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“Yes, there are two paths you can go by
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APRESENTACAO

Em todo o mundo, milhdes de pessoas sofrem de deméncia ocasionada
principalmente pela doenca de Alzheimer (DA), algumas projecdes demonstram
qgue no Brasil a populacdo tende ao aumento exponencial do nimero de idosos
levando a mais individuos afetados pela DA. Com isso, explorar o potencial
profilatico e terapéutico de produtos naturais provenientes de nossa fauna e flora
pode contribuir para a desacelera¢do no numero de acometimentos da doenca.

O Brasil possui uma vasta diversidade de abelhas nativas e com isso, a
capacidade de obter produtos, como o pélen, com diferentes caracteristicas fisicas
e quimicas, tendo sido apontado na literatura como um derivado com grande
potencial medicinal. Em vista da possibilidade de facilmente obter e manter
Drosophila melanogaster em laboratério, o presente estudo buscou analisar os
efeitos do polen obtido da espécie Tetragonisca angustula popularmente conhecida

como Jatai, em Drosophila melanogaster modelo da doenca de Alzheimer.



CAPITULO |

FUNDAMENTACAO TEORICA
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1. Aspectos gerais da Doencga de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia entre idosos,
sendo responsavel por cerca de até 70% dos casos e tendo 0 avanc¢o da idade
como o fator de risco mais consideravel. O nimero de individuos com deméncia
tende ao crescimento exponencial, uma vez que a expectativa de vida aumenta
e o envelhecimento da populagéo ocorre em todo o mundo (HAMPEL et al.,
2018).

Em 2015, aproximadamente 47 milhées de pessoas viviam com deméncia e
estima-se que até 2050 sera cerca de 131,5 milh&es, sendo a maior parte dos
casos em paises com renda média e baixa (PRINCE et al., 2015). Atualmente
a DA pode ser diferenciada em duas formas: DA familiar e DA de inicio tardio.
A DA familiar € caracterizada por ocorrer de forma mais precoce, geralmente
antes dos 60 anos e envolver uma forte influéncia genética. Ja a DA de inicio
tardio ocorre apds os 60 anos e é considerada a forma mais comum da doenca
(DE FALCO et al., 2016).

A caracteristica mais marcante da doenca de Alzheimer é a perda
progressiva da memdria, embora outros aspectos também sejam afetados,
como as habilidades cognitivas e motoras que podem sofrer alteracdes
precoces ou tardias durante a evolucao da doenca, que por sua vez, também
pode ser acompanhada de outros males como alucinacfes, delirios e
depressdo, levando a um alto grau de incapacidade e dependéncia nos
individuos afetados (BENNETT et al., 2015).

A patogenia da DA é complexa e envolve dois eventos principais: a
aglomeracgéo do peptideo B-amiloide (AB) formando placas amildides, sendo
este derivado da proteina precursora amiloide (APP); e a agregacao da proteina
tau hiperfosforilada que leva a formacdo de emaranhados neurofibrilares
intraneuronais, com isso, tanto o peptideo B-amildide, quanto a proteina tau sao
considerados biomarcadores da doenca (BALDACCI et al., 2017; HAMPEL et
al., 2018). O processamento proteolitico da APP através da enzima -secretase
gerando peptideos B-amildide é conhecido como via amilodoigénica, nesse

processo, sao produzidos peptideos de tamanhos variados, porém aqueles
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contendo quarenta e quarenta e dois aminoacidos (AB4oe AB42) Sdo as principais
isoformas produzidas (CHAKRABORTY et al, 2011; DE STROOPER;
ANNAERT, 2000).

Na via amilodoigénica (Fig. 1), a enzima [-secretase cliva a APP gerando
fragmentos N-terminal extracelulares, que também passam por clivagem pela
enzima y-secretase na regiao C-terminal, produzindo um peptideo A completo
extracelular que ira se ligar a outros peptideos e formar fibrilas, resultando na
doenca de Alzheimer (HARDY, 1997; TAN; AZZAM, 2017).

T
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Figura 1. Processos envolvidos na formac¢do da via nao-amilodoigenica e via
amilodoigenica. Adaptado de TAN & AZZAM (2017).

A formagdao de fibras e emaranhados por toda a extensao cerebral dificulta
a montagem e organizac¢do de microtubulos, podendo, em ultimo caso, levar a
morte neuronal (TAN; AZZAM, 2017). Além da prépria formagéo de placas senis
e emaranhados neurofibrilares, outros aspectos podem contribuir
negativamente para a patogénese da doenca de Alzheimer, como a
neuroinflamacéo e o estresse oxidativo (HENEKA et al., 2015). Embora esses

eventos possam ser observados em cérebros de individuos ndo acometidos
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pela doencga, os sintomas néo sdo observados conjuntamente e com mesma
intensidade em individuos sem DA (DE FALCO et al., 2016).

2. Estresse oxidativo na DA

No organismo, processos vitais como imunidade, apoptose, ativacdo de
fatores transcricionais e fosforilagdo de proteinas, sdo dependentes de uma
producdo equilibrada de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, se nao
mantidas em niveis baixos, podem ter efeitos nocivos relacionados ao estresse
oxidativo, em estruturas celulares importantes (PIZZINO et al., 2017,
RAJENDRAN et al., 2014). O estresse oxidativo pode ser definido como uma
consequéncia do desequilibrio entre a formacéo e eliminacdo de radicais livres
pelas células, que pode levar a prejuizos em diversos niveis celulares, sendo
possivel observar sua influéncia em doencas cardiovasculares, renais,

respiratorias, neurolégicas, cancer e diabetes (PIZZINO et al., 2017).

O estresse oxidativo esta relacionado a patogénese da DA, envolvendo
processos de oxidacédo proteica, lipidica, molecular e glicoxidacéo, e de acordo
com a literatura, diversas evidéncias sugerem um amplo papel do estresse
oxidativo na neurodegeneracdo da DA, sendo demonstrada a exposi¢do do
tecido cerebral ao estresse oxidativo durante o curso da doenga. (GELLA;
DURANY, 2009). A Glutationa intracelular (GSH) é uma importante molécula
envolvida na defesa das células contra o estresse oxidativo, sendo os niveis de
GSH consideravelmente diminuidos com o avanco da idade, levando ao
desequilibrio entre a producdo de EROs e defesa antioxidante (GELLA;
DURANY, 2009; SASAKI et al., 2001; ZHU; CARVEY; LING, 2006).

