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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) ¢ neurodegenerativa e irreversivel, associada a
senescéncia e genética, resultante do aciimulo do peptideo B-amildide (BA) resultante da
clivagem da proteina precursora de amildide (APP) pela enzima beta-secretase (BACE). Essa
pesquisa visa avaliar duas formas de manifestacdo do fendtipo da DA que acontece em
humanos utilizando Drosophila melanogaster transgénica como ferramenta alternativa de
estudo. Para 1SS0, foram utilizados dois modelos:
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP, que expressa genes humanos de BACEI1 e
APP, e Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA, que expressa genes que levardo, diretamente, a
producao do proprio peptideo BA neurotoxico. Foram conduzidas analises comportamentais
utilizando o teste RING (geotaxia negativa), em diferentes faixas etarias com o objetivo de
avaliar o comprometimento locomotor. Os dados revelaram que o modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP apresentou disfungdo locomotora precoce,
com desempenho inferior ao grupo controle e ao modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA nas
idades iniciais. A andlise histopatologica revelou vacuolizagcdo cerebral em ambos os
modelos, sendo mais precoce no modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA, mas mais
acentuada no modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP nas idades de 5 ¢ 10
dias pos-eclosao (d.p.e). A analise bioquimica de quantificagdo do peptideo PBA, feita por
fluorescéncia com Tioflavina T (ThT), indicou acimulo de BA nos dois modelos em relagao
ao controle, com diferencas estatisticamente significativas somente aos 15 d.p.e, em que o
modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA se mostrou com maior quantidade do peptideo. Os
resultados demonstram que ambos os modelos sdo vidveis e apresentam caracteristicas
compativeis com a fisiopatologia da DA, embora com perfis distintos: o modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP ¢ mais sensivel para detectar disfungdes
locomotoras precoces, enquanto o Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA mostra degeneragdo
morfologica mais rapida e acumulo mais evidente de PBA. Assim, os modelos sdo
complementares e uteis tanto para estudos fisioldgicos quanto para triagens de compostos
terapéuticos voltados ao tratamento da DA com vantagens de custo, tempo e facilidade de

manejo em relagdo a modelos vertebrados..

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Drosophila melanogaster; B-amildide; Modelos

transgénicos; Neurodegeneragao.
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1. Introducio
1.1 Doenca de Alzheimer: definicdes, mecanismos de patogénese

Descrita pela primeira vez em 1904 pelo psiquiatra e neuropatologista alemao Alois
Alzheimer, a Doenca de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia e afeta 30
milhdes de individuos mundialmente (Réus et al.,, 2016). Ela ¢ uma neuropatologia
degenerativa e irreversivel ligada, principalmente, a senescéncia e com predisposi¢do genética
associada aos cromossomos 1, 14 e 21 que estdo ligados a mutagdes na Presenilina-1 (PS1),
Presenilina-2 (PS2) e na proteina precursora de amiloéide (APP) (Hilsabeck et al, 2024; Ortiz
GGetal., 2015).

A deméncia, intimamente associada a DA, foi reconhecida como uma prioridade da
saude publica em 2017 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), uma vez que, com o
constante alargamento do topo da piramide etdria mundial, as doencas ligadas ao
envelhecimento carecem de mais atengdo e estudo, pois com os avancos da ciéncia médica e
da tecnologia, a expectativa de vida tende a crescer cada vez mais. Isso posto, a OMS estima
que o Alzheimer atinge sete entre dez das 55 milhdes de pessoas que vivem com algum tipo
de deméncia no mundo atualmente. Nesse sentido, a OMS alerta que as estimativas de
portadores de Alzheimer podem chegar a 74,7 milhdes em 2030 e 131,5 milhdes em 2050, o
que corrobora a necessidade de investimentos em pesquisas acerca dessa neuropatologia

(Alzheimer s Disease International; World Health Organization,2022).

O sinal patognomoénico da doenga ¢ a presenca de placas senis extracelulares no
parénquima cerebral. Essas placas sdo formadas por peptideos P-amiloide insoluveis (em
especial o peptideo AP42) que se agregam em fibrilas, que, embora possam aparecer em
individuos saudéveis, sua presenga em grande quantidade leva a degeneragdo cerebral e
desencadeia as consequéncias patologicas caracteristicas da doenga, como a diminuicdo da
capacidade intelectual, perda de memoria recente, dificuldade de comunicagdo, prejuizos na
habilidade de locomog¢ao e desorientacdo espacial, pois foi evidenciado que o peptideo esta
relacionado com a presenca de marcadores de necroptose em células neuronais com
degeneracdo granulovacuolar (Lei et al., 2021; Hilsabeck et. al, 2024; Aragjo, 2021; Kelley
AR et al., 2016).

A degeneragdo granulovacuolar presente na histopatologia da DA consiste em uma

alteragdo de neuronios em que ¢ observada a presenca de pequenos vacuolos agrupados ao
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longo do parénquima cerebral. Embora tais vactiolos possam ser encontrados em cérebros
idosos saudaveis, sua presenca em grande nimero nas regides cerebrais responsaveis pelas

fungdes cognitivas esta fortemente associada a DA (Ortiz GG et al., 2015).

O principal sinal clinico da DA ¢ o comprometimento da memdria de curto prazo (que
se evidencia por perguntas repetitivas, perda frequente de objetos e esquecimento de
compromissos, por exemplo) e da memoria de longo prazo do tipo episddica (que se refere a
experiéncia de vida do individuo em um dado momento cronologico, sendo exposta por meio
de palavras, via evocagdo) (Huang, 2018; Novellino ef al., 2020). Além da memoéria, outras
fungdes cognitivas também sofrem declinio, como o raciocinio e as habilidades
visuo-espaciais e praxicas (atos motores voluntarios, coordenados e orientados para um
objetivo especifico, determinados por um contexto), com consequente prejuizo na habilidade
de locomocgao e desorientagdo espacial (Araujo, 2021; Hilsabeck et al., 2024; Kelley et al.,
2016 Lei et al., 2021; Novellino et al., 2020).

A maior parte dos casos de DA ¢ esporadica (85-95%) e apresenta inicio tardio
(Huang, 2018). O principal fator de risco para o desenvolvimento da doenga ¢ a idade: a
incidéncia aumenta consideravelmente apds os 60 anos (Sundman et al., 2014). Os casos
familiares (5-15%) tém inicio precoce (antes dos 65 de idade) e normalmente estdo
relacionados a mutagdes genéticas nos genes da PS1, PS2 e APP (Hilsabeck et al., 2024;
Huang, 2018, Ortiz et al., 2015). Outros fatores de risco associados ao desenvolvimento da
DA sdo: disfungdes metabodlicas, doencas cardiovasculares, injuria cerebral, depressao,
diabetes, hipercolesterolemia e sedentarismo (Réus et al., 2016). A doenga tem um grau de
progressao variavel e pode se estabilizar por alguns periodos; o declinio cognitivo, entretanto,
¢ inevitavel. O tempo médio de sobrevida apds comprometimento locomotor severo ¢ de

cerca de seis meses (Huang, 2018).

Segundo a Sociedade Americana de Psiquiatria, o diagnostico da DA ¢ feito através da
anamnese do paciente e da pesquisa de seu histérico familiar, além da analise de
biomarcadores associados aos sinais de atrofia cerebral e do acimulo de peptideos ou de
vacuolos no tecido neural, detectados em exames histopatolégicos post mortem, ou através de
exames de tomografia cerebral por emissdao de positrons (PET). Marcadores genéticos
relacionados aos genes da APP e PS1 ou PS2 também podem ser usados no diagnostico da

doenca (American Psychiatric Association, 2014).
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Por ser uma doenca multifatorial, multiplas s3o as hipoteses da causa da DA, dentre
elas, esta a explicagdo da cascata amiloidal, a qual diz que a neurodegeneragdo na doenga de
Alzheimer comec¢a com uma clivagem alternativa da APP e resulta na producao, agregagao e

deposicao do peptideo BA no tecido cerebral (Sereniki, A ef al., 2008).

A APP pode ser processada por duas vias de clivagem. Na via amiloidogénica, a APP
¢ clivada pela enzima B-secretase na regido extracelular, liberando um fragmento soltvel de
APP (sAPP) e gerando outro fragmento de 99 aminodcidos associados a membrana celular.
Em seguida, a enzima y-secretase cliva esse fragmento de 99 aminodcidos no dominio
transmembranico, o que resulta na liberacdo de peptideos PA , especialmente com 40 e 42
aminoacidos, sendo o de 42 aminoacidos considerado o mais neurotoxico, pois ¢ mais
hidrofobico e tende a formar agregados que podem se depositar como placas amiloides no
cérebro, um marco patologico da DA. J4 na via ndo amiloidogénica, a APP ¢ clivada pela
enzima o-secretase em uma regido intracelular, liberando somente um fragmento soluvel de
APP (sAPPa), o que impede a formagdo das placas de peptideos BA, uma vez que a clivagem
da a-secretase ocorre dentro da sequéncia amiloidogénica do APP, eliminando o potencial
toxico. Apos, a enzima 7y-secretase pode entdo clivar o fragmento remanescente, mas 0s

produtos desta acdo ndo sdo patogénicos (Yan, R., & Vassar, R., 2014).

