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Why should I worry about tomorrow, when I know

that all I got to do is trust You Lord?

Behind the scenes and in the details

You plan the perfect way for me

For good, every little thing, everything will be all right.
- Hillsong Young & Free
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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (D.A) ¢ responsavel por 60-70% dos casos de deméncia
diagnosticados, cujo aumento estimado ¢ de 10 milhdes de diagndsticos anuais. A D.A ¢
descrita como um declinio cognitivo progressivo que afeta a capacidade de formagdo de
memoria recente como também fungles intelectuais basicas. Neuropatologicamente, ¢
caracterizada pelo acumulo de placas B amiloides e formagdo de emaranhados neurofibrilares,
além disso, apresenta um carater inflamatério que pode ser alvo de estudos para
desenvolvimento de terapias. Diante disso, inibidores de epdxido hidrolase soluvel a base de
uréia, cuja eficacia como anti-inflamatério ja foi comprovada em diferentes casos, podem
desempenhar um papel positivo no tratamento de D.A uma vez que apresenta efeito
neuroprotetor. Dado a incidéncia da D.A e como ela prejudica os individuos afetados, ¢ de
extrema importancia estudar tal patologia a fim de elucidar os processos envolvidos e
desenvolver possiveis terapias. Uma das formas eficientes para realizagdo desse estudo, é o
uso de organismo modelo como Drosophila melanogaster, que além de um baixo custo, facil
manutengdo e curto ciclo de vida, apresenta também um alto grau de conservagdo biologica
entre seu genoma e o de humanos, e permite manipulagdo genética afim de se obter modelos
que mimetizem o processo da D.A. Neste estudo, buscamos investigar a toxicidade do
inibidor de epoxido hidrolase soluvel TPPU em Drosophilas melanogaster, como também
avaliar seu efeito na progressdo do Alzheimer em moscas modelos para a doenca. Os
resultados mostraram a viabilidade de se usar determinadas concentra¢des para tratamentos
nas moscas, ¢ também a ndo modulagdo dos efeitos da doenga (avaliados por meios de teste

comportamentais) nas moscas modelos de D A.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster, Doenga de Alzheimer, TPPU.
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1. INTRODUCAO

A deméncia, caracterizada como uma sindrome que implica na diminui¢do da
capacidade intelectual, ¢ uma das causas principais de incapacidade e dependéncia entre
idosos no mundo. Dentre os casos de deméncia diagnosticados, 60-70% destes sdo
consequéncias da Doenga de Alzheimer considerada entdo a forma mais comum de deméncia.
(MENTAL; GAP; PROGRAMME, 2012). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude,
em 2017 j& existiam 50 milhdes de pessoas acometidas por deméncia e estima-se um aumento
anual de 10 milhdes de novos diagnosticos.

A Doenga de Alzheimer (D.A) € descrita como um declinio cognitivo progressivo que
se inicia geralmente com prejuizo na capacidade de formagdo de memorias recentes, e evolui
afetando todas as fung¢des intelectuais basicas além de possibilitar a morte prematura
(MAYEUX; STERN, 2012) . A D.A pode manifestar-se precocemente quando ocorre em
individuos com menos de 60 anos, e tardiamente em individuos acima de 65 anos, sendo que
a diferenca primordial entre essas duas formas esté relacionada a suas caracteristicas genéticas
especificas (VIEGAS et al., 2011). A manifestacdo tardia € a mais comum, e representa 95%
dos casos diagnosticados (OJOPI, BERTONCINI, DIAS NETO, 2004).

As caracteristicas neuropatologicas da D.A. incluem reducdo de massa encefalica,
lesdes que podem resultar na perda de neurdnios e fungdes sinapticas, depodsitos extracelulares
de peptidio f amiloide (BA) no cortex, placas senis e também os emaranhados neurofibrilares
(GEMELLL, et al., 2013; SERRANO-POZO et al., 2011). O processo proteolitico da proteina
precursora amiloide (APP) quando realizado pelas enzimas [ e ¥-secretase resultam em
fragmentos de PA insoliveis que ao serem acumulados nos tecidos neuronais formam
agregados fibrilares levando a neurotoxicidade (SERENIKI, VITAL, 2008; VIEGAS et al,,
2011).