Na doencga de Alzheimer é possivel observar a presenca de varios produtos
derivados de estresse oxidativo como: 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), acroleina,
malondialdeido e F2-isoprostanos, sendo o HNE capaz de modificar proteinas
e gerar diversos efeitos como a inibicdo de transportadores neuronais de glicose
e glutamato (KELLER et al., 1997; TAMAGNO et al., 2003). Além disso, HNE
esta envolvido na peroxidacéo lipidica e € considerado um citotdxico neuronal
sendo considerado um marcador caracteristico de neurodegeneragédo na DA

estando envolvido na progressao da doenca (BARONE et al., 2017).
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Sabe-se também que o DNA € vulneravel ao dano por estresse oxidativo,
sendo o 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80OHAG) e 8-hidroxiguanosina (80HD)
importantes marcadores de dano molecular encontrados na doenca de
Alzheimer, bem como o aumento da quebra de fitas de DNA, que podem ser
observadas em placas B-amildide (FENG; WANG, 2012). A propria formacao de
placas B-amiléide pode levar a eventos de estresse oxidativo, sendo necessario
o desenvolvimento de mais terapias com potencial de reducdo do estresse
oxidativo e producédo de peptideos B-amildide (BUTTERFIELD; SWOMLEY;
SULTANA, 2013).

3. Antioxidantes

Em 30 anos de pesquisa — de 1981 a 2010 — apenas 4 drogas direcionadas
para a doenca de Alzheimer foram aprovados, sendo um namero extremamente
baixo quando comparado a aprovacgao de drogas direcionadas ao tratamento do
cancer, antibacterianos e antivirais por exemplo. As terapias atuais para DA sao
capazes de aliviar sintomas, mas ndo fornecem a cura nem interrompem a
progressao da doenca (POHL; LIN, 2018).

Os antioxidantes sdo considerados promissores alvos terapéuticos para a
DA, visto que podem ocorrer falhas no sistema antioxidante endégeno com o
aumento da producdo de radicais livres (UTTARA et al., 2009). Quando o
sistema antioxidante interno ndo € capaz de superar o dano oxidativo é
necessario que haja fornecimento externo de antioxidantes (antioxidantes
exdgenos), para reducdo do efeito acumulativo causado pelo estresse oxidativo
(GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2001; POHL; LIN, 2018).

A dieta humana representa uma importante fonte exdgena de antioxidantes
e tem despertado interesse para a terapia da DA, havendo varios compostos
naturais com resultados promissores em estudos pré-clinicos in vivo, além de

outros ja sendo estudados em ensaios clinicos (ANDRADE et al., 2019).

Ha muitos anos os seres humanos utilizam produtos derivados de secrecdes
glandulares de abelhas, sejam para fins nutricionais ou como medicamentos,

entre esses produtos destacam-se a geleia real, propolis e polen de abelha
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(CORNARA et al., 2017). O pélen de abelha € considerado um suplemento
natural, derivado do pdélen de diversas plantas que séo coletados pelas abelhas
e misturados com suas secrecdes, sendo conhecido por melhorar as funcdes
imunologicas, mas também tem sido atribuido a funcbes anti-inflamatorias,
antioxidantes, antifingicas e antibacterianas, entre outras (CAMPOS et al.,
2008; DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016; Ll et al., 2019).

As propriedades do pdlen de abelha estdo relacionadas a diversidade da
flora local onde o pdlen é coletado, mas também €& sugerido na literatura que o
pélen de abelha passa por um processo de enriquecimento através da atividade
de microrganismos envolvidos na colmeia. Considerando a rica diversidade da
fauna brasileira e das espécies de abelha sem ferrdo presentes, o pélen de
abelha brasileiro possui um grande potencial do ponto de vista bioquimico
podendo auxiliar no tratamento e/ou prevencdo de diversas patologias
(DUARTE et al., 2018; MOHAMMAD; MAHMUD-AB-RASHID; ZAWAWI, 2021).

Carboidratos, enzimas, minerais e acidos graxos sao alguns dos
componentes encontrados no polen de abelha, o que o torna um produto natural
de alto valor nutricional e medicinal (DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016;
KOMOSINSKA-VASSEV et al.,, 2015). Além disso, seus componentes
flavonoides, alcalbides e fenolaminas o torna um importante alvo de estudo
bioquimico (ZHANG,; LIU; LU, 2020).

4. Drosophila melanogaster e o sistema GAL4-UAS

Drosophila melanogaster tem se destacado no estudo de diversas doencas
humanas por representar um modelo biolégico considerado quatro em um, pois
possui um tempo de vida curto e seu desenvolvimento consiste em quatro
estados morfolégicos: embrido, larva, pupa e adulto, possibilitando diversas
andlises em cada fase de seu ciclo de vida (PANDEY; NICHOLS, 2011). E um
modelo de facil manutencéo e baixo custo, com a importante caracteristica de
gerar grandes progénies em um unico cruzamento (NGUYEN; MOEHRING,
2015; TAN; AZZAM, 2017). Além disso, possui aspectos comportamentais
complexos e questbes éticas menos rigidas para sua utilizacdo em pesquisas
(CHA et al., 2019).
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Geneticamente, Drosophila melanogaster possui quatro pares de
cromossomos, sendo trés pares autossOmicos e um par de Cromossomos
sexuais (HALES et al., 2015). A partir do sequenciamento de seu genoma foi
possivel observar homologias genéticas e alta similaridade entre suas vias de
biossintese e de humanos (ADAMS et al, 2000). Sabe-se que,
aproximadamente 75% dos genes humanos que estdo ligados a doencgas,
possuem ao menos um homdlogo em D. melanogaster (SANG; JACKSON,
2005). O amplo conhecimento acerca de sua genética tem grande influéncia em
pesquisas moleculares avancadas e andlises funcionais de genes ligados a
doencas humanas, proporcionando analises em larga escala (BILEN; BONINI,
2005).

A descoberta de elementos transponiveis, 0s tranposons, permitiu a
construcdo de linhagens transgénicas de D. melanogaster com sistemas de
expressao génica direcionados, sistemas de delecéo, insercdo de elementos
transponiveis e transgénicos knock-down (ROOTE; PROKOP, 2013).
Pesquisas envolvendo doencas neurodegenerativas humanas, como por
exemplo, Doenca de Parkinson (DP), Doenca de Alzheimer (DA) e Deméncia
frontotemporal (DFT), tem utilizado D. melanogaster como organismo modelo,
considerando sua complexidade cerebral importante para analises de disturbios
cerebrais e/ou comportamentais relacionados a doengas humanas (HIRTH,
2012). Assim, sua utilizacao na triagem de farmacos e compostos aumentam as

chances de descoberta e sucesso de novas drogas (LEE et al., 2014).

