupo AD-
like, moscas GMR-GAL4; UAS-AP, apresentou desordem na organizacdo dos omatidios. Todas as imagens

analisadas e apresentadas correspondem a moscas com 0-2 dias ap6s a eclosdo (d.p.c.). Fonte: A autora.

Para quantificar o grau de desorganizagao/neurodegenerag@o ocular nas moscas, foram
analisados duzentos omatidios por imagem obtida com aumento de 550x. Os resultados
revelaram um nivel significativamente maior de desorganizagao no modelo AD-like (GMR-
Gal4; UAS-AP) em comparagdo com o controle UAS-AB/+ (p = 0,0009), conforme evidenciado
pela pontuacdo fenotipica (PScore), obtida em andlise realizada no plugin Flynotyper, do

software Image J (Figura 5).
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Figura 5. Validacido quantitativa do nivel de desordem da superficie ocular do modelo experimental AD-

like. A pontuagdo fenotipica (PScore) foi determinada por analise quantitativa, utilizando o plugin Flynotyper no
ImageJ. Moscas GMR-Gal4; UAS-AP apresentaram maior pontuagdo do que moscas UAS-AB/+ (p = 0,0009),
validando a neurodegenerag@o do tecido ocular das moscas AD-like. Todos os dados estdo apresentados como

valores individuais, a média = S.E.M (teste t ndo pareado), adotando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.2. O peptideo PSLFM-BSB nao afetou o processo de metamorfose das moscas

modelo para Doenca de Alzheimer com fenotipo de olho rugoso

Os embrides de Drosophila melanogaster modelo para Doenca de Alzheimer com
fenotipo de olho rugoso foram tratados com quatro concentragdes (25, 50, 100 e 200 uM) do
peptideo PSLFM-BSB ¢ avaliados ao longo do processo de metamorfose. Os grupos tratados
apresentaram progressao dentro do esperado para o desenvolvimento das moscas, com a
transi¢do de embrido para pupa ocorrendo apds cinco dias e para adultos apos 10 (dez) dias, de
forma semelhante ao observado nos grupos controle (controle parental e nao tratado).

A Figura 6 apresenta registros dos frascos apos a primeira observacdo de formagao de
pupas, cinco dias apo6s a transferéncia dos embrides aos meios suplementados com os
tratamentos. Ja a Figura 7, mostra o registro dos frascos 10 (dez) dias apos a transferéncia dos

embrides, evidenciando a presenca de adultos em todos os grupos experimentais.
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Figura 6. Frascos evidenciando a formacio de pupas. No quinto dia apds a transferéncia dos embrides,

observou-se a formagdo de pupas aderidas a parede dos frascos.

Figura 7. Frascos contendo moscas adultas. No décimo dia apos a transferéncia dos embrides, observou-se a

eclosdo de moscas adultas em todos os grupos experimentais.

O efeito do peptideo PSLFM-BSB na taxa de eclosao das moscas (transformagao de
pupa para fase adulta) também foi avaliado para estimar sua toxicidade, antes da realizagdo de
testes relacionados ao fendtipo de olho rugoso/neurodegeneragdo. Os grupos de moscas AD-
like (GMR-Gal4; UAS-AP) foram divididos em controle nao-tratado (recebendo agua
ultrapura) e embrides tratados com diferentes concentracgdes (25, 50, 100 e 200 M) do peptideo
PSLFM-BSB.

A taxa média de eclosdo (%) das moscas foi de 97,6% e a andlise realizada pelo Teste
Exato de Fisher ndo mostrou diferenca significativa (p > 0,05) entre os grupos tratados com 25
uM (99%, p = 0,6051), 50 uM (99%, p > 0,9999), 100 uM (98%, p > 0,9999) e 200 uM (94%,
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p = 0,1781) e o grupo controle nio tratado (GMR-Gal4; UAS-AP, sem suplementacdo do

peptideo), que apresentou 98% de taxa de eclosdo (Figura 8).
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Figura 8. Taxa de eclosido (%) de Drosophila melanogaster modelo AD-like tratadas com diferentes
concentracdes do peptideo PSLFM-BSB. Os grupos experimentais consistiram em controle ndo tratado (dgua
ultrapura) e moscas tratadas com 25, 50, 100 e 200 pM do peptideo. A taxa média de eclosdo foi de 97,6%, ndo
sendo observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o controle (Teste Exato de

Fisher, p > 0,05).