A Hipotese da Cascata Amiloide considera o efeito neurotoxico de BA como parte
essencial do desenvolvimento da doenga, e seu acimulo e agregacdo sdo os responsaveis pela
formacg@do de placas senis cuja concentragdo pode estar relacionada com o grau de deméncia
dos afetados. Os emaranhados neurofibrilares por sua vez, sdo compostos pela proteina TAU
que esta associada aos microtiubulos dos axdnios (VIEGAS et al., 2011), cuja funcgio ¢
estabilizar os microtibulos e regular os transportes axonais.

A hiperfosforilagdo anormal da proteina TAU, tem como consequéncia a degeneragdo
progressiva dos neurdnios (SALIM; ABRAHIN, 2012) como também apresenta certa
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toxicidade aos mesmos. Diante disso, maneiras de se obter a neuroprote¢do sdo sempre de
interesse nos estudos relacionados a D.A. Os metabolitos oriundos da clivagem do acido
araquidonico chamados de acido epoxieicodatruendico (EET), quando presentes, sdo
rapidamente convertidos em di-hidroxieicosatriendicos por meio de hidrélise realizada pelas
epoxido hidrolase soluveis (EHs), e o que os estudos indicam € que o aumento de EET através
da inibi¢do das EHs, tem surtido um efeito neuroprotetor e anti-oxidante (YAO et al., 2016).

Estudos com inibidores de EHs a base de ureia, apontam que estes possuem carater
anti-inflamatorio (INGRAHAM; GLESS; LO, 2011; SHEN; HAMMOCK, 2012).e o uso
desses inibidores podem apresentar resultados positivos no tratamento de D.A. ja que
diferentes estudos indicam que existe um processo inflamatorio associado a D.A. capaz de
influenciar no desenvolvimento e progressdo da doenga (AKIYAMA et al., 2000; LEE et al,
2010; MEDEIRQOS, 2007).

Evidéncias foram encontradas em cérebros de pacientes com D.A. a partir de exames
post mortem, nos quais haviam mediadores inflamatorios em abundancia (ROCHA et al,,
2011) validando assim a correlagdo entre o processo inflamatério e a doenga (SASTRE;
KLOCKGETHER; HENEKA, 2006). Portanto, algumas das abordagens para o tratamento da
D.A. incluem o uso de anti-inflamatorios, uma vez que € aceitdvel supor que sdo capazes de
atuar como protetores neurais (IMIG; HAMMOCK, 2009; SIMPKINS et al., 2009) e que
consequentemente tem potencial em aumentar o desempenho cognitivo (HALLIDAY et al.,
2000).

Uma das formas eficientes para estudos de doengas como D.A ., € o uso de organismos
modelos como Drosophilas, camundongos entre outros, que auxiliam no maior entendimento
dos mecanismos da doencga, ajudam na elucidagdo dos fendomenos naturais e permitem o
conhecimento sobre a acdo de medicamentos em potenciais (FERREIRA; HOCHMAN,;
BARBOSA, 2005). A abordagem de Drosophila melanogaster como modelo para estudo de
doengas neurodegenerativas ¢ consolidada devido ao elevado grau de conservagdo biologica
entre os genomas da mosca e de humanos, a disponibilidade de técnicas para manipulagdo e a
vantagem do curto ciclo de vida (BILEN; BONINI, 2005).

A semelhanca dos aspectos da biologia celular entre Drosophila e humanos, abrange
desde a expressdo génica até sinaptogénese, conectividade neural, sinalizagdo e morte celular
(SANG; JACKSON, 2005). Drosophilas apresentam um sistema nervoso complexo, atraente
para estudos de disfun¢do neuronal e doencas neurodegenerativas com capacidade de

desenvolver comportamentos como aprendizagem e memoria (CHAN; BONINIL, 2000). Além
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disso, ha a possibilidade da expressio de proteinas mutantes que provocam a
neurodegeneracdo mimetizando assim as doengas observadas em humanos e aumentando seu
potencial como modelo de estudo dessas patologias (SANG; JACKSON, 2005).