As duas vias ocorrem naturalmente nos seres humanos, porém, a problematica se da
quando ha um desequilibrio, em que a primeira clivagem ¢ intensificada pela acdo da enzima
proteolitica B-secretase, também conhecida como BACE (Beta-site APP Cleaving Enzyme),
resultando em um aumento na produgdo de fragmentos de BA. Esse acumulo leva a formagao
de placas senis, resultando na perda de sinapses € na morte neuronal (Chakraborty R. et al.,

2011).

Os estudos genéticos de casos familiares da DA constituem fortes evidéncias da
hipdtese da cascata amiloide: mutacdes nos genes que codificam a APP e as PS1 e PS2 estao
relacionados a formas autossomicas dominantes de DA; nesses pacientes, observou-se
alteracbes no processamento da APP, aumento da proporcio AP42/AP40 e,
consequentemente, maior presenca de agregados amiloides (Bentahir et al., 2006; Huang,
2018; Nilsberth, 2001; Suzuki, 1994). Ja foram descritas 51 mutagdes patogénicas no gene da
APP, 219 no gene da PS1 e 16 no gene da PS2 (Esquerda-Canals et al., 2017).



14

A pesquisa sobre a DA envolve varias abordagens metodologicas para entender a
fisiopatologia da doenca, identificar biomarcadores e desenvolver tratamentos eficazes. Essas
metodologias incluem a combinagdo de diferentes abordagens, como a integracdo de dados
genéticos, neuroimagéticos e clinicos, o que ¢ fundamental para uma compreensdo mais

completa da doenga e para o desenvolvimento de novas terapias (Trentini et al., 2009).

Nesse contexto, ¢ evidenciada a grande necessidade do desenvolvimento de um
modelo eficaz para os estudos moleculares e morfoldgicos dos eventos que desencadeiam a
DA. Embora desafiador, dada a dificuldade de se acessar e se mensurar alguns sinais e
sintomas complexos associados a DA, o uso de modelos bioldgicos ¢ fundamental para a
compreensdo dos mecanismos de patogénese associados a doenga e para o delineamento de
métodos invasivos de estudo, pois como os efeitos da doenga ocorrem em um ambiente
biologico dinamico, modelos experimentais sdo essenciais para estuda-los de forma integrada,
segura e assertiva. Esses fatores ajudam a compreender como a doenga se inicia e progride,

permitindo a busca por possiveis alvos de intervencao (Drummond E, Wisniewski T, 2017) .

Embora modelos animais nunca repliquem completamente a complexidade do cérebro
humano, eles sdo ferramentas indispensdveis para a compreensdo e tratamento da DA.
Algumas possibilidades de modelos sdo os roedores, camundongos ou ratos, transgénicos que
possuem uma ampla variabilidade de fendtipos mas que muitos ainda nao foram totalmente
validados, primatas ndao humanos, que apesar da similaridade com humanos possuem
limitacdes de disponibilidade e custo, e cultura de células que apesar do alto rendimento sdo
de dificil manuseio e ndo substituem os modelos in vivo. Outra possibilidade amplamente
utilizada sdo animais invertebrados transgénicos, como o C. elegans e a Drosophila
melanogaster, que sdo de facil manuseio, baixo custo e ciclo de vida curto, sendo que a D.
melanogaster apresentou maior taxa de sucesso nessa abordagem (Drummond E, Wisniewski

T, 2017).

No presente trabalho, foram utilizadas linhagens transgénicas de Drosophila
melanogaster como modelo animal de pesquisa dos mecanismos fisiopatologicos do
Alzheimer (E. Bier, 2005). A Drosophila melanogaster ¢ um modelo experimental altamente
eficiente para o estudo da DA, pois possibilita investigacdes detalhadas sobre mecanismos
moleculares, alteragdes comportamentais e triagem de potenciais tratamentos. A combinagao
de sua facilidade de manipulagdo genética, que permite expressar genes humanos
relacionados & DA, rapida reproducdo, que permite testes em larga escala, e ciclo de vida

curto, que permite a observagdo de processos neurodegenerativos em poucas semanas, aliado
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ao sistema nervoso bem caracterizado, possibilita avancos significativos na compreensao de
doencas neurodegenerativas. Dessa forma, o uso da Drosophila ¢ uma ferramenta essencial

para a pesquisa sobre a DA (Reiter et al., 2001; Greeve et al., 2004) .

1.2 Modelo animal: Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster ¢ uma mosca pequena, de aproximadamente 3 mm de
comprimento, dotada de listras horizontais de coloracdo amareladas na regido abdominal,
caracterizada por metamorfoses completas (inseto holometabolo) ao longo de seu curto ciclo
de vida e normalmente encontrada ao redor de frutas em putrefacdo — por isso, conhecida
popularmente como “mosca-da-fruta” (Lynch, El-Sherif e Brown, 2014). Essa mosca foi um
dos modelos pioneiros usados para pesquisas na area genética, uma vez que ¢ um organismo
de facil manejo e baixos custos de manutengdo. O manejo inclui condigdes adequadas de
temperatura (25°C), umidade (50-70%) e fotoperiodo ( 12h de luz e 12h de escuriddo) para
manter a atividade bioldgica normal das moscas. A alimentacdo inclui um meio com base
agar, farinha de milho ou batata como fonte de carboidratos, extrato de levedura que fornece
proteinas essenciais, xarope de glicose ou sacarose como fonte de energia e antifungicos

(como nipagin ou acido propionico) de acordo com a base de dados Bloomington.

A respeito das técnicas de manejo com espécimes, a coleta das moscas sem causar
danos, envolve o uso de anestesia com CO: ou éter ¢ a manutencdo das colonias requer
transferéncia periddica dos adultos para novos frascos para evitar superpopulacao e escassez
de alimento. A separacdo de machos e fémeas pode ser feita com base na morfologia do

abdome e presenca de 6rgdos sexuais visiveis (Figura 1) (Govind, R et al., 2021).

Tal inseto possui quatro pares de cromossomos, em que o primeiro par corresponde
a0s Cromossomos sexuais € os outros pares, aos autossomicos. A quantidade de cromossomos
X ird determinar o dimorfismo sexual, j4 que as fémeas possuem dois (XX) e os machos

possuem um (XY) (Yamaguchi M, Yoshida H, 2018).

O ciclo de vida da D. melanogaster dura aproximadamente 10 a 12 dias a 25°C,
passando por quatro estdgios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto. A duragao desse
ciclo pode variar conforme a temperatura. Apds a fertilizagdo, os ovos sdo depositados na
superficie do meio de cultura. Eles eclodem em cerca de 24 horas, dando origem as larvas. A
larva passa por trés instares larvais (L1, L2 e L3), nos quais se alimenta ativamente e cresce

rapidamente. Durante essa fase, ha intensa divisdo celular e crescimento. A larva entra em
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metamorfose, formando a pupa, onde ocorre a reorganizagdo celular e desenvolvimento das
estruturas adultas, como asas, pernas e olhos compostos. A fase pupal dura cerca de 4 dias. O
adulto emerge da pupa (processo chamado ecdise) e, apos 8-12 horas, atinge a maturidade
sexual (Figura 2). As moscas vivem, em média, 30 a 50 dias, dependendo das condi¢des

ambientais e genéticas (Govind, R et al., 2021)..

O uso de D. melanogaster como modelo experimental para estudos genéticos remonta
ao inicio do século XX, quando Thomas Hunt Morgan (1866-1945) e sua equipe
demonstraram que essa espécie era ideal para investigacdes sobre hereditariedade e mutacdes
genéticas a partir da descricdo de uma mutacdo que causava alteragdo fenotipica da cor dos
olhos do inseto e com o avanco da biologia molecular e genética, a Drosophila passou a ser
amplamente utilizada para estudar diversas doengas humanas, incluindo desordens

neurodegenerativas como a DA. (Stephenson R, Metcalfe N, 2013) .

Este modelo tem um cérebro complexo, capacidade de aprendizagem e memoria,
controle motor € um conjunto de comportamentos heterogéneos, além de genoma
completamente sequenciado, com extensas ferramentas moleculares e bancos de dados
disponiveis. Ademais, a D. melanogaster possui um ciclo de vida curto, o que facilita os
estudos sobre neurodegeneracdo e permite a analise de multiplos individuos simultaneamente,

possibilitando o desenvolvimento de estudos em larga escala (E. Bier, 2005).

O sistema nervoso da D.melanogaster consiste em cerca de 100.000 neurdnios e,
apesar do cérebro de uma mosca ser anatomicamente diferente de um humano, muitas
caracteristicas-chave do desenvolvimento e funcdo deste sistema sdo iguais. Isso inclui a
biologia celular fundamental, como trafego de membrana, regulagdao da expressdao génica e
morte celular, que estdo presentes em todos os sistemas vertebrados (Stephenson R, Metcalfe

NH., 2013).

