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que tanto admiro. Muito obrigada por toda paciência e apoio sempre. Murgas, obrigada por me 

acolher desde o primeiro momento em que fui na sua sala buscar uma oportunidade de 

doutorado e por ter me presenteado com este projeto que abracei desde o primeiro momento 

com muita vontade de fazer dar certo. Obrigada por todos os ensinamentos e oportunidades que 
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O pólen apícola é um produto natural coletado nas plantas pelas abelhas, armazenado 
na colmeia e misturado principalmente com enzimas salivares. Este produto é uma fonte rica 
de vários nutrientes, o que pode ser um excelente suplemento alimentar. O pólen apícola tem 
sido descrito com inúmeras propriedades benéficas, como efeitos antimicrobianos, 
imunoestimulantes e antioxidantes, o que se reflete em um possível recurso terapêutico para 
diferentes situações patológicas. Como a dieta pode estar associada ao desempenho e 
reprodução animal, modulação da microbiota e ser um fator potencial para câncer, este estudo 
teve como objetivo analisar se a adição de pólen apícola na dieta poderia influenciar os 
parâmetros no zebrafish. O zebrafish Danio rerio é um peixe teleósteo de água doce tropical, 
amplamente utilizado como modelo experimental para estudar a biologia complexa de 
vertebrados usando várias abordagens genéticas. A identificação dos mecanismos envolvidos 
nas respostas fisiológicas de peixes submetidos ao tratamento suplementar com pólen apícola 
pode fornecer informações importantes para a recomendação deste produto na dieta também 
outras espécies. O presente trabalho teve como objetivo estudar a adição do pólen dapícola à 
dieta do zebrafish, enfocando seu efeito na reprodução, parâmetros de crescimento, modulação 
intestinal e resposta ao desenvolvimento tumoral. Zebrafish adultos foram alimentados com 
dietas diferentes, três vezes ao dia, no mesmo período (9:00, 12:00 e 15:00 h) utilizando ração 
comercial, artemia e pólen apícola. Os peixes receberam as dietas por 60 dias e ao longo desse 
período foram testados semanalmente para os seguintes parâmetros reprodutivos: número total 
de ovos, produção de ovos por fêmea, taxa de viabilidade embrionária (72hpf), taxa de 
sobrevivência de larvas após exposição ao vírus da Viremia Primaveril da Carpa, taxa de 
sobrevivência larval após exposição a Salmonella typhimurium e análise do recrutamento de 
neutrófilos após ferimento na cauda das larvas. Em seguida, os peixes de cada tratamento foram 
analisados quanto ao ganho de peso, comprimento e os intestinos foram coletados para 
avaliação da microbiota intestinal por meio de análise metagenômica por sequenciamento do 
gene 16S rRNA, que permite a identificação da diversidade bacteriana entre as amostras. Além 
disso, análises da proteína sérica amiloide A (saa) de órgãos abdominais e de intestinos 
separados do zebrafish foram realizadas, uma vez que esta proteína produzida no intestino e no 
fígado tem efeitos sobre as células do sistema imunológico e algumas bactérias induzem 
fortemente sua transcrição. Após 120 dias de dieta, os peixes remanescentes de cada um dos 
tratamentos foram avaliados quanto ao crescimento tumoral após procedimento de 
alotransplante com melanoma, uma forma muito agressiva de câncer de pele. Nossos resultados 
mostram que a suplementação de pólen apícola falhou em melhorar a produção de ovos e a 
viabilidade embrionária em reprodutores de zebrafish. Em vez disso, os descendentes de 
reprodutores alimentados com dietas contendo pólen apícola mostraram maior sobrevivência 
após a exposição ao vírus e maior migração de neutrófilos para as feridas. Esses resultados 
indicam que o pólen apícola pode influenciar a imunidade vertical por meio de mecanismos 
importantes relacionados à imunidade da prole em estágios iniciais. A dieta com pólen apícola 
também revelou diferente abundância de microrganismos intestinais a nível de família, gênero 
e espécie, em comparação com peixes do grupo controle; e, inesperadamente, peixes 
alimentados com pólen apícola mostraram maior taxa de crescimento do tumor e maior tamanho 
do tumor. Embora alguns estudos atribuam o pólen apícola com propriedades antitumorais, 
principalmente experimentos in vitro, nossos resultados mostram que essa atribuição deve ser 
questionada. Devido à sua composição variável, os efeitos causados pela ingestão de pólen 
apícola precisam de investigação mais profunda antes da sua recomendação, pois pode variar 
também entre as diferentes espécies e estados fisiológicos.   
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El polen de abeja es un producto natural recolectado de las plantas por las abejas y 
almacenado en la colmena mezclado principalmente con enzimas salivales. Es una fuente rica 
de diversos nutrientes, por lo que puede ser un excelente complemento alimenticio. Este 
producto ha sido descrito con múltiples propiedades beneficiosas, como efectos 
antimicrobianos, inmunoestimulantes y antioxidantes, lo que se refleja en posibles 
características terapéuticas para diferentes situaciones patológicas. Dado que la dieta puede 
asociarse con el rendimiento y la reproducción de los animales, la modulación de la microbiota 
y ser un factor potencial eN el desarrollo del cáncer, este estudio tuvo como objetivo analizar 
si la adición de polen de abeja en la dieta podría influir en la reproducción e inmunidad del pez 
cebra. El pez cebra Danio rerio es un pez teleósteo de agua dulce tropical, ampliamente 
utilizado como modelo experimental para estudiar la biología compleja de los vertebrados, ya 
uq permite uma fácil manipulación genética. La identificación de los mecanismos implicados 
en las respuestas fisiológicas de los peces sometidos a un tratamiento complementario con polen 
de abeja puede aportar información importante para la recomendación de este producto en la 
dieta de ésta y otras especies. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la adición de 
polen de abeja a la dieta del pez cebra, focalizando su efecto en la reproducción, los parámetros 
de crecimiento, la modulación intestinal y la respuesta frente al desarrollo tumoral. Los peces 
cebra adultos fueron alimentados con diferentes dietas, tres veces al día, en el mismo período 
(9:00, 12:00 y 15:00 h) utilizando alimento comercial, artemia y polen de abeja. Los peces 
recibieron las dietas durante 60 días y durante este período se analizaron semanalmente los 
siguientes parámetros reproductivos: número total de huevos, producción de huevos por 
hembra, tasa de viabilidad embrionaria a 72 horas tras la fecundación (hpf), tasa de 
supervivencia de larvas después de la exposición al virus de la viremia primaveral de la carpa, 
tasa de supervivencia larvária después de la exposición a Salmonellae enterica serovar 
Typhimurium y análisis del reclutamiento de neutrófilos en larvas después de la herida en la 
cola. Después de esto, los peces de cada tratamiento fueron analizados en busca de aumento de 
peso y longitude, y se recogieron los intestinos para evaluar la microbiota intestinal a través del 
análisis metagenómico mediante la secuenciación del gen que cifran el rRNA 16S, que permite 
identificar la diversidad bacteriana entre muestras. Además, se determino los niveles de mRNA  
del gen que cifra la proteína amiloide A (Saa) en los órganos abdominales de pez cebra y de 
intestinos separados, ya que esta proteína es producida en el intestino y el hígado y tiene efectos 
sobre las células inmunes y algunas bacterias inducen fuertemente su producción. Después de 
120 días de dieta, se evaluó el crecimiento tumoral de los peces restantes de cada uno de los 
tratamientos después del procedimiento de alotrasplante con melanoma, una forma muy 
agresiva de cáncer de piel. Nuestros resultados muestran que la suplementación con polen de 
abeja no logró mejorar la producción de huevos y la viabilidad del embrión en los peces cebra 
reproductores. En cambio, la descendencia de los reproductores alimentados con dietas 
suplementadas con polen de abeja mostró una mayor supervivencia tras la exposición al virus 
y una mayor migración de neutrófilos a las heridas. Estos resultados indican que el polen de 
abeja puede influir en la inmunidad vertical a través de importantes mecanismos relacionados 
con la inmunidad de la descendencia en las primeras etapas de vida. La dieta de polen de abeja 
también reveló una abundancia microbiana intestinal diferente a nivel de familia, género y 
especie en comparación con los peces del grupo de control; e, inesperadamente, los peces 
alimentados con polen de abeja mostraron una mayor tasa de crecimiento tumoral y tumores de 
mayor tamaño. Aunque algunos estudios atribuyen al polen de abeja actividades antitumorales, 
principalmente experimentos in vitro, nuestros resultados muestran que este vínculo debería ser 
cuestionado. Debido a su composición variable, los efectos causados por la ingestión de polen 
de abejas necesitan una investigación más profunda antes de su recomendación, ya que también 
pueden variar entre diferentes especies y estados fisiológicos.   
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A apiterapia é um tipo de medicina alternativa que utiliza produtos apícolas que contêm 