O uso de linhagens transgénicas de Drosophila melanogaster encontradas em centros
de estoques como o Bloomington, sdo preciosas ferramentas nos estudos relacionados a
diferentes doencas incluindo a D.A. O cruzamento entre linhagens expressando GAL4
(driver) com linhagens expressando UAS (responder) tem como resultado proles que
expressam os genes acoplados ao responder em locais especificos direcionados pelo driver.
No caso de moscas modelos de D. A que mimetizam a via amilodogénica do processo
humano, tem-se expresso proteinas precursora de amiloide (APP) e enzima [-secretase
(BACE) ambos acoplados a UAS e direcionados ao cérebro (CHAKRABORTY et al., 2011,
DAHMANN, 2008).

Sendo a D.A., uma patologia com grande incidéncia na populacdo mundial,
abordagens alternativas para tratamentos tornam-se relevantes como forma de minimizar os
efeitos causados por ela. Uma dessas alternativas € o uso de anti-inflamatérios e inibidores de
epoxido hidrolase. Por esse motivo € interessante avaliar como o uso de TPPU pode afetar o
organismo de estudo e o desenvolvimento da patologia.

E valido considerar que o TPPU é comprovadamente eficiente para tratamentos em
processos inflamatorios de outras doengas como periodontite em modelo animal (SILVA,
2016), porém, ainda ndo € cientificamente comprovado sua eficicia em relagdo as
neurodegenerativas. Portanto, conhecer seus efeitos em organismos modelos de D.A, ¢ de
grande importancia para compreender parte dos mecanismos da doenga e desenvolver uma

possivel forma de tratamento que podera ser mais explorada em trabalhos futuros.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a agdo do TPPU em Drosophila melanogaster modelo de D.A.

2.2. Objetivos Especificos
Determinar a toxicidade de diferentes concentragdes de TPPU;,
Estabelecer tratamentos em Drosophila melanogaster com diferentes concentragdes de TPPU;

Avaliar agdo do composto através de teste comportamental;
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencio dos organismos modelos utilizados

Para a realizacdo desse trabalho, foram utilizadas moscas (Drosophila melanogaster)
do tipo selvagem Canton S, e em outro momento foram utilizadas moscas geneticamente
modificadas, obtidas por meio do banco de estoque do Bloomington:
P{GawB}elav®!> P{UAS-mCDS8::GFP.L}LL4,P{hsFLP} 1w (BL#5146) e w!!3;P(UAS-
BACE,UAS-APP1.L)2 (BL#29877) que de agora em diante serdo mencionadas como elav-
Gal4 e UAS-BACE respectivamente. As moscas foram mantidas em estufas a 25 °C com
ciclo circadiano de 12/12 horas de claro e escuro.

Para obtengdo das moscas modelos de Alzheimer, foi realizado um cruzamento entre
fémeas virgens da linhagem elav-Gal4 com machos da linhagem UAS-BACE. As linhagens
parentais foram previamente expandidas, e alocados em frascos de vidro contendo meio de
cultura padrdo Bloomington. O cruzamento denominado expansdo foi mantido durante 10
dias, no 7° dia foram retiradas todas as moscas utilizadas no cruzamento, e a partir do 10° dia
foram coletadas fémeas virgens da linhagem elav-Gal4 e realizado o cruzamento com machos
da linhagem UAS-BACE, ap6s 7 dias de cruzamento os frascos foram esvaziados e realizada
coletas de pupas selecionadas que ap6s eclodirem deram origem a moscas com genotipo w*,
elav-GAL-4; ; UAS-BACE,UAS-APP/+ citadas nesse trabalho como moscas modelos de

Alzheimer.
3.2 Droga
O TPPU foi sintetizado por Paul D. Jones e doado pelo Prof. Dr. Bruce Hammock da

University of California - Davis, a Figura 1 mostra sua estrutura quimica, cuja formula

molecular ¢ C16H20F3N303 e seu aspecto ¢ de um po branco.
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Figura 1. Estrutura quimica do 1-Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yhurea (TPPU)

Para uso nesse trabalho o TPPU foi previamente diluido em polietilenoglicol (PEG), e
considerando as caracteristicas quimicas do TPPU, a mistura de TPPU + PEG na
concentragdo de 10mg/mL foi sonicada e deixada repousando overnight em temperatura
ambiente de modo que, ao final, obtivemos uma solu¢do limpida e cristalina.