A expresséao de genes humanos em D. melanogaster, tornando-a um modelo
de DA, é possivel gracas ao sistema GAL4-UAS. O fator de transcricdo GALA4,
proveniente de leveduras, é ligado a um gene promotor tecido-especifico e
inserido na mosca, enquanto o gene ligado a doenca de interesse € colocado
sob o controle da sequéncia UAS (Upstream Ativator Sequence) e sera ativado
na presenca de GAL4 (FISCHER et al., 1988; TAN; AZZAM, 2017).

A sequéncia UAS (responder) é inserida juntamente com o gene de interesse
em uma linhagem de D. melanogaster, enquanto GAL4 (driver) é inserida em
outra. Assim, apenas a progénie descendente das linhagens parentais sera uma

linhagem GAL4-UAS e ira expressar a proteina humana em um tecido
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especifico, pois a sequéncia de DNA controlada por UAS s0 serd ativamente
transcrita nos tecidos que expressarem GAL4 (DE LAZZARI et al., 2020).

Dessa forma, a engenharia genética é capaz de produzir moscas modelo de
DA que mimetizam a via amilodoigenica da doenca, levando a producéo do
peptideo B-amiloide. A presencga do peptideo AB no sistema nervoso central de
D. melanogaster pode levar a mimetizacdo de algumas alteracdes
comportamentais, patologicas e neuroanatdbmicas observadas em pacientes
com a doenca de Alzheimer, tornando o modelo interessante para a avaliacéo
de respostas relacionadas a tratamentos (CHAKRABORTY et al., 2011).
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CAPITULO II

Artigo: Potencial antioxidante e anti-Alzheimer do podlen da

abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula (Jatai)
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é considerada a principal causa de deméncia em
idosos no mundo, levando a perda progressiva de memaria, comprometimento de
habilidades cognitivas e motoras, gerando alto grau de incapacidade e
dependéncia. O desenvolvimento da DA esta relacionado ao acumulo de placas
senis no cérebro sendo causada pela via amilodoigénica da doenca, onde diversos
eventos estdo genéticos e bioquimicos estdo relacionados ao desenvolvimento da
DA, sendo o estresse oxidativo um deles. Devido a escassez de drogas
direcionadas para o tratamento da DA, compostos antioxidantes sdo cada vez mais
estudados como alvos terapéuticos para a doenca. Desse modo, exploramos neste
trabalho o potencial antioxidante e anti-Alzheimer do extrato de pdlen de
Tetragonisca angustula em Drosophila melanogaster. Para isso, produzimos
Drosophila melanogaster AD-like, um modelo que expressa genes relacionados a
via amilodoigénica da doenca de Alzheimer. Investigamos a origem floral do pdlen
coletado, realizamos a prospeccdo fitoquimica e avaliamos sua capacidade
antioxidante in vitro. Para os experimentos in vivo, avaliamos em D. melanogaster
a capacidade de sobrevivéncia e escalada com diferentes concentracfes do extrato
de pdélen. Nossos resultados demonstraram que o extrato de pélen de Tetragonisca
angustula possui uma consideravel resposta antioxidante e alta concentracdes de
importante fitoquimicos como flavonoides e polifendis, além disso, foi capaz de
melhorar a sobrevivéncia de D. melanogaster e em todas as concentracfes
utilizadas melhorou a capacidade de escalada das moscas apés 15 dias de
tratamento. Desse modo, demonstramos a capacidade do pélen de Tetragonisca
angustula como um importante produto a ser estudado visando o isolamento de

moléculas com potencial alvo terapéutico para a doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Pdlen, Tetragonisca angustula, Doenca de Alzheimer, Drosophila

melanogaster, antioxidantes.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is considered the main cause of dementia in the elderly in
the world, leading to progressive memory loss, impairment of cognitive and motor
skills, generating a high degree of disability and dependence. The development of
AD is related to the accumulation of senile plaques in the brain being caused by the
amylodoigenic pathway of the disease, where several genetic and biochemical
events are related to the development of AD, with oxidative stress being one of
them. Due to the scarcity of drugs aimed at the treatment of AD, antioxidant
compounds are increasingly being studied as therapeutic targets for the disease.
Thus, in this work, we explore the antioxidant and anti-Alzheimer potential of the
Tetragonisca angustula pollen extract in Drosophila melanogaster. For this, we
produced Drosophila melanogaster AD-like, a model that expresses genes related
to the amylodoigenic pathway of Alzheimer's disease. We investigated the floral
origin of the collected pollen, carried out the phytochemical prospection and
evaluated its antioxidant capacity in vitro. For the in vivo experiments, we evaluated
in D. melanogaster the ability to survive and climb with different concentrations of
the pollen extract. Our results showed that the pollen extract of Tetragonisca
angustula has a considerable antioxidant response and high concentrations of
important phytochemicals such as flavonoids and polyphenols, in addition, it was
able to improve the survival of D. melanogaster and at all used concentrations it
improved its ability to climbing of flies after 15 days of treatment. Thus, we
demonstrate the capacity of Tetragonisca angustula pollen as an important product
to be studied aiming at the isolation of molecules with a potential therapeutic target

for Alzheimer's disease.

Keywords: Pollen, Tetragonisca angustula, Alzheimer's Disease, Drosophila

melanogaster, antioxidants.
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INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia entre idosos,
sendo responséavel por cerca de até 70% dos casos e tendo o avanc¢o da idade
como o fator de risco mais consideravel, tendendo ao crescimento exponencial,
uma vez que a expectativa de vida aumenta e o envelhecimento da populacao
ocorre em todo o mundo (1). A caracteristica mais marcante da doenca de
Alzheimer é a perda progressiva da memoria, embora outros aspectos também
sejam afetados, como as habilidades cognitivas e motoras que podem sofrer
alteracdes precoces ou tardias durante a evolucdo da doenca, que por sua vez,
também pode ser acompanhada de outros males como alucinacdes, delirios e
depressao, levando a um alto grau de incapacidade e dependéncia nos individuos
afetados (2).