diferentes agentes naturais e grupos de compostos químicos com diversas atividades benéficas. 

O pólen coletado pelas abelhas é utilizado há muito tempo como suplemento alimentar e 

também como aditivo em cosméticos, alimentos e medicamentos (KOMOSINSKA-VASSEV 

et al., 2015). Sua composição depende da origem vegetal, origem geográfica, condições 

climáticas, tipo de solo e atividades das abelhas (DA SILVA et al., 2014; NOGUEIRA et al., 

2012). 

O pólen apícola é formado por anteras florais, coletadas pelas abelhas forrageiras e 

transportadas para as colmeias, onde é aglutinado com secreções salivares e adicionado néctar. 

É rico em proteínas, aminoácidos essenciais, ácidos graxos, minerais, enzimas e coenzimas, 

carboidratos e flavonóides, carotenóides e fitoesteróis (LI et al., 2018a). A atividade 

antioxidante (eliminação dos radicais livres) dos constituintes do pólen apícola (flavonóides 

glicosídeos, aglomerados de flavonóides e derivados do ácido fenólico) estimula seu uso como 

medicamento (LINSKENS; JORDE, 1997). Dentre outras propriedades terapêuticas, podemos 

citar ações como antifúngica, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatória, anticarcinogênica, 

imunoestimulante, analgésico local e cicatrizante (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015). 