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre a porcentagem da taxa de
eclosdo entre os grupos tratados e o controle, indica que o peptideo PSLFM-BSB, nas

concentragdes avaliadas, ndo apresentou toxicidade para Drosophila melanogaster.

4.3. O peptideo PSLFM-BSB alterou o fenotipo de olho rugoso em moscas modelo

de Doenca de Alzheimer

Uma vez confirmada a auséncia de toxicidade do PSLFM-BSB, procedeu-se a avaliacao
do seu potencial antineurodegenerativo. Para isso, moscas AD-like com 0-2 dias de eclosdo,
tratadas e nao-tratadas com PSLFM-BSB, foram analisadas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e as imagens obtidas, submetidas a avaliagdo qualitativa e quantitativa das
superficies oculares. Imagens representativas dos grupos experimentais, capturadas nos

aumentos de 300, 550 e 1200x, podem ser visualizadas na Figura 9.
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Figura 9. Analise qualitativa da superficie ocular das moscas modelo de DA tratadas com diferentes
concentracdes de PSLFM-BSB. As imagens obtidas por MEV, nos aumentos de 300, 550 ¢ 1200x foram
utilizadas para analisar, de maneira qualitativa, os grupos experimentais utilizado no trabalho. O grupo néo tratado
(NT) apresentou irregularidade na disposigdo dos omatidios. Ja os grupos 25, 50, 100 e 200 (concentragdo em M
de PSLFM-BSB), quando comparados ao grupo NT, evidenciaram diminui¢do no nivel de desordem dos
omatidios, principalmente nas concentra¢des de 50 uM e 100 uM. Todas as imagens sdo de moscas com 0-2 dias

apos a eclosdo (d.p.e.). Fonte: A autora.
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No grupo nao tratado (NT), observou-se uma desordem consideravel dos omatidios e
logo, maior nivel de neurodegeneracio do tecido ocular das moscas. Em contraste, os grupos
tratados com o peptideo PSLFM-BSB apresentaram reducao desse padrao de desorganizagao,
com organizacdo mais uniforme dos omatidios, especialmente nas concentracdes de 50 e 100
uM.

A analise quantitativa do nivel de desordem da superficie ocular das moscas AD-like foi
realizada por meio do plugin Flynotyper, indicaram redugdo do PScore nos grupos tratados em
comparac¢do ao grupo nao tratado (GMR-Gal4; UAS-AP, sem suplementacao do peptideo). No
entanto, apenas a concentracdo de 50 pM apresentou diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao grupo AD-like ndo tratado (25 uM, p =0,9963; 50 uM, p = 0,0252; 100 uM, p =
0,4667 e 200 uM, p = 0,9972; conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 10. Analise quantitativa da organiza¢io dos omatidios de Drosophila melanogaster AD-like tratadas
e nio tratadas com o peptideo PSLFM-BSB. O PScore foi calculado a partir de analise quantitativa, utilizando
o plugin Flynotyper no software ImageJ. Foi observado diferenca estatistica significativa entre os grupos nao
tratado e tratado com 50 uM de PSLFM-BSB (p = 0,0252). Todos os dados estdo apresentados como valores
individuais, a média = S.E.M (one-way ANOVA, seguida do pos-teste de Dunnett para comparagdes multiplas em

relagdo ao grupo controle), adotando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