A patogenia da DA é complexa e envolve dois eventos principais: a
aglomeracao do peptideo B-amiloide (AB) formando placas amiloides, sendo este
derivado da proteina precursora amiloide (APP) e a agregacdo da proteina tau
hiperfosforilada que leva a formagcdo de emaranhados neurofibrilares
intraneuronais, com isso, tanto o peptideo B-amiloide, quanto a proteina tau sao

considerados biomarcadores da doenca (3-4).

O estresse oxidativo esta relacionado a patogénese da DA, envolvendo
processos de oxidacao proteica, lipidica, molecular e glicoxidacao, e de acordo com
a literatura, diversas evidéncias sugerem um amplo papel do estresse oxidativo na
neurodegeneracdo da DA, sendo demonstrada a exposicéo do tecido cerebral ao
estresse oxidativo durante o curso da doenca (5). A propria formacéao de placas [3-
amildide pode levar a eventos de estresse oxidativo, sendo necessario o
desenvolvimento de cada vez mais terapias com potencial de reducéo do estresse

oxidativo e de producgao de peptideos B-amiloide (6).

Em 30 anos de pesquisa — de 1981 a 2010 — apenas 4 drogas direcionadas
para a doenca de Alzheimer foram aprovados, sendo um numero extremamente
baixo quando comparado a aprovacdo de drogas direcionadas ao tratamento do
cancer, antibacterianos e antivirais por exemplo. As terapias atuais para DA sdo

capazes de aliviar sintomas, mas nado fornecem a cura nem interrompem a
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progressdo da doenca (7). A dieta humana representa uma importante fonte
exogena de antioxidantes e tem despertado interesse para a terapia da DA,
havendo varios compostos naturais com resultados promissores em estudos pré-

clinicos in vivo, além de outros ja sendo estudados em ensaios clinicos (8).

O pdlen de abelha é considerado um suplemento natural, sendo derivado do
pélen de diversas plantas que séo coletados pelas abelhas e misturados com suas
secrecdes e € conhecido por melhorar as fungdes imunoldgicas, mas também tem
sido atribuido a funcbes anti-inflamatorias, antioxidantes, antifUngicas e
antibacterianas, entre outras (9-11). Carboidratos, enzimas, minerais e acidos
graxos sao alguns dos componentes encontrados no pdélen de abelha, o que o torna
um produto natural de alto valor nutricional e medicinal (12-13). Além disso, seus
componentes flavondides, alcalbides e fenolaminas o torna um importante alvo de

estudo bioquimico (14).

Pesquisas envolvendo doencas neurodegenerativas humanas, como por
exemplo, Doenca de Parkinson (DP), Doenca de Alzheimer (DA) e Deméncia
frontotemporal (DFT), tem utilizado D. melanogaster como organismo modelo,
considerando sua complexidade cerebral importante para andlises de distarbios
cerebrais e/ou comportamentais relacionados a doencas humanas (15). Assim, sua
utilizacdo na triagem de farmacos e compostos aumentam as chances de
descoberta e sucesso de novas drogas (16). A presencga do peptideo A no sistema
nervoso central de D. melanogaster pode levar a mimetizagdo de algumas
alteracbes comportamentais, patoldégicas e neuroanatdmicas observadas em
pacientes com a doenca de Alzheimer, tornando o modelo interessante para a

avaliacao de respostas relacionadas a tratamentos (17).

Desse modo, o presente estudo buscou avaliar as propriedades bioquimicas
antioxidante e o potencial anti-alzheimer do pdélen de Tetragonisca angustula em

Drosophila melanogaster modelo da doenga de Alzheimer.
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Materiais e métodos

1. Preparacao do extrato

Foram obtidos 83g de pdlen retirado de colmeias de Tetragonisca angustula
localizadas no meliponério da Universidade Federal de Uberlandia — UFU. Apés a
pesagem, o polen foi colocado em um béquer juntamente com 581 mL de metanol
absoluto (1/7) e agitado por 30 minutos. Apos 88 horas sem contato com a luz e
em temperatura ambiente o liquido resultante foi filtrado e submetido a um
rotoevaporador (Figura 1). O extrato obtido foi liofilizado e congelado, obtendo-se

119 de extrato bruto.

4]

Figura 1. Processo de obtencéo do extrato de pélen. (A) Potes onde sdo armazenados o
pélen de abelha. (B) Pdlen de Tetragonisca angustula apds a retirada dos potes. (C)
Mistura entre pélen e metanol absoluto no processo de extracdo. (D) Filtracdo para
separacao da parte liquida e sélida. (D) Liofilizag&o para separagéo do extrato do polen e
metanol absoluto. Fonte: Autoria prépria.

2. Laminas palinoldgicas

As amostras de pdlen bruto in natura foram acetolizadas (Erdtman, 1960) e
montadas em laminas microscoépicas, segundo Louveaux et al. (1978). Os tipos
polinicos foram identificados com base na literatura (Salgado-Labouriau, 1973),
colecdo de laminas (Funed-Pol) disponivel na rede de espécies
(http://www.splink.org.br), exemplares de referéncia presentes no Laboratorio de
Morfologia, Microscopia e Imagem Vegetal (LAMOVI) - UFU e também de acordo

com as plantas do entorno da colméia das abelhas.
3. Prospeccao fitoquimica

Para a determinacdo das concentracfes totais de polifendis, taninos
condensados e flavonoides no extrato utilizou-se como base o método de ZOU et
al. (2011) modificado por FRANCO et al. (2020) em microplacas de 96 pocgos. O
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extrato foi diluido em metanol na concentracdo de 10 mg/mL. Todas as analises
foram feitas em triplicata.

3.1 Determinacdo da concentracdo de polifendis

Para a determinacéo de fendis totais, utilizou-se o reagente Folin Ciocalteu
na qual envolve a reducdo do reagente de Folin (mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotingstico) pelos compostos fendlicos. O ensaio foi iniciado
com a adicédo de 5 pL da amostra, 25 pL de solugcéo aquosa do reagente Folin-
Ciocalteu e 195 pL de dgua milli-Q em cada poco e depois incubado por 6 min a
25°C. Apds a incubacéo, adicionou-se 75 pL de carbonato de calcio Na2COs (7%)
e a placa foi novamente incubada por 2h a 25°C na auséncia de luz.

A determinacao foi feita pela medida da absorbancia em espectrofotometro
no comprimento de onda de 760 nm. O mesmo procedimento foi realizado
utilizando 5 puL de metanol para obtencao do branco. O conteudo de fendis totais
foi obtido utilizando uma curva analitica construida com padrdes de acido galico,
nas concentracdes de 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 ug/mL. Os
resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de acido galico por

grama de amostra (mg GAE/Q).