Outro fato com grande relevincia ¢ que 77% dos genes que desencadeiam doengas
humanas do banco de dados Online “Mendelian Inheritance in Man”, correspondem a
sequéncias ortdlogas na D. melanogaster. Portanto, esse € um modelo atrativo que permite
tanto analises fisiopatoldgicas, bioquimicas e comportamentais (L Reiter, L Potocki, S Chien,

M Gribskov, E Bier, 2001).

A alta compatibilidade genética entre a D. melanogaster ¢ os humanos possibilita a
modelagem de doengas neurodegenerativas de forma eficiente e fidedigna nos niveis

bioquimicos, morfologicos e comportamentais. Além disso, com o advento da engenharia
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genética, é possivel introduzir ortdlogos de genes humanos no inseto para que se possa avaliar
os efeitos e as vias envolvidas no processo da doenga de forma detalhada, pois a presenga de
poucos cromossomos possibilita a manipulacdo rapida e relativamente simples do genoma da
Drosophila, o que proporciona o desenvolvimento de organismos transgénicos e mutantes que
expressam genes humanos (McGurk L, er al, 2015). Assim, tal espécie € um modelo

promissor para o estudo das fungdes e alteracdes causadas pelo peptideo BA.

Figura 1 - Diferengas entre machos ¢ fémeas de Drosaphila melanogaser:

Figura 2 - Ciclo de vida da Dvasophila melanogaster

CICLO DE VIDA
Drosophila

melanogaster 3 .
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1.3 Construcio do transgénico

Na tentativa de gerar individuos com grande producdao do peptideo BA, diferentes
linhagens foram cruzadas, usando o sistema da engenharia genética UAS/GAL-4, identificado
em fungos Saccharomyces cerevisiae por Brand e Perrimon (1993), a fim de encontrar um
modelo satisfatorio de DA que possa ser usado para a busca de mecanismos terapéuticos (da

Costa Silva JR et al., 2022; Malta et al., 2022) .

Tal sistema ¢ utilizado para regular a expressdao de genes. O componente Gal4 ¢ um
fator de transcricdo proteico que tem como alvo as Sequéncias Regulatérias de Ativagdo
Antecedente (sequéncias UAS), as quais realizam a regulacdo de regides promotoras. Uma
vez havendo a interacao Gal4-UAS, diversos fatores de transcri¢dao serdo recrutados e agirdo
em conjunto, resultando na expressdo do gene sob regulagdo das sequéncias UAS de forma
controlada, tanto no espago quanto no tempo. Essa abordagem possibilita a ativa¢ao de genes
em momentos especificos do desenvolvimento e em tipos celulares determinados (McGurk L,

etal., 2015).

A proteina GAL4 se liga a uma sequéncia especifica denominada UAS, elemento cis
que se encontra proxima a regido promotora do gene de interesse e promove a transcri¢ao.
Dessa forma, o mecanismo permite a expressao do gene determinado de maneira tecido
especifica e em momento especifico do ciclo de vida, uma vez que a linhagem, chamada
driver, que possui o elemento GAL4 no seu genoma seja cruzada com outra linhagem,
denominada responder, que possui o componente UAS de interesse, obtendo uma geracao F1
com ambos os componentes do sistema binario € uma superexpressao do peptideo de interesse

(Busson, D., Pret, AM.,2007; Silva,2022) (Figura 3).

No contexto da DA, a D.melanogaster naturalmente possui os elementos das vias
amiloidogénica e ndo amiloidogénica, porém, a expressao do gene APP ndo ¢ suficiente para
desencadear os efeitos neurodegenerativos caracteristicos da DA quando comparado a
expressdo da APP humana e quantidade da enzima BACE produzida ¢ pequena em relagdo ao

que ocorre na patologia humana (Malta, 2021).

Nesse sentido, utilizando o sistema UAS/GAL4 ¢ possivel inserir na Drosophila os
genes humanos codificantes de APP, BACE e BA, aumentando a similaridade dos efeitos
patoldgicos nos humanos e no modelo, uma vez que a enzima y-secretase endogena € capaz

de clivar o aminoacido resultante da interacao entre APP e BACE transgénicas em fragmentos
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idénticos aos da via amiloidogénica humana (Tan FHP, Azzam G, 2017). Isso permite avaliar

os efeitos fenotipicos e comparar a eficiéncia do modelo animal na progressao da DA.

Isso posto, fica evidente a relevancia da validagdo das linhagens transgénicas de D.
melanogaster como modelos de estudo da DA, pois ela combina um gendtipo completamente
sequenciado que permite amplas modificagdes genéticas, ciclo de vida curto, que possibilita
uma analise de processos associados ao envelhecimento em curto periodo de tempo, alta
reprodutibilidade dos individuos, permitindo uma grande amplitude de testes um cérebro
complexo com capacidade de aprendizagem e memoria. Além disso, a neuroanatomia bem
descrita, com sistema nervoso complexo dotado de regides neuroOpilas (areas de densas
conexoes sinapticas formadas por dendritos compactos, processos de células gliais, ramos
axonais nao mielinizados e um numero relativamente pequeno de corpos celulares; como
exemplo, cita-se o lobo Optico, lobo antenal e os corpos em cogumelo) relacionadas a
comportamento funcionalmente semelhantes aquelas vistas em vertebrados; e, por fim, a
possibilidade de caracterizagdo fenotipica do sistema nervoso de forma facil e rapida
utilizando-se, por exemplo, a andlise macroscopica do olho composto (PriiBing, Voigt e
Schulz, 2013; Ito et al., 2014; Walters, Manion e Neely, 2019; Mcgurk, Berson ¢ Bonini,
2015).

Nesse sentido, um estudo que valide, padronize, otimize organismos modelo eficazes
com intensa producdo de peptideo BA ¢ de grande importancia e valia, uma vez que, apos a
comprovagdo da eficiéncia do modelo, ele que podera ser usado para estudos fisiopatologicos

e terapéuticos da doenga.

Portanto, a fim de avaliar os diferentes aspectos da DA, foram avaliados dois grupos
modelos, os quais, através de caminhos diferentes, levam a superexpressao do produto final
da via amiloidogénica, o peptideo BA. O primeiro modelo transgénico conta com genes que
expressam a enzima BACEI e seu substrato APP, que ird permitir o processamento da
proteina pela via amiloidogénica. J4 o segundo modelo baseia-se na expressao direta de
peptideos humanos AP de 42 aminoacidos nos neurdnios da Drosophila (Bergkvist L et al.,

2016).

Tendo em vista que os dois modelos culminam no desenvolvimento de manifestagoes
fenotipicas semelhantes ao que se entende por DA através de diferentes caminhos, ¢ de se

esperar que caracteristicas como neurodegeneracdo, acimulo de peptideo BA e déficit
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locomotor aparegam, também, em diferentes caracteristicas ao se comparar tais modelos, o

que sera investigado no presente trabalho.

Figura 3 - Representagho do sistema UAS/GAL4

Linhagem driver Linhagem responder

Elav-GAL4 UAS
— . o X -
v
¥
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2. Justificativa

A DA ¢ um problema de satde publica que tende a crescer cada vez mais com o
constante aumento da expectativa de vida da populacgdo. Ela constitui um grande desafio para
os sistemas publicos de satide ao redor do mundo, ndo so6 pelos gastos financeiros implicados,
mas também pelos efeitos sociais e na qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.
Os custos diretos abrangem despesas com internagdes, medicamentos, consultas e
equipamentos médicos, ja que o tratamento do Alzheimer exige cuidados prolongados, devido
ao curso lento e irreversivel da doenga. Os custos indiretos, por outro lado, referem-se a perda
de produtividade e ao esgotamento emocional dos familiares, que frequentemente enfrentam
problemas de satde mental e fisica devido a exigéncia de cuidados constantes (Wimo ef al.,
2013).Em termos globais, o custo anual da DA foi estimado em mais de US$1,3 trilhdes em
2019, com projegao de chegar a US$2.8 trilhdes em 2030 (Alzheimer s Disease International.
2024).

Reconhecendo a DA como uma prioridade de saude publica, a OMS prop6s um plano
de acdo global para enfrentar o impacto das doengas neurodegenerativas. Entre as principais

recomendacdes estdo o aumento dos investimentos em pesquisa € inovacao na area de
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deméncias, incluindo Alzheimer. O objetivo é que governos e organizagdes invistam mais em
pesquisa basica, clinica e de saude publica, para desenvolver terapias mais eficazes, métodos
de diagnostico precoce e politicas de cuidado. Além disso, a organizacao sugere que todos os
paises implementem planos nacionais de a¢do para combater as deméncias, focando no apoio
aos cuidadores, na capacitagdo de profissionais de saide e em campanhas publicas de
conscientizacdo. A OMS também destaca a importancia da cooperacdo internacional para o
compartilhamento de dados de avancos cientificos e tecnologicos, sobretudo entre paises com
menor capacidade de investigagdo e infraestrutura de satide (Organizagdo Mundial de Saude,

2017).