Atualmente, além do uso em humanos, o pólen apícola também tem sido utilizado em 

animais como frangos, mamíferos e peixes, principalmente para melhorar o crescimento 

(ABBASS; EL-ASELY; KANDIEL, 2012; ATTIA; AL-HANOUN; BOVERA, 2011; EL- 

ASELY; ABBASS; AUSTIN, 2014; HAJKOVA; TOMAN; GALIK, 2014; WANG et al., 

2007). A introdução de produtos apícolas na dieta de peixes também tem mostrado melhorar o 

desempenho e o estado imunológico (ABD-EL-RHMAN, 2009; EL-ASELY; ABBASS; 

AUSTIN, 2014; MEURER et al., 2009). No entanto, o uso do pólen apícola na dieta de animais 

em diferentes estados fisiológicos não foi bem estudado e seus efeitos sobre as diferentes 

espécies podem variar e merecem ser analisados com mais detalhes. 

O zebrafish (Danio rerio), modelo utilizado neste estudo, é um teleósteo de água doce 

originário do Sudeste Asiático, pertencente à família Cyprinidae. Este peixe revelou-se um 

vertebrado muito promissor para o desenvolvimento de investigação científica em diversas 

áreas, incluindo mecanismos básicos de desenvolvimento, fisiologia, genética, toxicologia, 

reprodução, cancro, células estaminais, síndromes e doenças, imunologia e infecção, visão, 

regeneração, comportamento, entre muitos outros (KHAN et al., 2017; NOWIK et al., 2015; 

SIEBEL; BONAN; SILVA, 2015). Portanto, é um excelente animal para ser utilizado também 

nos experimentos desta tese. 
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O desenvolvimento deste projeto prevê a compreensão e esclarecimento das relações 

existentes entre respostas imunológicas, parâmetros reprodutivos e componentes nutricionais 

do pólen apícola, de forma a estabelecer propostas favoráveis ao bem-estar do organismo. As 

vantagens do conhecimento relacionadas ao enriquecimento de dietas com suplementação com 

pólen apícola estão principalmente relacionadas à elucidação de respostas fisiológicas e 

mecanismos biológicos relacionados ao assunto, integrando um tema importante e atual. 

Para aumentar o conhecimento dos efeitos do pólen de abelha usando o zebrafsh como 

ferramenta, comparamos os efeitos da inclusão deste produto, em uma dieta padrão, na 

reprodução (qualidade dos ovos e imunidade da prole através da transferência da imunidade 

materna), crescimento corporal, alterações intestinais (microbiota e expressão da proteína saa) 

e câncer (desenvolvimento de melanoma). Os mecanismos pelos quais os alimentos 

influenciam o sistema imunológico do hospedeiro estão altamente relacionados à modulação 

da microbiota. Microrganismos comensais facilitam a digestão e absorção de nutrientes, mas 

também exercem influência crítica na produção de muitas substâncias e vias moleculares dentro 

do intestino e em todo o corpo. Uma vez que os intestinos são chamados de segundo cérebro e 

são orquestrados principalmente por alimentos ingeridos e pelo microbioma, as suplementações 

dietéticas podem indiretamente alterar muitos sistemas do corpo (LÓPEZ NADAL et al., 2020). 

Este trabalho teve como objetivo conhecer melhor os efeitos ainda não relatados sobre 

a adição de pólen apícola na dieta alimentar. Entendemos que o uso deste produto pode ser mais 

complexo do que realmente abordado. Sua grande variedade e variabilidade no conteúdo de 

nutrientes torna difícil saber o que pode ou não ser benéfico em determinadas situações 

biológicas de diferentes organismos. É importante ter em mente que a recomendação 

responsável de qualquer inclusão alimentar só deve ocorrer após estudos cuidadosos. Desta 

forma, contribuímos com o nosso trabalho para uma discussão importante sobre este produto 

apícola muito interessante. 
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Produtos apícolas 

As primeiras evidências que demonstram a aquisição de produtos apícolas por humanos 

vieram das pinturas rupestres descobertas em 1919 na Espanha na Caverna da Aranha (Cuevas 

de la Araña) localizada junto ao Rio Cazunta perto de Valência. A pintura mostra uma pessoa 

pegando mel de abelhas selvagens e presume-se que a pintura foi criada nos anos 8000 5000 

antes de Cristo (AC), na Idade da Pedra (Idade Neolítica). A história da apicultura remonta aos 

tempos antigos e os produtos não eram apenas muito valorizados, mas desempenhavam um 

papel importante nos ritos religiosos de quase todos os cultos (NAYIK et al., 2014). 

A vida das abelhas é objeto de interesse científico e o uso de produtos apícolas contribui 

para o desenvolvimento da apiterapia, uma área específica de tratamentos. As substâncias 

biologicamente ativas de origem natural despertam um grande interesse e isso também se aplica 

aos produtos apícolas. Os produtos apícolas são substâncias naturais multicomponentes que 

incluem: mel, pólen apícola e extratos derivados, como o pão de abelha, a própolis, a geleia real 

e o veneno de abelha (KIELISZEK et al., 2018). Esses produtos são descritos como tendo 

nutrientes que participam de reações básicas da vida, como tem sido relacionado a aumentar o 

nível de ATP e neutralizar o efeito de muitos agentes tóxicos, aumentar a imunidade de um 

organismo, melhorar o balanço energético dos tecidos, participar de vários estágios de 

metabolismo de proteínas e na síntese de ácidos nucléicos e também sendo essenciais para o 

 