3.2 Determinacdo da concentracdo de taninos Condensados

O conteudo de proantocianidinas foi determinado utilizando vanilina. O
mecanismo da reagdo que ocorre entre a vanilina e o tanino condensado em HCI
€ do tipo substituicdo eletrofilica no anel aromatico. Essa metodologia néo
identifica os taninos hidrolisaveis, pois conforme as suas estruturas de
ressonancia, os carbonos na posicao orto em relacdo a carbonila apresentam
densidade de carga positiva para os taninos hidrolisaveis, o que impede que
ocorra uma substituicdo eletrofilica no anel aromatico. Em cada pogo, foram
adicionados 10 pL da amostra, 200 pyL de solugdo metandlica de vanilina (4%) e
100 uL de HCI concentrado e, sequencialmente, incubou-se por 15 min a 25°C. A
determinacao foi feita pela medida da absorbancia em espectrofotometro no
comprimento de onda de 500 nm.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando 10 pL de metanol para
obtencdo do branco. O conteudo de fendis totais foi obtido utilizando uma curva
analitica construida com padrdes de catequina (CE), nas concentracdes de 31,25;
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62,5; 125; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL. Os resultados foram expressos como
miligramas de equivalentes de catequina por grama de amostra (mg CE/Q).

3.3 Determinacdo da concentracdo de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado utilizando-se como complexante o
cloreto de aluminio. Nessa andlise, o cation aluminio (AI**) forma complexos
estaveis com os flavonoides, que apresentam absor¢cdo em comprimento de onda
maior do que o flavonoide ndo complexado. Em cada poco, foram adicionados 30
ML da amostra, 180 pL de agua milli-Q e 10 pL de solugéo 5% de NaNO: e entéo,
deixou-se a placa sob incubacao por 6 min a 25°C e na auséncia de luz.

Apos, adicionou-se 20 uL de solugao de AICI3 (10%) e deixou-se em repouso
por mais 6 min a 25°C e na auséncia de Luz. A determinacao foi feita pela medida
da absorbancia em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 425 nm. O
mesmo procedimento foi realizado utilizando 30 pL de metanol para obtencéao do
branco. O conteudo de flavonoides foi obtido utilizando uma curva analitica
construida com quercetina isolada, nas concentracdes de 31,25; 62,5; 125; 250;
500; 1000 e 2000 upg/mL. Os resultados foram expressos como miligramas de

equivalentes de quercetina por grama de amostra (mg QE/qg).
4. Atividade antioxidante

Para os ensaios antioxidantes, o extrato de pélen e o flavonoide quercetina
foram solubilizados em metanol e o ascorbato (controle positivo) em agua, todos
na concentracdo de 1 mg/mL para o método FRAP (Capacidade de reducao do
Ferro) e 100 ug/mL para o método ORAC (capacidade de absorcéo de radicais de
oxigénio). Para o método de eliminacdo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), as amostras foram diluidas em série a partir da concentracéo de 1
mg/mL para a determinacao do valor de ICso. Todas as analises foram realizadas
em triplicata e os resultados foram expressos como porcentagem (%) de
capacidade antioxidante para ensaio de DPPH, com ICso dado como pg/mL, e

equivalentes de trolox (umol Trolox/g) para ensaios FRAP e ORAC.

4.1 Capacidade de reducao de ferro (FRAP)

A analise da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi baseado em
BENZIE; STRAIN (1996). Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes nas amostras
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reduzem Fe®* a Fe?*, o qual é quelado pelo composto TPTZ (2,4,6-tri (2piridil) -s-
triazina) formando o complexo Fe?* P2 de coloracdo azulada (BENZIE; STRAIN,
1996). Inicialmente, incubou-se 250 pL do reagente de FRAP, constituido por 10
volumes de tampéao acetato de sédio (0,3 mol/L e pH 3,6), 1 volume de solucéo
acida de TPTZ (10 mmol/L) e 1 volume de solugcédo aquosa de cloreto férrico (20
mmol/L), com 10 pyL de extrato/particdo e 25 yL de agua milli-Q durante 6 min a
37° C. As absorbéancias foram medidas em espectrofotbmetro a 593 nm e a
capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica
construida com acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox).
O tampéo acetato de sédio foi utilizado como branco.

4.2 Capacidade de sequestro do radical peroxil (ORAC)

A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi baseada em
PRIOR et al. (2003). Neste ensaio, todos os reagentes foram preparados em
tampao fosfato a 75 mmol/L e pH 7.4. Inicialmente, 25 uL de extrato/particao
foram misturados a 150 pL de fluoresceina (0,085 nmo/L) e incubados a
temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, adicionou-se 30 pL da solugéo de
Azobis para dar inicio a reacdo. A intensidade de fluorescéncia (485 nmex/ 528
nmem) foi medida em espectrofluorimetro e foi verificada a cada 1 min e 30s
durante 90 min. O branco foi realizado substituindo o extrato/particdo por tampao
fosfato. A perda de fluorescéncia da fluoresceina foi medida utilizando o calculo
da area sob a curva e a capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma
curva analitica construida com &cido Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-

2-carboxilico).

4.3 Sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O método de DPPH foi baseado no método descrito por SHARMA; BHAT
(2009) e adaptado por FRANCO et al. (2019). As amostras foram incubadas com
uma solug¢do metanolica de 60 mM de DPPH a 30 ° C por 20 min, na auséncia de
luz. O ensaio foi iniciado com 250 uL de extrato/particdo solubilizado em 750 uL
de solucdo metandlica de DPPH (0,06 mmol/L). A mistura contendo
extrato/particdo e o acido ascorbico foi incubada a 30° C, na auséncia de luz, por
20 min. A reducao na absorbancia da mistura foi medida em espectrofotbmetro a
517 nm.
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5. Cultivo de Drosophila melanogaster

O estoque de moscas foi obtido do Bloomington Stock Center: w'*® (BL
#3605), UAS-BACE-1, UAS-APP (33797) e elav-GAL4 (5146). As moscas
utilizadas foram mantidas em meio fuba padréo (soja em p6 0,01%, glicose 7,2%,
agar 0,6%, fuba 0,073%, fermento 0,018%, nipagin 0,06% e solucdo acida 0,05%

m/v) e mantidas em incubadora com ciclo claro/escuro a 25°C.
6. Moscas AD-like

Para produzir moscas AD-like, foram realizados cruzamentos utilizando
fémeas virgens da linhagem Elav-Gal4 e machos da linhagem UAS-BACE; UAS-
APP. Ainda no estagio de pupa a geracao F1 resultante foi selecionada de acordo
com o fendtipo, onde as pupas do tipo tubby foram descartadas e as alongadas
(fendtipo selvagem) selecionadas como o modelo DA (Elav-Gal4/+; UAS-BACE,
UAS-APP/+).