Em virtude disso, € crucial a busca por um modelo de pesquisa ideal dessa doenga,
para que tratamentos possam ser testados, a fim de se obter terapias e farmacos que possam
ser usados de forma precoce e tenham sucesso na mitigagdo das graves consequéncias desta
patologia, tanto para o paciente, que carece de manter suas memorias e sua dignidade, quanto
para os familiares, que muitas vezes se sentem impotentes diante de tal situagdo. Com isso,
espera-se reduzir ndo apenas os custos financeiros, mas também o impacto emocional e social

desta doencga debilitante sobre pacientes, cuidadores e comunidades inteiras.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar o aparecimento de manifestacdes fenotipicas semelhantes ao que se
compreende por DA em dois diferentes modelos experimentais obtidos via cruzamentos entre
linhagens de D. melanogaster transgénica, sendo um modelo caracterizado pela expressdo de
peptideo BA neurotdxico e o outro caracterizada pela expressdo de genes que codificam a

enzima BACE1 humana e seu substrato, a APP;

3.2 Objetivos especificos

e Verificar caracteristicas histopatoldgicas do parénquima cerebral nos dois modelos

avaliados;
e Verificar niveis de peptideo BA em pool de amostras nos dois modelos avaliados;

e Verificar a atividade locomotora nos dois modelos avaliados.
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4. Metodologia
4.1. Grupos experimentais

As linhagens utilizadas no presente trabalho foram obtidas por meio do Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC) e estdo relacionadas na Tabela 1, que apresenta os codigos
das linhagens nesse banco de dados (#BDSC), o respectivo genotipo e as caracteristicas
fenotipicas, bem como aplicag¢do no presente trabalho. O uso de tais linhagens foi baseado nos

trabalhos de Batista e colaboradores (2021), Costa-Silva (2022) e Jonson (2015).

A procura por um modelo assertivo de Alzheimer com grande producdo do peptideo
BA se deu através de 3 cruzamentos descritos na Tabela 2, gerando moscas com genotipos
Elav-Gal4,UAS-GFP/+;+;+ (controle negativo) que sera denominado neste trabalho como
Elav-Gal4>UAS-GFP, Elav-Gal4,UAS-GFP/+;UAS-BACE,UAS-APP/+;+, denominado
neste trabalho como Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP, e
Elav-Gal4,UAS-GFP/+;+;UAS-BA/+, denominadas neste trabalho como
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA (Figura 4). Tais gendtipos de interesse foram selecionados

dentre as possibilidades das proles descritas na Tabela 2.

Tabela 1: Linhagens utilizadas no presente trabalho,
com respectivos codigos no Bloomington, gendtipo,

caracteristicas fenotipicas ¢ aplicagdes.

#BDSC Genotipo Fenotipo e aplicacio
3605 i W' controle negativo de
cruzamento.

Elav-Gal4, expressa Gal4
dirigida aos  neurdnios

(driver Elav) no estagio
P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C1
55],P{w[+mC]=UAS-mCDS:: o o
5146 transgénico  inserido  no

GFP.L}Ptp4E[LL4],P{ry[+t7.2

] =hsFLP}

embrionario, sendo 0

cromossomo X — e por isso
utilizou-se apenas as fémeas
dessa linhagem para os

cruzamentos. Pode segregar
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FM7 e/ou Cyo,
balanceadores  associados,
respectivamente, a presenca
de olhos reduzidos no eixo
horizontal e com
concavidade medial na
borda superior (formato
semelhante a um coragdo); e

a presenca de asa curva.

33797

c[1118];P {w[+mC]=UAS-BAC
E1.Exel}7b,
P{w[+mC]=UAS-APP.695.Exe
1} 1/TM6B, Tb[1]

UAS-GFP,UAS-BACE1,U

AS-APP, possui genes que
codificam APP e de BACEI
humanas através do
transgénico  inserido  no
Cromossomo 3. Pode
segregar TM6B, balanceador
associado a presenca de

pupa arredonda.

64216

c[*];PBac{y[+mDint2]
w[+mC]=UAS-Abeta.1-42} VK
00033

UAS-GFP,UAS-BA, possui
genes que codificam o
peptideo PBA através do
transgénico  inserido  no
Cromossomo 3. Pode
segregar TM3,Sb,
balanceador associado a

presenca de cerdas curtas.




Tabela 2: Cruzamentos a serem realizados e possivens

genotipos da prole (F1), com genotipo de interesse
sublinhado
Fémeas Machos F1
BL#5146 BL#3605 w* Elav-Gal4,UAS-GFP/w'"'8;Cyo/+

w* Elav-Gal4,UAS-GFP/w''8:+/+

FM7/w'.CyO/+

FM7/w'18:4/+

BL#5146 BL#33797 w* Elav-Gal4,UAS-GFP/w*;CyO/UAS-BACE,UAS-APP

w* Flav-Gal4 UAS-GFP/w*:+/UAS-BACE.UAS-APP

w* Elav-Gal4,UAS-GFP/w*;CyO/TM6,Tb
w* Elav-Gal4,UAS-GFP/w*;+/TM6,Tb
FM7/w*;CyO/UAS-BACE,UAS-APP
FM7/w*:+/UAS-BACE,UAS-APP
FM7/w*;CyO/TM6,Tb

FM7/w*;+/TM6,Tb

BL#5146 BL#64216 w* Elav-Gal4,UAS-GFP/c*;CyO/UAS-BA

w*.Elav-Gal4.UAS-GFP/c*:+/UAS-BA

w* Elav-Gal4,UAS-GFP/c*;CyO/TM3,Sb
w*,Elav-Gal4,UAS-GFP/c*;+/TM3,Sb
FM7/c*;CyO/UAS-BA
FM7/c*;+/UAS-BA
FM7/c*;CyO/TM3,Sb

FM7/c*;+/TM3,Sb

Fonte: Elaboradp pelo autor, 2025
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Fizura 4 - Fendtipos relacionados aos gendtipos de inferesse,

.
A Y

Elav-Gald,UAS-GFP/+;+3+ Elav-Gald,UAS-GFP/+;UAS-BACE,UAS-
APP/+3+

. A\ ZE ' —
Elav-Gald,UAS-GFP/+;+;UAS-BA/+

Apos adquiridas, as linhagens passaram por expansdao no Laboratério de Genética
(LABGEN) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) a fim de se obter matriz para
posterior realizacdo dos cruzamentos. Durante a expansdo, as moscas permaneceram em
frascos de vidro tampados com esponjas que, por sua vez, estiveram alocados em incubadora
BOD configurada a temperatura de 25°C, a 60% de umidade relativa e a ciclos de
claro/escuro de 12 horas. O alimento, ad libitum, consistiu em meio composto por mistura de
p6 de puré de batata desidratado 75% m/v, extrato de levedura de cerveja 15% m/v, glicose
anidra 9,3% m/v e Nipagin 0,07% m/v.

Nos cruzamentos, o sistema UAS/GAL4 foi usado para expressao de genes UAS no
décimo segundo estagio do desenvolvimento no tecido cerebral, direcionada por Elav (Brand
e Perrimon, 1993; Robinow E White, 1991). Por isso que, apds a expansao, apenas fémeas de

fenotipo Elav-Gal4 (BDSC#5146) foram utilizadas nos cruzamentos.

Os casais foram mantidos em frascos pequenos contendo meio de puré de batata

desidratado supracitado e descartados apds 5 dias. A F1 também foi mantida no mesmo meio.

A escolha do genotipo de interesse foi feita através da analise dos fenotipos, pois os
cromossomos balanceadores possuem alelos ou genes dominantes que manifestam
caracteristicas fenotipicas associadas a eles, como a asa curva, relacionada a presenga do
balanceador CyO, os olhos reduzidos no eixo horizontal ¢ com uma concavidade medial na
borda superior, resultando em um formato semelhante a um coragdo, associado a presenca de

FM7, a pupa arredonda relacionada ao TM6,Tb e as cerdas curtas relacionadas ao TM3,Sb, de
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acordo com o banco de dados FlyBase. Esses fenotipos foram analisados com auxilio de uma

lupa e as moscas com as respectivas caracteristicas foram descartadas.