5. DISCUSSAO

A Doenga de Alzheimer representa, atualmente, um dos maiores desafios de satde

publica no mundo, sobretudo em fun¢do do envelhecimento populacional acelerado e da
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auséncia de tratamentos capazes de modificar o curso da doenga. Em meio a esse cendrio, a
busca por compostos com potencial neuroprotetor ganhou for¢a nas ultimas décadas,
especialmente por abordagens que investiguem moléculas capazes de interferir nas vias
patoldgicas centrais da DA, como a producao e o acimulo do peptideo B-amiloide (AB) (LONG;
HOLTZMAN, 2019). Nesse contexto, o presente estudo investigou o potencial
antineurodegenerativo do peptideo PSLFM-BSB, derivado do secretoma bacteriano do
alimento larval de abelhas brasileiras sem ferrao, em um modelo experimental de Drosophila
melanogaster com superexpressdo de AP42 no tecido ocular, avaliando paradmetros de
toxicidade e alteragdes morfologicas associadas a neurodegeneragao.

A utilizacdo de Drosophila melanogaster como organismo modelo neste estudo se
justifica por uma série de vantagens praticas e biologicas. Além do ciclo de vida curto e do
baixo custo de manuten¢do, a mosca compartilha aproximadamente 75% dos genes associados
a doengas humanas, o que permite mimetizar fen6tipos de doengas neurodegenerativas como a
DA (CHA etal., 2019; LU; VOGEL, 2009). O sistema GAL4/UAS, empregado neste trabalho,
possibilitou a expressao dirigida do peptideo AP42 humano no tecido ocular da mosca,
induzindo o fenétipo de olho rugoso, uma manifestacdo bem estabelecida de neurodegeneracgao
nesse modelo (PRUSSING; VOIGT; SCHULZ, 2013). Essa escolha permitiu uma avaliagdo
objetiva e reprodutivel dos efeitos do peptideo testado.

Antes de avaliar o potencial terapéutico do PSLFM-BSB, foi necessario confirmar que
o modelo experimental reproduzia adequadamente as alteragdes associadas a
neurodegeneracdo. A validacdo foi realizada por meio de andlises qualitativa e quantitativa da
superficie ocular das moscas, que confirmaram a neurodegeneracao nessa modelo. No grupo
controle (UAS-AP/+), moscas sem DA, os omatidios e cerdas omatidiais apresentaram
organiza¢ao uniforme e regular, enquanto o modelo 4AD-/ike (GMR-Gal4; UAS-AP) exibiu um
padrdo de desorganizagdo classificado como "rugosidade sutil", de acordo com Iyer et al.
(2016). Esse fenotipo foi confirmado pela anélise quantitativa (plugin Flynotyper), que revelou
diferenca estatisticamente significativa entre o PScore dos dois grupos analisados (p = 0,0009).
A concordancia entre as duas abordagens refor¢a a confiabilidade do modelo, indicando que
ele ¢ suficientemente sensivel para detectar os efeitos da superexpressio de AP sobre a
organizacao tecidual e, consequentemente, para avaliar compostos com potencial neuroprotetor
(JEONG et al., 2018).

Além disso, antes de atribuir qualquer efeito bioldgico a um composto, ¢ fundamental

verificar se ele, por si s6, ¢ capaz de causar danos ao organismo modelo utilizado. Para isso,
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foram avaliadas a taxa de eclosdo e a progressdo da metamorfose das moscas tratadas com
diferentes concentracdes do PSLFM-BSB. Em nenhuma das concentragdes testadas (25, 50,
100 e 200 uM) foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas taxas de eclosdo
em relagdo ao grupo controle ndo tratado (p > 0,05 para todos os grupos). Adicionalmente, a
progressao das etapas da metamorfose de embrido a pupa em cinco dias e a adulto apds 10 (dez)
dias, sob fotoperiodo de 12h claro/12h escuro a 25°C, ocorreu de forma semelhante ao padrao
esperado em todos os grupos, incluindo os tratados. Esses resultados sdo relevantes porque
asseguram que os efeitos observados nas etapas seguintes sao atribuiveis a acdo especifica do
peptideo sobre os processos neurodegenerativos, € ndo a uma toxicidade inespecifica da
molécula (RAND, 2010). Essa auséncia de toxicidade nas concentragcdes avaliadas ¢ um
indicativo promissor para a utilizacdo do PSLFM-BSB em estudos posteriores de maior
complexidade.