7. Tratamentos

Para os tratamentos de ensaio in vivo, forma determinadas 4 concentracfes
do extrato: 0.1 mg/mL, 0.04 mg/mL, 0.02 mg/mL e 0.004 mg/mL. Para a diluicdo
dessas concentracfes utilizou-se Tween 0,01% (Sigma) como veiculo. As
diferentes concentracdes do extrato foram adicionadas em 5g de meio puré
enriquecido (75% de puré instantaneo de batata, 15% de extrato de levedura,
9,3% de glicose e 0,07% nipagin). As moscas foram submetidas ao tratamento de
0-3 dias pdés-eclosdo, sendo 0 meio trocado a cada 2 dias. Além dos grupos de
moscas testadas para cada concentracdo (N=90), também foram testados grupos

submetidos a 4gua (Controle) e Tween 0,01% (Veiculo).
8. Ensaio de sobrevivéncia

Para avaliar a taxa de sobrevivéncia, foram utilizadas 90 moscas AD-like
machos e fémeas submetidas aos tratamentos como descrito anteriormente. Foi
realizada a troca de tratamento e contagem de moscas mortas a cada 2 dias

durante um periodo de aproximadamente 50 dias.
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9. Ensaio Rapid iterative negative geotaxis (RING)

Para ensaios de escalada, foram utilizadas apenas moscas AD-like machos,
os testes foram realizados em triplicata sendo 30 em cada vial. As moscas foram
colocadas em um suporte adequado com capacidade de alocar 12 vials. No pré-
teste (aclimatagcao), as moscas foram submetidas a luz e ambiente silencioso por
20 minutos. O suporte com os frascos foi “batido” contra a bancada por 3 vezes e
entdo foi analisada a escalada das moscas até 5cm em 4s. Esse procedimento foi
repetido e gravado por 5 vezes com 1 minuto de pausa entre cada repeticdo. A
capacidade de escalada das moscas foi testada 5, 10 e 15 dias apés o tratamento.

A analise dos videos foi realizada pelo software QuickTime Player 7.7.9.
10.Analise estatistica

Para o teste de prospeccdo fitoquimica e o0s ensaios de atividade
antioxidante, as andlises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o
software GraphPad Prism 8.0. Os dados foram expressos como média * erro
padrdo da média (SEM). Nos ensaios de atividade antioxidante os resultados
foram submetidos ao One-Way ANOVA com teste de Tukey para comparacées
multiplas entre as médias das amostras. Valores de p<0.05 foram considerados

significativos.

Para os demais experimentos foi avaliado se os resultados apresentavam
distribuicdo normal (paramétrico ou ndo-paramétrico) através do teste D’Agostino
& Pearson. A comparacgdo entre grupos foi feita através do teste t com nivel de
significancia de P<0.05. As analises foram realizadas no software GraphPad
Prism 8.0.
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Resultados

Palinologia

Através da analise palinoldgica, foram identificados 13 diferentes tipos de
pélen, sendo possivel identificar as espécies Anarcadium ocidentale, Corymbia
citriodora, Delonix regia, Cenostigma pluviosum, Malpighia emarginata e Everroa
carambola. A nivel de género identificamos os tipos Mondevilla, Solanum,

Spagneticola, Eugenia, Galinsaga e Sp2 (Figura 2).

Figura 2. Laminas de identificacdo de polen. 1) Cenostigma pluviosum, 2)
Anarcadium ocidentale, 3) Tipo Galinsaga, 4) Tipo Solanum, 5) Tipo sp2, 6)
Corymbia citriodora, 7) Tipo Eugenia, 8) Delonix regia, 9) Spagneticola, 10)
Tipo Mondevilla, 11) Malphighia emarginata, 12) Everrhoa carambola.

Prospeccdo fitoquimica

De acordo com os resultados obtidos em ensaios de prospeccéo fitoquimica
(Tabela 1), foi possivel obter valores de polifendis, tatinos condensados e
flavondides no polen coletado de Tetragonisca angustula. Nessa analise
observamos que a concentracao de polifendis foi maior em relacdo aos tatinos

condensados e flavonoides.
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Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica. Valores expressos com média * erro padréo

Polifendis Taninos condensados Flavonoides
(mg GAE/qg) (mg CE/g) (mg QE/g)
357,5+2.4 207,645,1 277,6+1,5

Atividade antioxidante: ORAC, FRAP e DPPH

Foram realizados testes bioquimicos para avaliar o potencial antioxidante do
extrato metandlico do pdlen de Tetragonisca angustula (Figura 3). Através do teste
ORAC observou-se que o extrato de pdélen apresentou alta capacidade de
atividade antioxidante, semelhante a quercetina, utilizada como controle positivo
e ao ascorbato, utilizado como controle do método (Figura 3A). Este método
fundamenta-se na inibicdo da oxidacdo da fluoresceina pelo radical peroxil,
iniciado pela decomposig¢ao térmica do composto Azobis (2,2’-azobis (2-amidino-
propano) dihidrocloreto); a fluoresceina é utilizada como indicadora e a perda de
sua fluorescéncia é avaliada ao longo do tempo, na auséncia e na presenca de

antioxidantes.
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Figura 3: Avaliacdo da capacidade antioxidante pelos métodos (A) ORAC, (B) FRAP
e (C) DPPH. O extrato de pélen e o flavondide quercetina foram diluidos em metanol,
enguanto que o ascorbato foi diluido em agua. As amostras foram diluidas a 1 mg/mL
para o ensaio FRAP e diluidas serialmente a partir dessa concentragdo para o ensaio
DPPH. Para o método ORAC, as amostras foram diluidas a 100 yg/mL. Os valores
foram expressos como porcentagem de inibicdo (%) para o método DPPH, com ICso
dado como pg/mL, e como equivalentes de pumol de trolox/g de amostra para ORAC
e FRAP. Valores expressos como média + erro padréo. Letras diferentes indicam

diferenca néo significativa quando comparada ao controle (ascorbato) (P<0.05).