4.2. Analise Histopatologica

Tendo em vista que a presenca de placas senis formadas por fibrilas de peptideos PA ¢
sinal patognomodnico de DA e que essas placas acarretam neurodegeneragdo (Chakraborty R.
et al., 2011) e que esta se manifesta na D. melanogaster pela presenca de lesdes vacuolares no
parénquima cerebral (Ortiz GG et al., 2015), buscou-se avaliar sinais de neurodegeneragao
mediada por peptideos PA no parénquima cerebral dos diferentes grupos experimentais

utilizando-se cortes coronais corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

Para tanto, 10 moscas de cada grupo, sendo 5 machos e 5 fémeas, com idades de 2, 5,
10 e 15 dias pos-eclosdo (d.p.e), foram anestesiadas com éter etilico e fixadas por 24 horas
com solu¢do Carnoy (mistura de etanol 99%, cloroférmio e acido acético glacial na propor¢ao
6:3:1), sendo que o volume da solu¢do foi de 10x o volume da amostra. As amostras passaram
por processamento histologico padrdao (desidratacdo com solugdes de alcool etilico em
concentragdes crescentes, sendo 20 minutos em cada solucdo; seguida por clarificagdo com
duas solugdes de xilol, também por 20 minutos em cada solucdo; e, finalmente, banho dos
tecidos em solu¢do de parafina por 20 minutos para posterior inclusdo neste material). Os
blocos de parafina foram submetidos a cortes com micrétomo de aproximadamente 4um, os
quais foram posteriormente corados com HE por metodologia padrdo de coloracdo (hidratagao
utilizando-se, na sequéncia, xilol, solu¢des descrescentes de alcool etilico e dgua destilada;
seguida por exposi¢ao dos cortes aos corantes € montagem das laminas com goma de Damar).
As imagens foram capturadas em um microscopio Optico LEICA modelo DM500 acoplado a
uma camera HD ICC 50 utilizando-se o software LEICA LAS EZ (v1.8.1, Leica
Microsystems Limited, Suica), sob aumento de 100x, 400x e 1000x (Figura 5) (Silva, 2022).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo dos processos ¢ equipamentos envolvidos na produgio das [aminas histologicas,

4.3. Quantificacdo de f-amildide

Foram coletados 3 pools de 10 cabecas para cada grupo resultante do cruzamento
(triplicata), com idades de 2, 5, 10 e 15 d.p.e, que foram congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas no ultrafreezer a -80 °C até a analise. Apds, as cabegas passaram por
homogeneizagdo em PBS 1x e depois foram centrifugadas (2 min, 10.000 xg a 4 °C).
Seguindo o protocolo de Westfall et al. com modificagdes, o sobrenadante foi incubado em
solugdo de corante Tioflavina T (ThT) (20 uM) por 20 minutos sob agitacao. A fluorescéncia
foi mensurada a 450 nm de excitagao/482 nm de emissao e padronizada para amostra unica de
ThT. A fluorescéncia total foi corrigida para a quantidade total de proteinas de cada amostra,
em que foram normalizados os niveis de amildide com proteinas totais dosada por Bradford e
aos niveis de fluorescéncia da mosca controle, prevendo que as amostras in vivo possam

apresentar autofluorescéncia (Malta, 2022).

4.4. Analise comportamental

Tendo em vista que a DA se manifesta também a nivel comportamental, além da

memoria, outras fungdes cognitivas também sofrem declinio, como o raciocinio e as
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habilidades visuo-espaciais e praxicas (atos motores voluntarios, coordenados e orientados
para um objetivo especifico, determinados por um contexto), com consequente prejuizo na
habilidade de locomog¢do e desorientacdo espacial (Araujo, 2021; Hilsabeck et al., 2024;
Kelley et al., 2016 Lei et al., 2021; Novellino ef al., 2020).

O ensaio RING (Rapid iterative negative geotaxis) ¢ uma ferramenta amplamente
aceita para avaliar genes ou condi¢des que possam impactar na atividade locomotora da D.
melanogaster (Batista et al., 2020, Malta et al., 2022). O ensaio avalia o comportamento de
“escalada” da mosca, isto €, uma resposta inata de fuga da D. melanogaster: quando colocada
em recipiente fechado e este sofre agitagdo, a mosca tende a se movimentar verticalmente

contra a gravidade, ao que se entende por "escalada" (Gargano ef al., 2005).

Para tanto, realizou-se o protocolo proposto por Gargano e colaboradores (2005), com
adaptacdes. As moscas foram colocadas em tubos transparentes de 9,5 cm de altura por 2,3
cm de didmetro, os quais foram colocados em raques de madeira, sob condi¢cdes ambientais
controladas, siléncio e em dias ndo chuvosos. Para aclimatacdo dos espécimes, as moscas
foram expostas a uma fonte de luz a 50cm de distancia da raque, durante 20 minutos sob
siléncio absoluto (Figura 6). Foi posicionada uma camera em gravagdo e a raque foi batida
trés vezes, com avaliagdes por minuto, seguidas de 1 minuto de intervalo, o que foi repetido 5
vezes. Apos, foram analisadas quantas moscas tiveram sucesso na escalada de Scm ou mais
em decorridos 4 (160 frames) e 18 segundos (720 frames) desde a ultima batida da raque. O
experimento foi gravado e os videos analisados com o software QuickTime Player 7.7.9 . Para
esse teste, foram usadas 30 moscas, sendo 15 machos e 15 fémeas, provenientes de cada
cruzamento, com intervalos de 2 a 4, 5a 7, 10 a 12 e 15 a 17 d.p.e, com triplicata de cada

grupo (Gargano JW et al., 2005; da Costa Silva JR et al., 2022).
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Figura 6- Materiais utilizados na execugio do ensaio RING. A linha vermelha indica a marca de Sem.

4.5. Analise estatistica

As analises estatisticas do teste RING foram feitas através do software GraphPad
Prism 8.0.2 usando o teste Two-way ANOVA e o teste Tukey's multiple comparisons como
post hoc apos resultado positivo no teste de normalidade atestado pelo teste Shapiro-Wilk,

através dos quais os dados foram considerados paramétricos (da Costa Silva JR et al., 2022).

As andlises do experimento de quantificagdo de B-amiloide também foram feitas com
o software GraphPad Prism 8.0.2 usando o teste One-way ANOVA através do Kruskal-Wallis
e o Dunn's multiple comparisons como teste post hoc , apds os dados serem considerados

como ndo paramétricos pelo teste Shapiro-Wilk (Malta, 2022).

Foi considerado para ambas as andlises * = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001.

5. Resultados

5.1 Ambos os modelos de DA desenvolvidos em D. melanogaster apresentaram lesoes

vacuolares no parénquima cerebral

A fim de avaliar o desempenho dos grupos modelo para DA a nivel morfoldgico,
foram avaliadas ldminas histologicas contendo cortes do plano horizontal do cérebro dos
grupos Elav-Gal4>UAS-GFP, Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP e
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA nas idades de 2,5,10 e 15 d.p.e. Nos cortes foram analisadas
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presenga de vacuolo nos corpos de cogumelo e nos lobos oculares do cérebro desses insetos
(Figura 7). Para possibilitar a comparagao entre os grupos, cada imagem possui lado a lado as

imagens histologicas dos grupos analisados e as respectivas idades de analise (Figura 8).

Figura 7= Anatomia do Sistema Nervoso da Drosophila melanogasier
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Figura 8 - Comparado de imagens histologicas do cérebro das moscas dos grupos Elav-Gald=UAS-GFP
Elav-GAL4=UAS-GFP,UAS-BACE| UAS-APP ¢ Elav-GAL4=UAS-GFRUAS-PAem 2, 5, 10¢ 15 dpe

A Elav-Gald > UAS-GFP Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS- Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS- BA
APP

2d.p.e 2d.p.e
2d.p.e

v - G 2
y X § - -
| 5 e ¢
'y ¢ 2

B Elav-Gal4 > UAS-GFP Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS-BACEL,UAS- Elav-GAL4> UAS-GFP,UAS-BA
APP

Sd.p.e Sd.p.e
Sd.p.e
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C Elav-Gal4 > UAS-GFP Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS-BACEL,UAS- Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS-A

10d.p.e 10d.p.e
10d.p.e

D Elav-Gald > UAS-GFP Elav-GAL4 > UAS-GFP,UAS-BACEL,UAS- Elav-GAL4> UAS-GFP,UAS-BA
APP

15d.p.e 15d.p.e
15d.p.e

e

Legends:  As  imagens histoldgicns foram  agropadas  em  fes  seguinde & ordem  ErUpos Elav-Gald=UAS-GFP
Elav-GALA=UAS-GFP,UAS-BACELUAS-APP ¢ Elav-GAL4=UAS-GFP,UAS-BA para comparagio. (A) imagens das moscas com

2dpeiB)idpe (C) 0dpee(D15dpe
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Ambos os modelos de DA apresentaram vactolos no lobo dptico e nos corpos de
cogumelo, o que indica que os modelos de DA construidos em D. melanogaster sao
satisfatorios em manifestar uma importante caracteristica associada a essa doenga.
Observou-se  que os individuos que  expressam  peptideo BA  (grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA) tém degeneragdo precoce, ja a 2 d.p.e, em relagdo aos
individuos que expressam  ambas  BACEI e APP  humanas  (grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP), o qual, visualmente, apresentou quantidade
expressiva de vactiolos em 5 e 10 d.p.e. O grupo controle negativo (grupo

Elav-Gal4>UAS-GFP), como esperado, ndo apresentou vacuolos nas diferentes idades.