Para se obter as concentra¢des desejadas tanto para apenas o veiculo (PEG) quanto
para a mistura droga + veiculo, ambos foram diluidos em 4gua destilada e homogeneizados

por meio de agitacdo.

3.3 Ensaio de toxicidade

Moscas selvagens da linhagem Canfon § foram submetidas ao ensaio de toxicidade a
fim de definir quais doses seriam utilizadas nos testes de tratamento com moscas do modelo
de Alzheimer. As moscas recém eclodidas foram inseridas em vials (tubos de acrilico
transparentes) contendo meio de puré enriquecido (RIBEIRO; GAIVAO, 2010) preparado
com agua e TPPU previamente diluido PEG.

Foram submetidas as seguintes concentragdes: 12ug/mL, 6ug/mL, 3pg/mL, 1,5ug/mL
e 0,75ug/mL do composto (ISLAM et al., 2017), acompanhadas pelos controles de agua, e
veiculo PEG em concentragdo de 3,24% (v/v). Foi usado uma quantidade média de 27 moscas
por vial e cada dose foi testada em triplicata. O volume total da preparacdo dos meios para
cada vial foi de SmL.

A obtenc¢do da curva de toxicidade, foi feita a partir da contagem do numero de mortes
dos individuos a cada troca do meio durante 20 dias. Através deste ensaio foi também
avaliado a presenga de pupas em cada concentragdo do tratamento e suas respectivas taxas de

eclosdo, foi feita contagem manual seguida de analise estatistica dos dados.
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3.4 Tratamento

Apos obtengdo dos resultados do ensaio de toxicidade, foi estabelecido quais dosagens
de TPPU seriam utilizadas no tratamento de moscas modelos de Alzheimer, as concentragdes
escolhidas foram 3pg/mL e 1,5ug/mL e controle de PEG a 0,824% (v/v). Foram feitos dois
tratamentos em tempos distintos e sob diferentes condigdes. No primeiro momento, machos e
fémeas foram tratados separadamente e avaliados durante 14 dias com » de aproximadamente
16 moscas por vial. No segundo momento o tratamento foi aplicado apenas em machos,
avaliados também durante 14 dias com » experimental médio de 30 moscas por via/. Em
ambas as condi¢les foram usados moscas das 3 linhagens (Alzheimer e ambos os parentais)
todas com o mesmo intervalo de idade.

Mantidas na estufa a 24 °C, com troca do meio por 3 vezes na semana até a finaliza¢ao
de todo o processo, as moscas foram alimentadas com puré enriquecido preparado apenas
com agua destilada em seus primeiros dias de vida. A administra¢do da droga por meio da
alimentagdo comegou quando as moscas atingiram idade na faixa de 8-12 dias ap6s a eclos@o,
as que foram selecionadas para controle negativo, permaneceram em meio de puré feito com
agua destilada, e as moscas selecionadas para controle de veiculo e tratamento passaram a
receber sua alimentagdo de puré enriquecido preparado com solugdo contendo veiculo e
TPPU respectivamente.

Todas as dosagens utilizadas no tratamento foram testadas em triplicatas e todo o
processo de tratamento sob a segunda condi¢do (utilizando apenas machos) foi realizado em

duplicata para melhor validagdo dos resultados obtidos.