No que diz respeito ao efeito do PSLFM-BSB sobre o fendtipo neurodegenerativo,
observou-se reducdo da desorganizacao dos omatidios nos grupos tratados em comparagdo ao
grupo AD-like nao tratado. Contudo, essas diferengas ndo foram estatisticamente significativas
para a maioria das concentracdes avaliadas. A andlise qualitativa indicou melhor organizagao
da superficie ocular, mais evidente nos grupos tratados com 50 ¢ 100 uM. Do ponto de vista
quantitativo, apenas a concentracdo de 50 pM apresentou diferenga estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo ndo tratado. A consisténcia das alteragdes observadas nas
demais concentragdes sugere um possivel efeito bioldgico do peptideo que ndo foi detectado
estatisticamente nas condi¢des experimentais adotadas. Nesse sentido, a ampliagdo do tamanho
amostral em experimentos futuros pode aumentar o poder estatistico e possibilitar a detec¢ao
dessas diferencas. Esse padrao de resposta, em que a avaliagdo qualitativa antecipa ou
complementa o dado quantitativo, ¢ frequentemente observado em estudos com Drosophila,
reforcando a importancia de combinar as duas abordagens analiticas (MALTA et al., 2024).

Em conjunto, os dados apresentados sugerem que o peptideo PSLFM-BSB ¢ capaz de
atenuar os danos induzidos pela superexpressdao de AP no modelo experimental utilizado.
Quanto ao mecanismo de acdo, ¢ razoavel supor que o PSLFM-BSB atue sobre a via
amiloidogénica, considerando que a geragao do peptideo AP constitui o principal determinante
do fenotipo observado neste modelo. Dado o papel central da enzima BACE]1 na clivagem da
proteina precursora amiloide (APP) e na formagdo do AP, ¢ possivel que o PSLFM-BSB
interfira nessa etapa de processamento, reduzindo a disponibilidade do peptideo neurotoxico e,

consequentemente, os danos a organizacdo dos omatidios (CERVELLATI; VALACCHI;
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ZULIANI, 2021). Essa hipdtese encontra respaldo em trabalhos anteriores realizados com o
secretoma de bactérias do alimento larval de abelhas sem ferrdo, que demonstraram atividade
neuroprotetora em modelos semelhantes de DA em Drosophila (RODRIGUES, 2021; MALTA
et al., 2024).

6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o potencial antineurodegenerativo do peptideo PSLFM-BSB
em um modelo experimental de Drosophila melanogaster com superexpressao de AB42 no
tecido ocular da mosca, considerando pardmetros de toxicidade e alteracdes morfoldgicas
associadas a Doenca de Alzheimer. A validacdo do modelo experimental confirmou sua
adequagdo para os objetivos propostos, demonstrando que a superexpressao do peptideo AB
resultou em desorganizagdo significativa dos omatidios em relacdo ao grupo controle,
evidenciada tanto nas analises qualitativas quanto quantitativas. A concordancia entre essas
abordagens assegurou a confiabilidade das andlises subsequentes.

Nesse contexto, os resultados obtidos indicam que o peptideo PSLFM-BSB apresenta
atividade antineurodegenerativa em modelo de Drosophila melanogaster com fenotipo 4AD-
like, abrindo caminho para investigacdes adicionais voltadas a elucidacdo de seu mecanismo de
acdo e a avaliagdo de sua eficacia em modelos de maior complexidade bioldgica, validando seu
potencial terapéutico. Dessa forma, o peptideo PSLFM-BSB configura-se como uma molécula

promissora para o desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas com a¢ao neuroprotetora.
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