5.2 Ambos os modelos de DA desenvolvidos em D. melanogaster apresentaram aumento

significativo da quantidade de peptideo BA a 15 d.p.e

A fim de avaliar e comparar o desempenho dos organismos modelo da DA a nivel
molecular, foi feita a quantificacdo do peptideo PA através do ensaio de fluorescéncia com
ThT de amostras dos grupos Elav-Gal4>UAS-GFP,
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP e Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA nas
idades de 2,5,10 e 15 d.p.e. Os dados foram plotados no Graph Pad Prism e a taxa de

fluorescéncia normalizada foi avaliada (Figura 9).
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Figura 9 - Quantificagio de f-amilbide com ThT - One-Way ANOVA
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Legenda: Cuantificagho de [Familoide em pool de amosiras dos diferenics grupos experimentais a 2, 5, 10¢ 15 DPE. As barras representam Média = Emo
Padriin, As harms prefas representam individuos saudiveis (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, controle nepativa), As barras roxas representam modele de DA
caracterrzado pela expressio concomitante de BACE] ¢ APP humanas (grupo ElaveGald=UASGFP, UAS-BACEI, UAS-APP). As harras azuis se referem aos
individues que expressam peptidee BA (grupo Elav-Gald-UAS-GFE, UAS-fA). Nae houve difirencas estatsticamente significantes entre o8 s grupos
experimentais 4 2 d.p.e. O grupo controle apresentou aumento significative de fA em comparagdo com os modelos de DA 8 Sea 10 dpe Jia 15 dpe, houve
aumento significativi de [id em ambos o5 modelos de DA comparado com o canfrobe saudivel, Two-way ANOVA com pas-teste de Tukey, * = p< 003, ** =p

<000 e *** = p< (01, dp.e: Dias apas a eclosio.

De acordo com esses resultados, é possivel observar que a variacdo das médias de
fluorescéncia foi alta, com valores para o grupo controle negativo acima do esperado, e
quando se compara os dois grupos de organismos modelo de Alzheimer, o grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP apresentou maior média de fluorescéncia nas
idades de 2 e 5 d.p.e e o grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA apresentou maior média nas
idades de 10 e 15 d.p.e, conforme a Tabela 3. Foi possivel observar diferenga signativativa na
comparagdo do grupo controle negativo Elav-Gal4>UAS-GFP com o grupo

Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP  (p=0,0247) e com o  grupo
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Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA (p=0,0003) na idade de 5 d.p.e, sendo que a fluorescéncia do

grupo controle foi maior em ambas as comparagdes.

Também houve significancia estatistica na idade de 10 d.p.e na compara¢do do grupo
controle negativo Elav-Gal4>UAS-GFP com 0 grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP  (p=0,0256) e com o  grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA (p=0,0207), repetindo o padrio da maior fluorescéncia no
grupo controle. Na idade de 15 d.p.e, houve significancia estatistica na comparagdo do grupo
controle negativo Elav-Gal4>UAS-GFP com 0 grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP  (p=0,0062) e com o  grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA (p=0,0042), mas com a fluorescéncia do grupo controle

sendo notoriamente menor que a dos modelos de Alzheimer (Tabela 4).

Tabela 3 - Média + EPM (erro padrio médio) da quantificagio de fi-amiloide

Idades
2 d.p.e Sd.p.e 10 d.p.e 15 d.p.e
Elav-Gal4>UAS-GFP 0,63+0,26 0,57+ 0,15 1,00+ 0,16 0,33 £0,09
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-B
ACE1,UAS-APP
Elav-Gal4>UAS-GFPUAS-BA 0,88 +0,24 0,09+0,01 0,53+£0,22  6,56+2,52

Grupos experimentais F1

1,00£0,33 0,16+0,03 038+0,10 3,79+1,42

Legenda: Média = Erro padrio da quantificagio de PA em pool de amostras de individuos saudiveis (grupo
Elav-Gald=UAS-GFP) ¢ de dois modelos de DA, sendo: individuos que expressam ambas BACE] ¢ APP humanas (grupo
Elav-Gald=UAS-GFF, UAS-BACEI, UAS-APP) e individuos que expressam peptideo A (grupo Elav-Gald=UAS-GFP,
UAS-PA). d.p.e = dias apos a eclosdo,

Tabela 4 - Valores de p para comparagoes da quantificagio de f-amiloide entre os
grupos avaliados por idades - One-way ANOVA

Comparativos entre os grupos Idades

experimentais F1 2 d.p.e Sd.p.e 10 d.p.e 15 d.p.e
Elav-Gal4>UAS-GFP vs

Flav-GalZUAS- GERUAS BA - 07435) (p=00247) (r=0,0256) (p=0,0062)
CE1,UAS-APP ’ ’ | |

ns * * * %
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Elav-Gal4>UAS-GFP vs ns ok * kx
Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA  (p=0,6270) (p=10,0003) (p=0,0207) (p=0,0042)
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA
CE1,UAS-APP vs
Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA

ns ns ns ns

(p>0,9999) (p=0,4802) (p>0,9999) (p>0,9999)

Legenda: Valores p da comparacio da quantificagio de JA em peol de individuos sauddveis (grupo Elav-Gald=UAS-GFP) ¢
de dois modelos de DA, sendo: individuos que expressam ambas BACED e APP humanas (grupo Elav-Gal4=1JAS-GFF,
UAS-BACEL, UAS-APP) ¢ individuos que expressam peptideo A (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-BA). d.p.e = dias apds
a eclosdo. One-way ANOVA com pds-teste de Dunn, * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001 & ns = ndo significativo

5.3 Individuos que expressam ambas BACE1 e APP humanas apresentaram diminui¢ao

significativa da taxa de escalada.

A fim de avaliar o desempenho dos grupos modelo para DA a nivel comportamental,
foram comparadas as taxas de escalada do grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP, a qual possui genes que codificam a enzima
BACE humana e de seu substrato (APP), e do grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA, a qual
possui o gene que codifica o peptideo BA, entre si e com o grupo Elav-Gal4>UAS-GFP, que
representa o controle negativo. A comparagdo foi feita com moscas machos e fémeas, nas
idades de 2-4, 5-7, 10-12, 15-17 d.p.e, analisando 4 segundos e 18 segundos de escalada com
o teste Two-way ANOVA de multiplas comparagdes.

Na andlise de 4 segundos (Figura 10), foi observado que o grupo controle negativo
Elav-Gal4>UAS-GFP teve maior média de escalada e dentre os modelos de alzheimer, o
grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP teve uma média menor de escalada
quando comparado ao Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA, conforme a Tabela 5. Também foi
possivel observar uma diferenga significativa na idade de 2-4 d.p.e, em que a taxa de escalada
do grupo controle foi significativamente maior que 0 modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP (p =0,0101). Houve significancia estatistica,
também nessa idade, entre os dois modelos de Alzheimer, sendo que o modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP contou com menor taxa de escalada quando
comparado ao Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA (p = 0,0066). Nio houve diferenca

significativa entre as demais comparagdes, conforme a Tabela 6.
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Figura 10- Taxas de escalada do grapo conteole ¢ modelos Alzheimer (45)
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Legenda: Toxas de escalada de individuos da geragio F1 sawdivers (grupo Elav-Gald=UAS-GET,
controle negative, representado em predo), que expressam ambas BACEL ¢ APP humanas {gripo
Elav-Cal=UAS-GFP, UAS-BACE], UAS-APP, representado em roxo) ¢ que expressam peptiden i
(grupo Elav-Gal=UAS-GFF, UAS-JA, representado em azul). Observou-se diminuigho significativa
da taxs de escaluda em individuos do grupn Elv-Gald=UASGFP, UASBACE], UASAPP em
comparagio com os demais a 2-4 dpe. Néo houve diferenga estatisticamente significante entre os
EMUpOs miks demans whades, As barmas representim Medi £ Erm Padrdo, Two-way ANOVA com
pis-teste de Tukey. * = p <005 ¢ ** = p < 0,01, dp.e: Dias apos a eclosdo.

Tabela 5 - Media + EPM {erro padrio médio) da taxa de escalada (4s)

Idades
Grupos experimentais F1

2-4 d.p.e 5-7 d.p.e 10-12 d.p.e 15-17 d.p.e

Elav-Gal4>UAS-GFP 41,76 £2,93 28,63 + 20,45+1,84 11,96 +
2,66 1,77
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA 25,92 + 11,85 +
32,11 £ 1,91 14,24 £2,58
CE1,UAS-APP 2,99 2,74
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA 43,93 +2,81 33,88 + 11,85+£2,74 9,69 +4,02
2,62

Legenda: Média + Erro padrio das taxas de escalada a 4 segundos de individuos da geragio F1 saudiveis (grupo Elav-Gald=UAS-GFT,
controle negativo), que expressam ambas BACE]D ¢ APP humanas (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-BACEL, UAS-APF) ¢ que
expressam peptideo fA (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-BA, representado em azul). d.p.e = dias apos a eclosao.
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Tabela 6 - Valores de p para comparagoes de atividade locomotora entre os grupos
avaliados por idades (4s) - Two-way ANOVA

Comparativos entre os grupos Idades
experimentais F1 2-4 d.p.e 5-7 d.p.e 10-12 d.p.e 15-17 d.p.e
Elav-Gal4>UAS-GFP vs
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA
CE1,UAS-APP
Elav-Gal4>UAS-GFP vs ns ns ns ns
Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA  (p=10,5931) (»p=0,3333) (p=0,6952) (p=0,8485)
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA
CE1,UAS-APP vs
Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA

* ns ns ns

(p=0,0101) (p=0,7825) (p=0,0620) (p=0,9991)