O teste FRAP foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante através da
capacidade de reducdo férrica (Figura 3B). Nessa andlise, caso tenhamos
compostos antioxidantes na amostra, teremos a reducdo do ion Fe3* a Fe?*. O
resultado obtido mostra que a capacidade de reducdo férrica pela acéo
antioxidante do extrato de pdlen foi consideravelmente menor em relacdo aos
controles positivos quercetina e ascorbato.

Na andlise da capacidade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH
(Figura 3C), os resultados foram expressos na forma de ICso, sendo notavel que a
concentracdo minima de amostra capaz de atingir 50% de atividade foi maior para
0 extrato de polen quando comparado com o0s valores expressos pela quercetina

e ascorbato.

Extrato metandélico de pdlen aumenta a sobrevivéncia de D. melanogaster
modelo de Alzheimer (AD-like)

Avaliamos os efeitos do polen de Tetragonisca angustula na sobrevivéncia
das moscas e os resultados demonstraram que houve diferenga estatisticamente
significativa na comparacdo entre moscas nao tratadas (controle) e aquelas
tratadas apenas com o veiculo, sendo possivel observar um decaimento
significativo na sobrevivéncia dessas moscas a partir do 20° dia de tratamento
com veiculo, indicando que o Tween 0.01% ndo tem potencial de melhorar a
capacidade de sobrevivéncia de moscas DA-like. Para os tratamentos com polen,
observamos que a concentracado de 0.1 mg/mL e 0.04 mg/mL tiveram o melhor

desempenho, especialmente considerando o intervalo entre o 10° e o 30° dia de
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tratamento (Figura 4). Todas as moscas morreram apés aproximadamente 50 dias
de tratamento. Entre as concentracdes utilizadas, 0.02 mg/mL e 0.004 mg/mL

apresentaram os menores indices de significancia estatistica quando comparadas

ao controle.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia de moscas AD-like tratadas com polen 0.1 mg/mL,
0.04 mg/mL, 0.02 mg/mL e 0.004 mg/mL, tratadas com veiculo e ndo tratadas (N = 90
para cada grupo). Significancia estatistica: (**) P<0.01, (***) P<0,001 e (****) P<0.0001
(log-rank teste de Mantel-Cox).

Para melhor avaliacdo desse resultado, analisamos o percentual de morte
(Figura 5) para cada tratamento nos intervalos de 7, 14 e 21 dias. Diante do
resultado dessa analise € possivel confirmar de forma geral, que nos tratamentos
de 0.1 mg/mL e 0.04 mg/mL o percentual de morte foi consideravelmente mais

baixo em relagdo aos demais tratamentos, ao grupo néo tratado e ao veiculo.

De acordo com a andlise estatistica, o tratamento de 0.04mg/mL apresentou
diferenca significativa em relagéo ao veiculo com 14 dias de tratamento (*) P<0.05.
Com 21 dias de tratamento, além do grupo nao tratado (H20), os tratamentos com
0.1mg/mL, 0.04mg/mL e 0.02mg/mL apresentaram valores significativamente

baixos no indice de morte das moscas.
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Figura 5. Percentual de morte de moscas AD-like tratadas com pélen 0.1 mg/mL, 0.04
mg/mL, 0.02 mg/mL e 0.004 mg/mL, tratadas com veiculo e ndo tratadas (N = 90 para cada
grupo) em intervalo de tempo de 7, 14 e 21 dias. Significancia estatistica: P<0.05 (*), (**)
P<0.01 e P<0.001 (***).

Ensaio Rapid iterative negative geotaxis (RING)

O teste RING foi realizado para avaliar a capacidade motora de moscas AD-
like em comparagdo com o genétipo controle elav-Gal4 nos intervalos de tempo 5-
8, 10-13 e 15-18 dias pos eclosao (Figura 6). Pode-se observar que o genétipo elav-
Gal4 (controle) apresenta declinio em sua taxa de escalada, especialmente nas
moscas com idade 10-13 dias pés eclosdo. Ja o gendtipo AD-like apresenta um
declinio consideravel em 5-8, 10-13 e 15-18 dias, diferengas significativas em
comparacao com elav-Gal4 (Figura 6A). O declinio na taxa de escalada entre as
diferentes idades das moscas também foi avaliado (Figura 6B), sendo evidente o
declinio da capacidade de escalada das moscas AD-like conforme avanca seu
envelhecimento. Portanto, o modelo AD-like foi validado.
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Figura 6. (A) Comparacado da habilidade de escalada entre os genotipos Elav-Gal4 e
AD-like em 5-8, 10-13 e 15-18 dias po6s ecloséo. (B) Comparagédo da habilidade de
escalda entre o gendétipo AD-like em 5-8, 10-13 e 15-18 dias pds eclosédo. Dados
apresentados com média + S.E.M. P<0.01 (**), P<0.001 (***) e P<0.0001 (****)
Unpaired two-tailed t-test.

Extrato metandlico do pélen promove melhoria no teste comportamental

para avaliacdo de neurodegeneracao em moscas AD-like

Apbés 5 dias de tratamento com pdlen, as moscas AD-like apresentaram
diferenca estatisticamente significativa em sua escalada nas concentra¢des de 0.04
mg/mL e 0.02 mg/mL (P<0.05) em comparacdo com o veiculo (Figura 7A). Os
resultados obtidos para o teste de escada apés 10 dias de tratamento (Figura 7B),
indicaram que apenas a concentracao de 0.02 mg/mL forneceu melhor capacidade
de escalada no teste em comparagao com o veiculo (P<0.05).

Apos 15 dias de tratamento, foi possivel observar que todas as
concentracdes testadas foram capazes de melhorar a capacidade de escalada das
moscas AD-like (Figura 7C). A concentracéo de 0.02 mg/mL apresentou o melhor
desempenho de acordo com a anadlise estatistica (P<0.0001), ja as demais
concentragdes: 0.1 mg/mL, 0.04 mg/mL e 0.004 mg/mL, proporcionaram melhora

no desempenho de escalada, porém com menor indice de significancia (P<0.05).
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Figura 7. Capacidade de escalada de moscas AD-like apds tratamento com pdélen
utilizando Tween 0.01% como veiculo. (A) 5 dias de tratamento com 0.1 mg/mL, 0.04
mg/mL, 0.02 mg/mL e 0.004 mg/mL. (B) 10 dias de tratamento (C) 15 dias de
tratamento. Dados apresentados com média + S.E.M. P<0.05 (*), P<0.001 (***)
Unpaired two-tailed t-test.
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Discussao

Abelhas sem ferrdo sdo consideradas polinizadoras extremamente eficazes
e essenciais para a biodiversidade e garantia da manutencdo de espécies de
plantas nativas e exéticas de cada regido. Tetragonisca angustula (Jatai) se
destaca no Brasil como uma popular espécie de abelha sem ferrdo com hébito
generalista e, portanto, com grande contribuicdo na polinizacdo da flora tropical
(12). Através da analise palinologica do nosso estudo, identificamos a presenca de
diversas familias botanicas onde é possivel observar através de outros estudos a
diversidade floral especifica de acordo com cada regido onde o pélen é coletado
por Tetragonisca angustula (27-30).