3.5 Avaliacio comportamental

O teste de RING (Rapid Interative Negative Geotaxis) originalmente descrito por
Gargano et (2005) consiste na avaliagdo do desempenho locomotor de Drosophila
melanogaster através da capacidade de escalada. As mocas submetidas aos tratamentos com
TPPU acompanhada de seus controles foram entdo avaliadas por meio deste teste no qual
utilizou-se tubos transparente de 9,5 cm de altura por 2,3 cm de didmetro que foram alocados
em raque de doze lugares, apos a alocagdo foram mantidas por 20 minutos em repouso e
siléncio, a 40cm de distancia de uma fonte luminosa constituida por lampada flourescente de

cor branca com as seguintes especificagdes: 18W, 220V, 6500K e 122mA. Apos o periodo de
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ambientagdo deu inicio a avalia¢do da escalada. Cada vial continha uma quantidade média de
27 moscas, e apos desloca-las para o fundo dos mesmos por meio de 3 batidas consecutivas
em esponjas, avaliou-se o progresso de escalada de uma altura igual ou superior a 5
centimetros, em fung¢do do tempo igual a 4 segundos. Esse teste pode indicar quando ha
reducdo da atividade locomotora associada a idade ou a fatores como neurodegeneragio
(MESQUITA et al., 2008).

As moscas foram avaliadas em diferentes tempos de tratamento, apos 24 horas em
meio contendo droga, 7 dias e 14 dias. Todos os procedimentos foram filmados com camera
de 8 megapixels, e as analises iniciais dos testes RING foram feitas utilizando se o programa
Quicktime®, com padronizagio de 4 segundos completos correspondentes a 120 frames de
leitura do video. A contagem dos frames foram feitas a partir do tempo em que a raque foi
alocada em superficie plana apds o deslocamento das moscas, sendo esse considerado como

tempo O da escalada.

3.6 Analise estatistica

Todos os dados obtidos nesse trabalho foram submetidos a analise estatistica nos testes
D’Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e KS todos para verificagdo da normalidade com o
0,05. As médias obtidas nos testes de toxicidade e o primeiro teste comportamental (realizado
com machos e fémeas), foram submetidas ao teste ANOVA sendo em seguida feito
comparag¢des multiplas por meio do teste de 7ukey (o 0,05). Os dados coletados na analise de
empupamento e eclos@o foram analisados por meio do teste Kruskal-Wallis (P < 0,05) sendo
este um teste ndo paramétrico. Os resultados dos testes comportamentais feitos apenas com
machos foram analisados por meio de teste 7 com significancia estabelecida em P < 0,05.
Todas as analises foram feitas através do software GraphPad PrismR versdo 7 com

apresentacdo de valores com minimo, média e maximo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacio da toxicidade do TPPU
Para a avaliagdo de toxicidade do composto com as moscas da linhagem Canfon S,
foram comparadas as porcentagens de sobrevivéncia entre os tratamentos nas diferentes doses

(12, 6, 3, 1,5 e 0,75 pg/ml) e os grupos controles que receberam apenas agua ou veiculo

(Figura 2).
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Figura 2- Curva de toxicidade do TPPU (A) Representacéio grafica da % de moscas da linhagem Canton S, durante 21 dias
de ensaio. (B) A area da curva de cada tratamento € representada nesse gratico mostrando visualmente as diferencas que cada
curva apresentou no decorrer do experimento.

Foi possivel observar conforme mostrado na Figura 2, uma alta taxa de mortalidade
nos tratamentos com TPPU em doses de 12pg/ml e 6ug/ml. O controle negativo feito com
veiculo (PEG) em concentra¢do igual a 3,24% (v/v), também provocou uma alta taxa de
mortalidade. No entanto, as moscas apresentaram maior taxa de sobrevivéncia no veiculo
quando comparado com moscas tratadas na maior dose de TPPU (12ug/ml - todas morreram
no 15° dia de tratamento).

Como foram tratados individuos adultos, as feméas realizaram ovoposi¢do em meio
contendo TPPU. Por isso foi observar a redu¢do e em alguns casos at¢ mesmo auséncia de
pupas em vials nos diferentes tratamentos, consequentemente, foi avaliado a taxa de eclosdo
que essas pupas apresentaram de modo que isso foi capaz de auxiliar nas etapas seguintes

desse trabalho.