Entre os produtos apícolas, o pólen apícola vem ganhando destaque. O pólen passou a 

ser utilizado em maior escala para consumo humano após a Segunda Guerra Mundial, quando 

o método das armadilhas polínicas foi aprimorado e de fácil acesso (CAMPOS et al., 2010). O 

 pó que 

KIELISZEK et al., 2018). Alimentos funcionais são conhecidos como alimentos além de suas 

características nutricionais básicas, como produtos voltados para a saúde que influenciam 

positivamente o bem-estar e a qualidade de vida. Esse termo reforça a correlação positiva dos 

compostos bioativos presentes nesses produtos com a  

Polen apícola 

O pólen é uma substância pulverulenta que consiste em grãos de pólen, produzidos nas 

anteras dos espermatófitos (plantas com sementes) em várias quantidades. Ele desempenha um 
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papel essencial na propagação sexual, portanto, cada grão de pólen carrega uma variedade de 

nutrientes necessários para a sobrevivência e fusão com um gameta feminino da planta 

(DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016). Os grãos de pólen podem atingir tamanhos 

variando de 2,5 250 m de diâmetro, com diferentes formas e cores, e geralmente de formato 

esférico (Figura 1). 

 

Fonte: (DE-MELO et al., 2018b).  
 

O pólen de plantas anemófilas (gramíneas, hera, juncos, juncos, oliveira, bétula, 

amieiro, castanha) contém alérgenos que podem causar polinose humana com sintomas 

alérgicos graves, como por exemplo erupção cutânea ou asma e podem até ser responsáveis 

pelo desenvolvimento de alergia a alimentos vegetais. Em contraste, o pólen de espécies de 

Figura 1: Grãos de pólen de amostras de pólen apícola 
monoflorais do Brasil. 
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plantas entomófilas (polinizadas por insetos) é coletado por várias espécies de abelhas (Apis 

sp.) e utilizado como alimento valioso (DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016). 

As abelhas operárias durante as visitas atraem centenas de milhares de grãos de pólen 

usando um campo eletrostático fraco gerado entre a flor (com carga negativa) e o corpo da 

abelha (com carga positiva) (CLARKE; MORLEY; ROBERT, 2017). Os grãos de pólen são 

aglutinados por meio dos diversos pentes e pelos das patas traseiras das abelhas (figura 2) que 

são umedecidos com secreções salivares, enzimas, cera e néctar ou mel para formar um pellet 

(THAKUR; NANDA, 2020). A mistura de pólen é transportada na cesta de pólen das pernas 

da abelha até a colmeia, onde é armazenada e utilizada como alimento em todas as fases de 

desenvolvimento da colmeia. A partir do momento em que as abelhas adicionam suas secreções 

a esse pólen, ele adquire certas características peculiares que o diferenciam do pólen coletado 

manualmente ou dispersado pelo vento (ARES et al., 2018).   

Fonte: (THE XERCES SOCIETY, 2016). 
 

O pólen de abelha, também conhecido como pólen apícola, pode ser colhido com o 

auxílio de uma armadilha, fixada na entrada das colmeias. No retorno para casa, o pólen é 

perdido das patas traseiras e coletado na bandeja de coleta da armadilha (figura 3). 

O clima, as comunidades de plantas e a época dos recursos florais diferem 

significativamente entre as regiões e o manejo das colônias de abelhas em diferentes regiões 

muda ao longo do ano. Assim, as atividades do apicultor e das abelhas seguem o que se 

denomina calendário apícola, geralmente dividido em tempos ativos e inativos para a colônia. 

O calendário também inclui recomendações para o gerenciamento de atividades principais, 

como quando tratar parasitas ou patógenos e quando alimentar as colônias ou colher mel. O 

calendário de manejo não deve ser exaustivo e pode sofrer alterações de acordo com a atividade 

Figura 2: Anatomia de uma abelha: pelos coletores de pólen e 
cesta de pólen. 
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apícola realizada. O calendário do pólen apícola orienta os apicultores na otimização da 

produção deste produto e consequentemente no melhor período para a sua coleta. Também é 

possível fazer suplementação energética e proteica de animais em períodos de escassez (DE 

CAMARGO et al., 2003). 

 

Fonte: (THAKUR; NANDA, 2020). 
 
 

As fontes vegetais de pólen de abelha afetam fortemente suas propriedades nutricionais, 

físico-químicas e funcionais (DA SILVA et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2012; THAKUR; 

NA, 2018; YANG et al., 2013). Os grânulos de pólen de um táxon botânico único ou aqueles 

com pólen predominante único (> 90%) são considerados como monoflorais. Porém, em caso 

de flora inadequada ao redor da colmeia, a abelha irá visitar a flor de outras fontes botânicas e 

os grãos de pólen serão misturados, resultando no pellet conhecido como pólen multifloral 

(BARTH et al., 2010). A flor de espécies vegetais afeta a cor do grão de pólen que varia de 

branco, amarelo a laranja, vermelho, verde, cinza e marrom escuro. Mesmo uma fonte vegetal 

semelhante, a composição do pólen pode variar devido a variações sazonais e regionais, 

influenciadas pela idade da planta, condições nutricionais e ambientais (THAKUR; NANDA, 

2020). 