*%® ns ns ns

(p=0,0066) (p=0,1975) (p=0,4939) (p=0,8789)

Legenda: Valores p da comparagdo das taxas de Escalada a 4 segundos de individuos da geragiio Fl sauddveis (grupo
Elav-Gald=UAS-GFF, controle negativo), que expressam ambas BACEL ¢ APP humanas (grupo Elav-Gal4=UAS-GFF, UAS-BACEI,
UAS-APP) e que expressam peptideo A (grupe Elav-Gald=UAS-GFF, UAS-fA, representado em azul). DPE = dias apos a eclosio.
Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey, ® = p < 0,05, ** = p < 0,01 ¢ ns = nido significativo. d.p.e: Dias apds a eclosio

Na analise de 18s (Figura 11), o grupo controle negativo Elav-Gal4>UAS-GFP teve
uma taxa de escalada abaixo do esperado e dentre os grupos modelo de Alzheimer, o grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP, assim como na andalise de 4 segundos,
contou com menores médias de escalada quando comparado com o grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA, conforme a Tabela 7. Também foi possivel observar
diferengas significativas entre a taxa de escalada do grupo controle negativo
Elav-Gal4>UAS-GFP e do grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA em 2-4 d.p.e (p=0,0030),
5-7 d.p.e (p=0,0017) e 10-12 d.p.e (p=0,0006), sendo que o grupo controle negativo obteve
menor taxa de escalada nessas idades. Além disso, houve diferencga significativa entre o grupo
controle negativo Elav-Gal4>UAS-GFP e 0 grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP nas idades de 5-7 d.p.e (p=0,0169) e 10-12
d.p.e (p=0,0003) sendo que o grupo controle obteve menores taxas de escalada nessas idades.
Entre os dois modelos de Alzheimer s6 houve diferenca significativa na idade 2-4 d.p.e
(p=0,0044), em que o grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP teve menores
taxas de escalada. Nao houve diferenga significativa entre as demais comparagdes, conforme

a Tabela 8.
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Figura 11 - Taxas de escalada do grupo controle ¢ modelos Alzheimer (18s)
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Legenda: Taxas de escalada o 18 segundos de indwviduos da geragdo F1 o saudivers (grupo
Elav-Gal4=UAS-GFP, controle negative, representado em preto). que expressam ambas BACEL e
APP humanas {grupo Elav-Gald=UAS-GFE, UAS-BACEL, UAS-APPE, represemado em roxo) e que
expressam peptideo fA (grupo Elav-Gald=UAS-GFF, UAS-fA, representado em azul). Ohservou-se
aumento significative da taxa de escalada de ambos oz modelos de DA em comparagdo com o
controle a 24 dope, 57 dpee 1012 dpe. Nio howve diferengas estatisticamente significantes entre
trés grupes experimentais a 13-17 d.p.e. Os dois modelos de Alzheimer apresentaram diferengas entre
sioapenas @ 24 dpe; @ onos demas nlervalos, o comparagio entre esses dos grupos,
especificamente, ndoe constatow diferencas estatisticamente significantes, As barras representam
Média + Erro Padido. Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey, * < p< 0,05, ** < p<0,0] ¢ ***

p <= 001, dope: Dias apos a eclosio

Tabela 7- Média+ EPM (erro padrao medio) da taxa de escalada (135)

Idades

Grupos experimentais
2-4 d.p.e 5-7 d.p.e 10-12 d.p.e 15-17 d.p.e

Elav-Gal4>UAS-GFP 78,66 +£4,06 77,47 + 58,20+3,84 62,32 +
2,15 5,14

Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA 87,99 + 52,07 +
87,35+ 2,09 72,84 £3,29
CE1,UAS-APP 1,67 3,93

Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA 94,83 £0,98 85,66 + 71,12+3,48 60,83 +
1,91 7,13

Legenda: Média £ Erro padrio das taxas de escalada a I8 segundos de individuos da geragio Fl saudiveis {grupo
Elav-Gald=UAS-GFP), que expressam ambas BACEL ¢ APP humanas (grupo Elav-Gal4=UAS-GFF, UAS-BACE], UAS-APP) ¢ que
expressam peptideo fA (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-PA). d.p.e = dias apds a eclosio,
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Tabela 8 - Valores de p para comparagoes de atividade locomotora entre o8 grupos
avaliados por idades ( 183) - Two-way ANOVA

Comparativos entre os Idades

grupos experimentais 2-4 d.p.e 5-7 d.p.e 10-12 d.p.e  15-17 d.p.e

Elav-Gal4>UAS-GFP vs

Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA
CE1,UAS-APP

Elav-Gal4>UAS-GFP vs *x *x ok ns
Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA  (p=0,0030) (p=0,0017) (p=0,0006) (p=0,9886)
Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA

CE1,UAS-APP vs

Elav-Gal4>UAS-GFP, UAS-BA

ns * kK ns

(p=0,1594) (p=0,0169) (p=0,0003) (p=0,1645)

*x ns ns ns

(p=0,0044) (p=0,7040) (p=0,8675) (p=0,6539)

Legenda: Valores p da comparagio das xas de Escalada a 18 segundos de individuos da geragho Fl saudiveis (gropo
Elav-Gald=UAS-GFP), que expressam ambas BACE] ¢ APP humanas (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-BACEI, UAS-APP) ¢ que
expressam peptideo [iA (grupo Elav-Gald=UAS-GFP, UAS-BA). Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey. * =p <005, **=p = 0,01,
#E = < (001 ¢ ns = nio significative. d.p.e: Dias apos a eclosio.

6. Discussio

O presente estudo buscou validar modelos experimentais in vivo para o estudo da DA
utilizando cruzamentos entre diferentes linhagens transgénicas de Drosophila melanogaster.
Para tanto, analisou-se a atividade locomotora, as caracteristicas estruturais do parénquima
cerebral e a deposi¢do de PA dos individuos F1 gerados a partir desses cruzamentos. A DA ¢
uma injuria de prevaléncia crescente e, por isso, considerada prioridade de saude publica pela
OMS (Alzheimer's Disease International; World Health Organization, 2022). Por isso, a
busca por modelos animais que permitam uma melhor compreensdo de suas complexidades é
de extrema relevancia, especialmente quando construidos em Drosophila, organismo que
oferece diversas vantagens, como a possibilidade de manipulagdes genéticas que simulam
aspectos da patologia de interesse de forma mais controlada e econdmica; e o ciclo de vida
estreito, o que favorece andlises de alteragdes ligadas ao envelhecimento em um curto periodo

de tempo e, portanto, atrativo para estudos sobre injurias neurodegenerativas (E. Bier, 2005).
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A presenca de lesdes vacuolares no parénquima cerebral ¢ um sinal de
neurodegeneracdo na D.melanogaster (Ortiz GG et al., 2015). Ainda que iniciando em
diferentes idades, sendo o aparecimento precoce nos individuos que expressam peptideos BA
(grupo Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BA) em comparagdo aos individuos que expressam ambas
BACE1 e APP (grupo Elav-Gal4>UAS-GFP,UAS-BACEI,UAS-APP), o qual, visualmente
apresentou maior presenca de vacuolos a partir de 5 d.p.e, observou-se vactiolos no
parénquima cerebral dos dois modelos de DA avaliados neste trabalho, o que mostra que os
dois modelos sdo satisfatorios em reproduzir uma importante manifestacdo fenotipica
associada a DA. Como esperado, individuos saudaveis (grupo controle negativo,
Elav-Gal4>UAS-GFP), ndo apresentaram vacuolos em diferentes idades. Tal degeneragao nos
corpos de cogumelo e nos lobos oOpticos da Drosophila melanogaster sao de extrema
importancia para a fisiopatologia da DA, j& que os corpos de cogumelo sdo estruturas
associadas a memoria e ao aprendizado e os lobos Opticos abrigam neurdnios relacionados a

visdo (Drosophila for Biology Courses, 2021).

Durante o processamento das amostras para histologia, houve problemas com as
amostras de Elav-Gal4>UAS-GFP com 2 d.p.e e com a coloragio da amostra de
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP com 15 d.p.e. Tais problemas podem estar
relacionados a temperatura da parafina no momento da inclusdo, pois o tecido cerebral ¢
particularmente sensivel a desidratacao térmica (Fischer, A. H., ef al. 2008). Essa seria uma
hipdtese para explicar o problema somente nesses dois grupos, pois cada grupo foi incluido
individualmente em blocos e uma vez que os passos iniciais ndo tenham sucesso, o tecido nao

reagira bem as coloragdes como HE.

A ThT ¢ um corante fluorescente amplamente utilizado para a detec¢do e
quantificagdo de fibrilas com estrutura rica em folhas B, especialmente fibrilas amiloides,
porém ndo € especifica para o peptideo BA (Matthew B., Shohei K., 2010). Neste estudo, ao
observar as comparagdes entre os resultados com significancia estatistica da quantificacao de
BA entre os grupos, o grupo controle Elav-Gal4>UAS-GFP teve uma fluorescéncia maior do
que os grupos modelos de DA, o que foi inesperado. Uma das possiveis explicacdes para esse
fato ¢ que a ThT ndo é um corante especifico para peptideo PBA, ela pode se ligar a outras
proteinas com estrutura de folhas f (Matthew B., Shohei K., 2010), o que seria uma possivel

explicagdo para a alta fluorescéncia do grupo controle.