Além disso, o polen apresenta diferentes caracteristicas do ponto de vista
bioquimico dependendo da flora local onde ocorre sua coleta, podendo também ter
suas propriedades influenciadas pela acédo de bactérias fermentativas presentes
nos alvéolos onde as abelhas armazenam o polen. De acordo com a literatura, esse
processo se da para aumentar o valor nutricional do polen, havendo diversas
espécies de bactérias relatadas em colmeias de abelhas sem ferrdo, sendo estas
divididas em bactérias fermentativas, bactérias de &cido latico e bactérias de acido
nao latico. Entre esses tipos, sdo exemplificadas em diversos estudos as espécies:
Lactobacillus musae, Lactobacillus crustorium, Lactobacillus mindesis,
Leuconostosc mesenteroides, Enterococous faecalis, Fructobacillus fructosus,
Bacillus megaterium, Bacillus punilus, Bacillus flexus, Bacillus coagulans, Bacillus
safensis, Bacillus amyloliquefaciens e Starmerella meliponinorum, sendo esta
ultima classificada como fermentativa e isolada especificamente de Tetragonisca

angustula no Brasil (31-36).

A relacéo entre bactérias e colmeias indica que ha interacdes mutualisticas
entre os organismos envolvidos podendo ser uma relacao positiva do ponto de vista
nutricional do pdlen de abelha, agregando ainda mais valor em conjunto com as
caracteristicas florais do ambiente. Em relacdo as caracteristicas bioquimicas, os
compostos fendlicos compdem um grupo amplamente estudado, reconhecidos
especialmente por seu potencial antioxidante (37), havendo diversos estudos que

demonstram sua presenca abundante no polen de abelha extraido de diversas
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localidades (38). Através dos nossos resultados in vitro, observamos que o pélen
coletado de Tetragonisca angustula possui alta concentracdo de polifenois sendo
seguido de flavonoides, que compde um grupo de metabdlitos secundarios, sendo
estes compostos altamente presentes na dieta e nutricdo humana (39). Esse perfil,
é demonstrado em outros estudos conduzidos com abelhas sem ferrdo analisando
as propriedades do mel, onde também séo identificados diversos flavonoides como
a quercetina, kaempferol, derivados de isorhamnetina e hesperitina, sendo a
maioria desses compostos relatados ndo apenas como antioxidantes, mas também

como anticancerigenos, anti-inflamatorios e antimicrobianos (42).

O &cido galico e acido p-cuméarico também sédo fortemente relatados na
literatura por suas propriedades antioxidantes, sendo demonstrado em estudos
acerca do mel de Apis mellifera no Brasil, que também reforga a origem floral como
um determinante nas propriedades dos produtos alimentares derivados de abelhas
(43). Além disso, nosso estudo identificou concentragcfes expressivas de polifendis
e flavonoides quando comparado a um outro estudo utilizando extrato de prépolis
de Tetragonisca angustula, onde foram quantificados 1.26+0.17 mg GAE/g e
0.15+0.02 mg QE/g de polifenois e flavonoides respectivamente. Esse estudo
também identificou por HPLC-DAD a presenca do &cido géalico no extrato de
propolis (44).

Avaliamos também o potencial antioxidante do pdlen de abelha através dos
testes bioquimicos FRAP, ORAC e DPPH. Através destes testes observamos o
potencial antioxidante presente no extrato metanodlico de pdlen, onde através do
teste ORAC revelou-se que o poélen de Tetragonisca angustula apresenta atividade
antioxidante semelhante a quercetina e ao ascorbato, sendo este um resultado
interessante do ponto de vista bioquimico uma vez que os testes foram conduzidos
com extrato bruto. J& para o teste FRAP e DPPH os resultados indicaram uma
menor performance do extrato de polen em relagcdo aos controles positivos, o que
pode também ser justificado pela utilizacdo do extrato bruto, uma vez que esses
testes apresentam melhores resultados quando utiliza-se compostos isolados,
tendo como um importante exemplo os controles utilizados. Outros estudos

demonstram através desses testes que o polen possui 6tima atividade antioxidante
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in vitro, podendo ser maior que de algumas frutas ou partes de frutas ja relatadas

na literatura com alta capacidade antioxidante (45-49).

O polen de abelha tem sido sugerido como um agente util no tratamento de
doencas neurodegenerativas, porém ha escassez de trabalhos publicados sobre
efeitos do pdélen de abelha em doencas com comprometimento das funcdes
cognitivas. Um trabalho publicado recentemente identificou que o extrato de pdlen
de abelha foi capaz de diminuir o comprometimento e melhorar as funcfes cognitivas
em ratos a longo prazo, sendo apontado como um importante agente terapéutico no
tratamento do comprometimento cognitivo leve ou por disfuncdo colinérgica (50).
Dentre os compostos bioativos presentes no pélen de abelha, os flavonoides se
destacam em estudos sobre declinio cognitivo, onde os estudos pré-clinicos que
envolvem a doenca de Alzheimer tendo foco em modelos com aumento da producéo
de B-amiléide sugerem que estes podem atrasar o inicio e/ou retardar a progressao
da doenca (51-53).

Através dos resultados encontrados em nosso estudo, evidenciamos que o
extrato metandlico do pdlen de Tetragonisca angustula foi eficaz no melhoramento
das manifestacbes da doenca de Alzheimer em Drosophila melanogaster,
demonstrando o potencial biotecnologico presente na biodiversidade brasileira e
em produtos coletados de colmeias de abelhas nativas. Nosso estudo se mostrou
promissor para avancos em testes com cultura de células, bem como a avaliacao
em modelos murinos, além de testes bioquimicos que serdo necessarios para

identificagc&o e isolamento de compostos bioativos.
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