Figura 3- Visualizacao da presenca e auséncia de pupas em meios contendo TPPU.
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Figura 4- Avaliacdo da presenca de pupas e eclosdo de adultos em meios contendo TPPU. (A) Quantidade total de pupas
presente nos vials de cada tratamento e a quantidade respectiva de eclosdo. (B) Taxa de ecloséo das pupas nos diferentes

tratamentos.

Como podemos observar na Figura 3, a presenca do TPPU nas maiores concentragdes
avaliadas (12ug/mL e 6ug/mL) resultou na completa auséncia de pupas. Ja os meios contendo
TPPU em concentragdes iguais a 3ug/mL e 1,5ug/mL, embora tenham tido uma menor
quantidade de pupas em relag@o ao controle negativo (H20), Figura 4A ainda assim obtiveram
uma boa relagdo entre a razio do numero de pupas presentes no frasco pelo nimero de
eclosdo das mesmas. Tanto o veiculo quanto o tratamento com TPPU 0,75ug/mL nao
interferiram na quantidade de pupas presentes no meio, porém, das pupas alocadas em vials
cujos parentais e larvas receberam meio preparado contendo veiculo, poucas eclodiram Figura

4B.

A n3o eclosdo das pupas em altas concentragdes de TPPU pode estar relacionada com
a inibi¢do da epdxido hidrolase responsavel pela hidrélise do hormonio juvenil (HJ) nas
fémeas adultas e em larvas (MINAKUCHI, RIDDIFORD, 2006), essa atividade hidrolitica ¢
necessaria para a reproducdo normal das fémeas e sua ovoposi¢do, e a interferéncia com o
inibidor ¢ uma hipdtese valida que explica os resultados encontrados, uma outra hipotese € a
relagdo entre a epdxido hidrolase que converte o HJ em HJ-diol em pupas, que tem sido alvo
de inibi¢do tendo como resultado um efeito inseticida (JIN MINNA; LIN XINDA, 2014,
KHLEBODAROVA et al., 1996; TUSUN et al., 2017).

E importante ressaltar também que o TPPU ja teve sua eficacia como anti-
inflamatorio comprovada em mamiferos, € embora a maior parte dos inibidores de EH
eficientes em mamiferos ndo apresentaram efeitos em insetos, ndo se pode afirmar que um

inibidor que tenha efeito em insetos ndo tera efeito em mamifero, dessa forma, ndo se pode
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predizer com absoluta certeza qual serd o efeito em insetos apenas baseado na pressuposi¢ao

do ndo funcionamento (MINAKUCHI; RIDDIFORD, 2006).
4.2 Tratamento e avaliacio comportamental

Apos esses resultados obtidos, definiu-se que para o tratamento de moscas modelos de
D.A seriam usados TPPU nas concentra¢des 3 e 1,5ug/mL, e veiculo em concentracio
0,824% (v/v). O motivo da escolha das doses se deu pelo fato de apresentarem baixa
toxicidade e embora o segundo tratamento tenha sido realizado apenas com machos e,
portanto, ndo esperava-se presenca de pupas, o fato de o TPPU ser essencialmente um
inseticida capaz de afetar a via do hormonio juvenil dos insetos, fez com que tal precaugdo
fosse tomada, uma vez que ndo se sabe ao certo seu mecanismo de agdo assim como ndo €
possivel afirmar como isso poderia afetar ou ndo os machos adultos que foram usados durante
o tratamento.

O tratamento foi inicialmente aplicado em machos e fémeas que foram criados
separadamente. Na avaliagdo feita com 24 horas apos inicio do tratamento, ficou evidente a
diferenca entre a % de escalda de fémeas em comparacdo aos machos, sendo que os machos
apresentaram uma maior escalada independente do tratamento que receberam (Figura 5A). No
teste de 48 horas machos do controle negativo novamente tiveram uma escalada maior que as
fémeas, porém nesse tempo, os individuos tratados com TPPU 3ug/mL ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (Figura 5B). Os grupos tratados com TPPU 1,5ug/mL por sua
vez apresentaram diferencga significativa em todos os testes durante todo o tratamento. No 7° e
14° dia ndo houve diferenca na escalada dos grupos controles (agua), e o grupo de machos