Outro fator a ser considerado € a possivel interferéncia de outros compostos presentes

no ambiente celular que podem competir pela ligagdo com a ThT. O grupo controle, ao nao
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apresentar as mesmas condi¢des patoldgicas, pode ter um ambiente mais favoravel para a
interacao da ThT com as fibrilas de BA, resultando em maior fluorescéncia (Gao ef al., 2018).
Nesse sentido, na idade de 15 d.p.e, com envelhecimento dos dois grupos, o grupo controle
contou com uma fluorescéncia significativamente mais baixa que os grupos modelos de DA,
indicando que apos as alteragdes decorrentes do envelhecimento, houve uma melhor interagao
entre a ThT e os compostos fibrilares ja organizados nos grupos modelos de DA. Com isso,
foi possivel observar uma maior fluorescéncia no grupo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA,
indicando uma maior quantidade de peptideo BA neste grupo, o que condiz com a
fisiopatologia da doenga humana, j& que nas idades mais avancadas, a gravidade da DA
aumenta, assim como seus efeitos, decorrentes do crescente acumulo de peptideo BA em
placas e a consequente neurodegeneracao, evidenciada também nas analises histopatologicas

deste estudo.

Os dados obtidos com o ensaio de Geotaxia Negativa corroboram com estudos
anteriores, como Costa Silva e colaboradores, 2022 e Malta e colaboradores, 2022 ): esses
pesquisadores também observaram reducdo na média de escalada em individuos que
expressam ambas BACEl e APP humanas (neste trabalho, referido como grupo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP). Essa ¢ uma -caracteristica intimamente
relacionada a DA, j& que a neurodegeneracao leva a prejuizos na funcao locomotora e estes se
tornam mais pronunciados com o acumulo de placas senis (Novellino et al., 2020). No
entanto, os resultados do presente estudo apresentaram algumas divergéncias, como a reducao
estatisticamente significante na taxa de escalada a 2-4 d.p.e na avaliacdo a 4s desse grupo
quando comparado ao controle (grupo Elav-Gal4>UAS-GFP), sendo que nos estudos
supracitados essa redugao ocorreu de forma mais tardia, além de que usaram somente machos
no ensaio. No entanto, ndo houve diferencas significativas em outras idades. J4 na avaliagdo
da escalada a 18s, esse mesmo grupo apresentou aumento significativo da taxa de escalada em
comparagao aos individuos do grupo controle para os intervalos 2-4, 5-7, ¢ 10-12 d.p.e, e tal
padrao também foi observado nos individuos que expressavam peptideos BA (grupo

Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA) (da Costa Silva JR ef al., 2022; Malta et al., 2022).

O fato da média de escalada do grupo controle ter sido menor pode ser explicado pelo
uso de machos e fémeas nesta pesquisa e somente de machos nos estudos anteriores, pois as
fémeas podem apresentar hormonios ou podem estar carregando uma prole, o que pode
interferir no padrao de escalada (Ye Changtian, et. al., 2023). Isso posto, de modo geral, a

reducdo da taxa de escalada dos modelos de Drosophila para DA ¢é um anélogo
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comportamental de déficits motores e cognitivos observados em humanos com DA (Priiling

K, et al., 2013)

Por fim, ¢ valido ressaltar que o presente trabalho € o primeiro a comparar a atividade
locomotora entre dois diferentes modelos de DA construidos em D. melanogaster, ndo tendo
sido constatada diferencas estatisticamente significantes ao comparar a taxa de escalada do
intervalo de 5-7 a 15-17 d.p.e em 4 ou 18 segundos desses individuos, o que indica que ambos
os modelos podem ser aplicados na avaliagao de fenotipo de reducao da atividade locomotora
apresentado na DA. A 2-4 d.p.e em 4 e em 18 segundos, entretanto, 0 grupo que expressa
ambas BACE1 e APP humanas apresentou taxa de escalada significativamente menor em
comparag¢ao ao modelo que expressa peptideo BA, o que indica que a expressao concomitante
de BACE1 e APP humanas em D. melanogaster esta associada a déficit locomotor precoce e

mais intenso.

A integracao das andlises morfologica, molecular e comportamental em diferentes
idades do modelo neste estudo permitiu uma avaliagdo abrangente da progressao
neurodegenerativa nos dois modelos transgénicos de Drosophila melanogaster para DA. As
analises histologicas foram essenciais para o estudo ao evidenciar degeneragdo vacuolar no
tecido cerebral dos grupos modelos, servindo como marcador morfolégico da
neurodegeneracao. A quantificagdo molecular do peptideo BA por meio da ThT possibilitou a
deteccdo do acumulo de agregados proteicos ricos em folhas P, caracteristicos da via
amiloidogénica, validando a presenca do fenodtipo molecular da doenga. O teste RING
corrobora esses achados ao identificar alteragdes no comportamento locomotor associadas a
disfungdo neuronal, revelando diferencas temporais e de intensidade entre os grupos, o que
reflete o comprometimento motor observado clinicamente em pacientes com Alzheimer

(Zidan, M, et al., 2012).

A correlacdo entre os trés niveis de analise fortalece a validade dos modelos
utilizados, permitindo concluir que ambos reproduzem caracteristicas fundamentais da
patologia, ainda que com padrdes distintos de inicio e progressao da toxicidade neuronal. Esse
tipo de abordagem integrada ¢ crucial, pois fornece multiplas evidéncias convergentes sobre
os mecanismos patologicos da DA, permitindo uma comparagao mais robusta entre diferentes

estratégias genéticas de indugdo da doenga.

Possiveis passos futuros do presente estudo incluem testes como /ife spam para anéalise

de sobrevivéncia, testes estatisticos de regressdo linear no ensaio RING para avaliar também a
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velocidade da progressio da DA e ensaios de memoria, como Y-maze, além de uma
investigacdo de marcadores de estresse oxidativo. Também se sugere a padronizacao do uso
de apenas um sexo ou a separagdo de machos e fémeas nas andlises, a fim de reduzir a
variabilidade hormonal e reprodutiva observada, especialmente nas respostas locomotoras, e
avaliar como o sexo influencia no fenotipo do modelo separadamente. A longo prazo, o
desenvolvimento de analises comportamentais mais complexas e o uso de abordagens 6micas
(transcriptdmica e protedmica) poderdo oferecer uma visdo ainda mais detalhada dos efeitos
sistémicos da DA nos modelos transgénicos, contribuindo para a identificagdo de novos alvos
terapéuticos e biomarcadores da doenca. Assim, sera possivel avaliar o comportamento de
compostos neuroprotetores ou inibidores da via amiloidogénica, utilizando os modelos

validados como plataforma de triagem farmacologica.

7. Conclusao

O presente trabalho buscou validar e otimizar modelos transgénicos de Drosophila
melanogaster como ferramentas alternativas no estudo da DA, diante da crescente demanda
por modelos experimentais mais acessiveis, €ticos e eficientes. A partir das andlises
comportamentais, histoldgicas e bioquimicas realizadas, foi possivel observar que os dois
modelos testados, Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA e
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP, apresentaram fendtipos compativeis com
manifestagdes caracteristicas da DA, como comprometimento locomotor, degeneracao

vacuolar no tecido cerebral e grande quantidade do peptideo BA.

Embora alguns resultados inesperados tenham sido observados, como a maior
fluorescéncia da ThT no grupo controle em determinadas idades e maior taxa de escalada do
grupo controle em algumas idades, esses achados foram discutidos a luz de variaveis
experimentais relevantes, como a presenca de agregados nao fibrilares em estagios precoces
da doenga, que sdo menos detectaveis pela ThT e o uso de ambos os sexos. Tais fatores
reforcam a complexidade da DA e evidenciam a necessidade de anélises multifatoriais na

validagdo de modelos experimentais.

De maneira geral, os dados obtidos indicam que os dois modelos sdo vidveis para
estudos de DA em Drosophila, sendo 0 modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP mais sensivel para avaliar o inicio precoce
da disfungdo locomotora, enquanto o modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA demonstrou
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um padrdo mais precoce de degeneracdo morfoldgica, além de uma maior quantidade de
peptideo BA na maior idade avaliada. Assim, ambos os modelos podem ser utilizados de
forma complementar a critério da exigéncia de cada pesquisa, pois o modelo
Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BACE1,UAS-APP conta com a expressdo de genes da enzima
BACE humana e seu substrato, a APP, que sera clivada de forma a produzir o peptideo BA e o
modelo Elav-GAL4>UAS-GFP,UAS-BA conta com o gene do proprio peptideo BA
neurotoxico, portanto, ambos os modelos levam ao produto final da via amiloidogénica,
porém de formas distintas. Tal fato contribui significativamente para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na DA, além de representar uma alternativa eficiente e

economicamente viavel para triagem de compostos terapéuticos.
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