Nos últimos anos, o crescente interesse na extração e determinação desses compostos 

benéficos do pólen de abelha foi demonstrado pelo número de trabalhos de pesquisa publicados 

Figura 3:  O processo de coleta de pólen apícola pelas abelhas. 
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que tratam desse assunto e pela grande lista de países nos quais tais estudos foram realizados 

(figura 4). Curiosamente, entre eles, Brasil e Espanha apresentaram o maior número de 

publicações entre os anos de 2011 e 2017, relacionadas à análise de compostos bioativos do 

pólen apícola. 

 

 
Fonte: (ARES et al., 2018). 

  

O pólen de abelha pode conter até cerca de 250 substâncias químicas diferentes, 

incluindo aminoácidos, vitaminas, micro e macroelementos, carboidratos, ácidos nucléicos, 

triglicerídeos, fosfolipídios e flavonóides (DA SILVA et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2012). 

Portanto, os compostos químicos deste produto mostram grande variação entre os valores 

mínimo e máximo, contendo média de 54% (18 84%) de carboidratos, 21% (4 41%) de 

proteínas, 5% (0,4 14%) de lipídios , 9% (0,15 31%) de fibra, 3% (0,50 8%) de cinzas, 13 g / 

100 g (3 29 g / 100 g) de glicose, 15 g / 100 g (5 34 g / 100 g ) de frutose, 4 g / 100 g (0,05-9 

g / 100 g) de sacarose, 4951,61 mg / kg (3,06-13366,60 mg / kg) de potássio, 4157,86 mg / kg 

(234,40-9587,00 mg / kg) de fósforo, 1751,22 mg / kg (1,09 5752,19 mg / kg) de cálcio, 

1246,99 mg / kg (44,00 4680,53 mg / kg) de magnésio, 46,97 mg / kg (0,10 105,80 mg / kg) 

de zinco, 197,41 mg / kg (2,60 1180,00 mg / kg) de ferro e conteúdo fenólico total de 30,59 

mg GAE / g (0,69-213,20 mg GAE / g) (CAMPOS et al., 2008). 

Figura 4: Resumo do número de publicações, por país, relacionadas à análise de 
compostos bioativos do pólen apícola. 
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Alguns estudos ainda relataram que a ingestão de pólen apícola é suficiente para a 

sobrevivência humana, pois as vitaminas do pólen apícola contribuem muito para a nutrição e 

quase todos os aminoácidos e minerais essenciais humanos são relatados no pólen apícola em 

boas quantidades (NOGUEIRA et al., 2012). Cerca de 20% do pólen apícola é composto por 

aminoácidos (10% dos aminoácidos essenciais) e uma média de 26% de açúcares redutores, 

como frutose e glicose (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015). Desta forma, verifica-se o alto 

valor nutricional deste produto. 

Flavonóides, ácidos fenólicos, ácidos graxos e fitoesteróis são apontados como os 

principais responsáveis pela capacidade anti-inflamatória desse produto (KOMOSINSKA-

componentes secundários da planta, também têm vários impactos benéficos como atividades 

farmacológicas e fisiológicas. Esses compostos são descritos como tendo características 

biológicas diversificadas, como antienvelhecimento, antioxidante, antimicrobiano, antifúngico, 

antiviral, antiinflamatório, anticarcinogênico, anti-aterosclerose, cardioprotetor, aumentam a 

função endotelial e modulam o processo de cicatrização de queimaduras (ABDELNOUR et al., 

2019; KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015). 

Supõe-se também que sua ingestão regular tem impactos em inúmeras doenças médicas, 

como anemia, depressão, perda de memória, problemas intestinais e de próstata, impotência, 

envelhecimento, doenças relacionadas ao estresse e funções imunológicas prejudicadas, além 

de suas propriedades antibióticas, anti-neoplásicas e anti-diarreicas (ABDELNOUR et al., 

2019). Nas últimas décadas, o uso de produtos naturais foi promovido para melhorar o 

desempenho e a imunidade dos animais, promovendo o crescimento animal, protegendo a saúde 

intestinal e melhorando a qualidade e segurança dos produtos de origem animal (ATTIA et al., 

2019). Até agora, o pólen de abelha é aceito para uso em dietas sem efeitos colaterais. 

Um estudo interessante determinou o perfil físico-químico, bem como o perfil fenólico 

e as capacidades antioxidante e antimicrobiana, de amostras de pólen apícola monofloral 

coletadas em diferentes locais do Brasil (DE-MELO et al., 2018a). Todas as amostras foram 

classificadas como monoflorais, pois apresentavam mais de 90% de um único tipo de pólen. Os 

resultados mostram que as quantidades de proteína (10,6-33,9 g / 100g), lipídios (3,2-8,3 g / 

100g), cinzas (2,6-3,8 g / 100g), fenólico total (5,6-29,7 mg GAE / g) e flavonóide total ( Os 

valores de 0,3 19,0 mg QE / g) foram variáveis, mesmo entre produtos com a mesma origem 

botânica. Os perfis de cada amostra foram distintos, não havendo padrão entre produtos 

monoflorais do mesmo tipo de pólen. Uma das amostras de pólen de abelha utilizadas no estudo 
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vem da região de Neópolis, Sergipe (composta por 96,3% de Mimosa caesalpiniaefolia, árvore 

denominada Sabiá, e 3,7% de Cocos nucifera, o coqueiro - figura 5),  da abelha pólen usado 

para experimentos nesta tese. Através da análise morfológica e estrutural do grão de pólen, é 

possível identificar a origem botânica e geográfica. 