tratados com TPPU 3ug/mL ndo foram analisados por terem sido perdidos (Figura 5C e 5D).
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Figura 5- Comparacfo da escalada entre machos e fémeas modelos de Alzheimer tratadas com TPPU. A.B e
C representam a % de escalada apds 24 horas, 7 dias e 14 dias respectivamente, de tratamento com TPPU acompanhado de
controle negativo. D representa uma visualizaco das comparacdes ao longo do tempo total de andlise do experimento. Os
valores estfo representado com maximo e meédia e foi utilizado teste ANOVA para calculo da diferenca estatistica * indica p
< 0,05 ** indica p < 0,01, **** indica p < 0,0001.

As diferengas encontradas entre a escalada de machos e fémeas ¢ naturalmente
esperada uma vez que os machos apresentam atividade fisica espontdnea maior que as fémeas
(WOODS; KOWALSKI; ROGINA, 2014). Isso influenciou na decisdo de utilizagdo apenas
de machos no segundo tratamento somado ao fato de que a escalada em machos apresenta
uma maior linearidade em fung¢do do tempo de analise (RHODENIZER et al., 2008).

Ap6s resultados do primeiro tratamento, foi iniciado entdo o segundo tratamento que
foi aplicado apenas em machos modelos de Alzheimer durante 14 dias. Foi avaliado por meio
de comparagdo com os controles, a progressido esperada da doenga, possivel de ser visualizada
a partir da analise da atividade locomotora das moscas. Conforme mostra a Figura 6(A-D), as
moscas modelos de Alzheimer tendem naturalmente a apresentar uma porcentagem menor de
escalada em relacdo ao controle, e como justificado, ao longo do tempo essa porcentagem
tende a diminuir a medida que a doenga se desenvolve no organismo. Essa diferenca pode ser

associada a neurodegeneragdo em func¢do do tempo que ocorre em moscas modelos de

Alzheimer (LOPEZ ARIAS, 2012).
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Figura 6. Comparacio da % de escalada entre moscas machos modelos de Alzheimer e seus parentais. Moscas
alocadas em meio preparado apenas com HxO. A, B e C representam a % de escalada apés 24 horas, 7 dias e 14 dias
respectivamente, de tratamento do controle negativo. D representa uma visualizacdo das comparacdes ao longo do tempo
total de andlise do experimento. Os valores estdo representado com minimo e maximo e foi utilizado teste 7 (realizado em
duas etapas — foi comparado elav-Gal4 com Alzheimer seguido de comparacgio ente UAS-BACE e Alzheimer) para calculo
da diferenca estatistica. ** indica p < 0,01, **** indicap < 0,0001.

Quando submetidos a andlise estatistica, foi possivel identificar a diferenca
significativa através de teste 7 ao comparar a escalada das moscas de Alzheimer com seus
parentais de forma pareada (analisou-se Alzheimer x elav-Gal4 e em seguida Alzheimer x
UAS-BACE). Uma vez que todos estavam inseridos em meios preparados apenas com agua,
temos a partir desses dados a validagdo do modelo para estudo da patologia de interesse. A
diferencga estatistica pode ser observada a partir de diferentes métodos de avaliagdo e ndo
apenas com o teste de geotaxia negativa, ensaios com observagdes tridimensionais também
comprovam a dificuldade progressiva das moscas modelos em situa¢des de deslocamento

vertical (JAHN et al., 2011).

E importante que ndo haja interferéncia do veiculo durante o tratamento a fim de evitar
viés no experimento. No entanto, ao compararmos a escalada das moscas tratadas com veiculo
em relagdo ao controle negativo (dgua), obtivemos o resultado apresentado na Figura 7. Nos