 

Fonte: (O autor, 2021). 

 

No Brasil, existe um regulamento técnico de qualidade de alimentos, que contém os 

requisitos para a comercialização de produtos de origem animal. A instrução normativa N3 do 

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) descreve os critérios para a 

comercialização de produtos apícolas e estabelece a identidade e os requisitos mínimos de 

qualidade que o pólen apícola deve ter. Dentre eles, os parâmetros físico-químicos exigidos 

para o pólen apícola são: umidade - máximo 30% (fresco) ou máximo 4% (desidratado); cinzas 

- máximo 4%; lipídios - mínimo; proteínas - mínimo 8%; açúcares totais - 14,5% a 55,0%; fibra 

bruta - mínimo 2%.  

Assim, há uma padronização de quais seriam os níveis adequados de nutrientes 

encontrados neste produto. Ainda assim, a variabilidade do conteúdo de nutrientes é muito 

grande, o que dificulta a avaliação das propriedades benéficas do produto proveniente de 

diferentes regiões. O pólen apícola é oferecido como tratamento complementar e alternativo 

para diversas doenças. No entanto, esses tratamentos não estão totalmente comprovados serem 

Figura 5: Imagens representativas de Mimosa caesalpiniaefolia e Cocos nucifera, 
assim como os seus tipos polínicos correspondentes. 
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eficazes e seguros em experimentos clínicos. Assim, o pólen apícola tem sido considerado um 

suplemento alimentar natural terapêutico e nutricional promissor, mas mais pesquisas e mais 

estudos experimentais e clínicos são necessários para verificar sua eficácia (DENISOW; 

DENISOW-PIETRZYK, 2016). 

Zebrafish: o modelo animal em estudo 

 Danio rerio (Hamilton, 1822) conhecido como zebrafish (figura 6), é um peixe teleósteo 

de pequeno porte que pertence à família dos Ciprinídeos e vive em água doce tropical 

(NÜSSLEIN-VOLHARD; DAHM, 2002). Nativo de riachos no sudeste do Himalaia, incluindo 

Índia, Paquistão, Bangladesh, Nepal e Mianmar, o nome Danio é derivado do bangla "dhani", 

que significa "do campo de arroz", pois é comumente encontrado em colunas de água em locais 

onde o cultivo de arroz é praticado (ARUNACHALAM et al., 2013). Atualmente, essa espécie 

é amplamente utilizada como modelo experimental em diversas áreas da ciência, sendo 

igualmente valorizada quando comparada a ratos e camundongos, com prevalência semelhante 

em programas de pesquisa (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). No Brasil, a 

comunidade científica vem aumentando o interesse em utilizar o zebrafish como modelo animal 

em experimentos, refletindo na quantidade de trabalhos publicados, principalmente a partir da 

década de 1990 (GHENO et al., 2016).  

 

Fonte: (https://www.riometa.eu) 

 

Essa espécie tem seu genoma totalmente sequenciado e vários marcadores moleculares 

já disponíveis, o que permite trabalhar com vastos recursos genômicos. Quando comparados 

Figure 6: Zebrafish (Danio rerio). 
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em sua sequência, seus genes apresentam grande similaridade com genes de humanos e 

camundongos (BARBAZUK et al., 2000). Além disso, devido à sua alta capacidade de absorver 

compostos adicionados à água, seu metabolismo acelerado e sua sensibilidade a produtos 

químicos, o zebrafish é favorável como modelo para estudos toxicológicos (YANG et al., 

2009), genético, teratológico (BECKER; BECKER, 2008), farmacológicos (BENCAN; 

SLEDGE; LEVIN, 2009; EGAN et al., 2009), estudos neurocomportamentais (MATHUR; 

GUO, 2010; SISON; GERLAI, 2011) para desvendar mecanismos de várias doenças humanas 

e testes para novos agentes terapêuticos (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). 

Apesar de ser uma espécie ornamental, o zebrafish também pode ser usado para estudar 

características de peixes de interesse econômico, como por exemplo espécies de peixes 

comerciais brasileiras. A piscicultura no Brasil tem crescido consideravelmente, tornando-se 

um importante setor da economia (FAO, 2020). Estudos do sistema imunológico e sua interação 

com os nutrientes da dieta podem contribuir com implementações de nutrição visando a 

manutenção da saúde e diminuição de possíveis perdas econômicas. O combate a doenças pode 

aumentar o custo de produção e diminuir a produtividade da piscicultura. Portanto, manter o 

sistema imunológico saudável é uma alternativa interessante e tem sido o foco de vários grupos 

de pesquisa. 

Estudos científicos usando zebrafish também demonstram forte homologia em relação 

às células linfóides de mamíferos, incluindo linfócitos, monócitos, macrófagos e neutrófilos, 

além de grandes semelhanças funcionais (CROWHURST; LAYTON; LIESCHKE, 2002; DE 

JONG; ZON, 2005; ONNEBO; YOONG; WARD, 2004; SCHORPP et al., 2006; STACHURA; 

TRAVER, 2016). Este fato torna esta espécie um sistema modelo ideal para analisar a migração 

de leucócitos e processos inflamatórios in vivo, emergindo como um organismo poderoso para 

estudar os mecanismos de certas doenças. Procedimentos experimentais envolvendo o zebrafish 

podem ser ainda menos complicados e menos onerosos (SÁNCHEZ-VÁZQUEZ et al., 2011), 

tornando-se um modelo extremamente interessante para estudos em diversas áreas. 