testes de 24 horas (Figura 7A) ndo houve diferenca significativa entre a escalada dos controles
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negativos comparados aos controles sob administragdo de veiculo, porém, ao 7° e 14° dia de
tratamento (Figura 7B-C) a escalada das moscas inseridas no meio de cultura preparado
apenas com agua, foi inferior a daquelas que receberam veiculo, isso pode ser justificado pelo
fato de que alguns estudos descrevem o PEG como tendo efeito neuroprotetor (KWON et al .,
2011). O estudo citado traz uma revisdo de diferentes ensaios relacionados a danos a medula
espinhal, porém apresenta o uso de PEG como tendo um resultado positivo para a recuperagdo
de axdnios. A Figura 7D representa de forma temporal a % de escalada das moscas nos

diferentes tratamentos
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Figura 7. Comparacio da % de escalada entre moscas modelos de Alzheimer quando tratadas com veiculo em relacdo
ao controle negativo da agua. A, B e C representam a % da escalada das moscas apds 24 horas, 7 dias e 14 dias
respectivamente. D representa uma visualizacdo das comparacdes ao longo do tempo total de analise do experimento. Os
valores estdo representado com minimo e maximo e foi utilizado teste ¢ para calculo da diferenca estatistica. ** indica p<
0,01.

Ao compararmos os tratamentos com TPPU e o veiculo (PEG), observamos conforme
mostrado que no teste de 24 horas (Figura 8A) n3o houve diferenga significativa entre os
tratamentos, no teste de 7 dias houve diferenca significativa entre tratamentos com TPPU
3ug/mL e veiculo (Figura 8B), e no 14° ndo houve diferenga significativa entre nenhum dos
tratamentos (Figura 8C). A Figura 8D representa de forma temporal a % de escalada das
moscas nos diferentes tratamentos. A auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos
com TPPU e o veiculo (PEG) mais especificamente a melhora da escalada esperada pela agdo

do TPPU, pode ser justificada pelo fato do TPPU ser um inibidor de EHS. Estudos indicam
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que ha diferenga entre EHS e epdxido hidrolase microssomal (EHM) e ambas podem ter
diferentes concentragdes em diferentes tecidos com fungdes especificas. A possibilidade € que
o TPPU seja capaz de inibir EHS mais do que inibir as EHM que possivelmente estava
presente em maior quantidade no inseto, ndo se pode afirmar que a premissa € verdadeira pois
os estudos que descrevem tais diferencas foram feitos em relagdo a saude humana

(MORISSEAU; HAMMOCK, 2013).
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Figura 8. Comparac¢ao da % de escalada entre os tratamentos com TPPU e o controle tratado com veiculo
(PEG). A, B e C representam a % da escalada das moscas apds 24 horas, 7 dias e 14 dias respectivamente. D representa uma
visualizacfio das comparacdes ao longo do tempo total de analise do experimento. Os valores estdo representado com minimo
e maximo e foi utilizado teste ¢ para calculo da diferenga estatistica, * indica p< 0,05.

Outra hipotese € que a quantidade de TPPU testada ndo foi suficiente para inibir a
quantidade de EH presente, ja que € sabido que hd um aumento de EH no cérebro de pacientes
com DA e também em outros organismos modelos como camundongos (FARIN;
OMIECINSKI, 1993; LIU et al.,, 2006; TAJIMA et al., 2013). A diferenga entre os
tratamentos com veiculo (PEG) e composto (TPPU) apenas no 7° dia de tratamento pode
como ja citado, estar relacionado ao efeito neuroprotetor gerado pelo veiculo, e a auséncia
dessa diferenga no teste com 14 dias pode ser devido a avangada progressdo da doenga a fim

de ndo fosse mais visivel o efeito do veiculo quando comparado com TPPU 3ug/mL , ou até
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mesmo que o PEG usado de veiculo para TPPU 3ug/mL tivesse sido acumulado e gerado um

efeito benéfico ao ponto de sua escalada se igualar com o controle do veiculo.

5. CONCLUSAO

e Foi possivel concluir que doses maiores que 6ug/mL. de TPPU sdo tdxicas e
prejudiciais a Drosphila melanogaster .

o E possivel realizar tratamentos em Drosophila melanogaster usando TPPU mesmo
que esse seja um inseticida.

e A agdo do composto TPPU enquanto anti-inflamatério ndo modula o comportamento

(teste escalada) no modelo de Alzheimer utilizado
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