Na natureza, os hábitos alimentares do zebrafish são considerados generalistas, pois 

consomem uma grande variedade de crustáceos bentônicos e planctônicos, além de vermes e 

larvas de insetos (SPENCE et al., 2008). As necessidades específicas de nutrientes (proteínas / 

aminoácidos, lipídios, carboidratos, minerais e vitaminas) para o zebrafish ainda não estão 

claras e as necessidades também podem variar de acordo com a frequência com que esses 

animais são submetidos à reprodução. Além disso, os requisitos devem ser determinados para 
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cada fase da vida; larval, juvenil e adultos, testando os efeitos dos componentes da dieta na 

sobrevivência, crescimento, resistência a doenças / estresse e reprodução (LAWRENCE, 2007). 

Em relação à oferta da dieta, existem duas abordagens gerais utilizadas na piscicultura: 

alimentação até a saciedade e alimentação baseada no peso corporal (LAWRENCE, 2007). O 

primeiro método é comumente utilizado em instalações de zebrafish, no entanto, os peixes 

podem ser alimentados em excesso ou insuficientes, levando a reduções na qualidade da água 

e / ou depressão do crescimento, função reprodutiva e resposta imune. A alimentação com base 

no peso corporal envolve a alimentação com uma porcentagem fixa do peso corporal dos peixes 

todos os dias. Em sistemas de criação intensiva, as larvas de peixes são normalmente 

alimentadas com mais frequência ao longo do dia (de 50 a 300% do peso corporal) em 

comparação com peixes adultos (1 a 10% do peso corporal). Este segundo método representa o 

método mais eficiente e cientificamente válido para estudar dietas de zebrafish (LAWRENCE, 

2007). 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (ST)  
 
 

Salmonella é uma bactéria anaeróbia Gram-negativa, não formadora de esporos, em 

forma de bastonete e facultativa, que pertence à família Enterobacteriaceae. Esses 

microrganismos podem variar de 0,7 a 1,5 m de diâmetro e 2 a 5 m de comprimento. As 

doenças infecciosas, como a salmonelose, são responsáveis por um terço de toda a mortalidade 

em todo o mundo e se tornaram uma ameaça significativa à saúde pública em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (SOTOMAYOR et al., 2018). 

É um patógeno global de origem alimentar que infecta e se replica em macrófagos de 

humanos e animais e causa cerca de 93,8 milhões de infecções por salmonelose e 155.000 

mortes em todo o mundo a cada ano. O controle de sua infecção é difícil devido à alta tolerância 

da bactéria ao estresse ambiental, ampla distribuição, resistência a múltiplas drogas e 

adaptabilidade. Além disso, a rearranjo genético contínuo da Salmonella, que leva ao aumento 

da virulência e ao surgimento de resistência a vários medicamentos, é um problema de saúde 

pública significativo (BRANCHU; BAWN; KINGSLEY, 2018; CHEN et al., 2013). 

O zebrafish é um modelo animal utilizado no estudo de doenças inflamatórias e a 

infecção por ST já está bem estabelecida (STOCKHAMMER et al., 2009). Sabe-se que após a 

infecção por ST a ativação da resposta imune inata ocorre em embriões / larvas de zebrafish. 

Existem diferentes vias de infecção, dependendo do objetivo do estudo. A injeção no saco 
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vitelino (YS) (figura 7) em larvas com 2 dias pós-fertilização é usada para infecção sistêmica 

(BENARD et al., 2012) e será implementada em nosso estudo.   

 

 
 

 

 

 

Legenda: HV: rombencéfalo, OV: Vesícula óptica, DC: Ducto de Curvier, NC: Notocorda, SC: 
subcutâneo, IM: intramuscular, YS: Saco vitelino, CV: Veia caudal, BI: Ilhas de sangue, TF: 

Nadadeira caudal. 
Fonte: (Adaptado de TORRACA; MOSTOWY, 2018). 

 

V írus da V iremia Primaveril da Carpa (V VPV) 

O vírus da Viremia Primaveril da Carpa (VVPV) pertence à família Rhabdoviridae, 

espécie Rhabdovirus carpio (AHNE et al., 2002). Este vírus é responsável pela viremia 

primaveril altamente contagiosa associada a sintomas hemorrágicos em Ciprinídeos, 

especialmente na carpa comum (Cyprinus carpio) (AHNE et al., 2002). A infecção é altamente 

letal em peixes jovens, as taxas de mortalidade podem chegar a 90% (BAUDOUY; DANTON; 

MERLE, 1980) e, portanto, causa perdas econômicas substanciais para a indústria da 

aquicultura. 

Atualmente, a doença é endêmica na Europa, América e vários países asiáticos, onde 

causa significativa morbidade e mortalidade nos peixes afetados. A infecção por VVPV 

geralmente está associada a exoftalmia; distensão abdominal; hemorragia petequial na pele, 

brânquias, olhos e órgãos internos; degeneração das lamelas branquiais; um baço de textura 

inchada e áspera; necrose hepática; enterite; e pericardite (ASHRAF et al., 2016). 

Após infecções experimentais relatadas em zebrafish, um modelo de infecção de 

veiculação hídrica foi desenvolvido em larvas com 3 dias pós-fertilização (LÓPEZ-MUÑOZ et 

al., 2010). O procedimento de desafiar as larvas por imersão reduz consideravelmente o manejo 

dos animais e representa uma via mais natural de infecção. Neste trabalho referido 

anteriormente, os autores mostram que as larvas do zebrafish são incapazes de desenvolver uma 

resposta antiviral protetora ao SVCV e esta forma de infecção também será implementada em 

nosso estudo. 

Figura 7: Rotas de injeção de larvas de zebrafish. 
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Microbiota intestinal  

A microbiota intestinal é o conjunto de microrganismos existentes no intestino 

(LOZUPONE et al., 2012), formando uma comunidade com bactérias, arqueas, eucaryas, 

fungos e vírus. O microbioma intestinal diz respeito ao genoma destes. Esses microrganismos 

estabelecem uma relação mutualística com o hospedeiro, na qual ambos contribuem e se 

beneficiam (LEY et al., 2008) e também podem ser distribuídos em diferentes partes do corpo 

(como pele, boca, trato respiratório, intestino grosso e delgado), colonizando zonas superficiais 

ou profundas. Sua distribuição depende de um conjunto de fatores como umidade, acidez, 

temperatura e disponibilidade de nutrientes (FIOCCHI; SOUZA, 2012). 

O trato gastrointestinal é o local que hospeda o maior número e diversidade de 

microrganismos, sendo que a microbiota intestinal pode influenciar nos mecanismos de 

homeostase. O desenvolvimento da microbiota ocorre nos primeiros momentos da vida dos 

animais e irá influenciar a fisiologia do hospedeiro ao longo da vida na manutenção do 

equilíbrio dos tecidos (GONÇALVES, 2014). Participa da digestão de alimentos, liberação de 

produtos microbianos benéficos, metabolismo de nutrientes e toxinas, produção de vitaminas 

(WILLEY, 2009), proteção contra microrganismos patogênicos e prevenção do 

desenvolvimento de doenças (FIOCCHI; SOUZA, 2012). Além disso, a microbiota intestinal 

também desempenha um papel importante nas respostas imunológicas locais e sistêmicas 

(BELKAID; HAND, 2014). 

Existe uma relação estreita e complexa, onde a sobrevivência e muitos processos 

metabólicos essenciais do hospedeiro são realizados ou facilitados por esses microrganismos 

(QUESADA, 2019). A microbiota intestinal é caracterizada por seu constante dinamismo, 

podendo ser afetada por diversos fatores internos e externos. Por meio dessas interações, a 

microbiota pode afetar o comportamento, a aptidão, o fenótipo e a saúde do hospedeiro (figura 

8). 
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Legenda: CVD = doença cardiovascular; IPA = ácido indolepropiônico; LPS = 

lipopolissacarídeo; SCFA = ácidos graxos de cadeia curta; TMAO = N-óxido de trimetilamina 
Fonte: (VALDES et al., 2018). 

 
 

 É possível modificar a saúde por meio dos alimentos e medir os efeitos por meio de 

micróbios ou metabólitos. A fibra tem sido considerada um nutriente-chave para um 

microbioma saudável, enquanto os debates acirram sobre açúcar, gordura e os efeitos adversos 

de medicamentos e ingredientes de alimentos processados (VALDES et al., 2018). Dadas as 

lacunas atuais no conhecimento, mais evidências clínicas são necessárias para avaliar as 

mudanças na composição da microbiota intestinal e dos resultados na saúde. 

 

Figura 8: Representação esquemática do papel da 
microbiota intestinal na saúde e na doença, dando 

alguns exemplos de ingestão e excreção. 
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Microbiota intestinal em peixes 

Estudos em diferentes modelos sugerem que a microbiota intestinal em peixes está 

envolvida principalmente com a alimentação, a digestão e o metabolismo; resposta ao estresse; 

reprodução; desenvolvimento e respostas imunes (BUTT; VOLKOFF, 2019). As pesquisas 

realizadas até o momento oferecem um bom entendimento desses mecanismos capazes de 

regular o metabolismo dos peixes proporcionando melhorias nas práticas de aquicultura. No 

entanto, ainda há um longo caminho a percorrer em busca de informações que não foram 

totalmente esclarecidas. 

Alimentos / digestão / metabolismo 

A microbiota intestinal influencia o chamado eixo cérebro-intestino. Ela é capaz de 

interagir com neurotransmissores e influenciar seus efeitos na motilidade gastrointestinal, 

função e liberação hormonal e comportamento alimentar (ZHANG; DAVIES, 2016). Alguns 

de seus metabólitos podem atuar nos enterócitos e regular sua função de barreira intestinal, 

capacidade de absorção, captação e armazenamento de nutrientes, atividade secretora e 

motilidade intestinal. Além disso, a microbiota libera metabólitos em resposta aos substratos 

presentes no lúmen que estimulam as células enteroendócrinas a liberar peptídeos intestinais 

que atuam tanto localmente quanto nos centros de alimentação do cérebro, modificando o 

comportamento alimentar e a homeostase energética (Figura 9) (BUTT; VOLKOFF, 2019). 

 

Fonte: (BUTT; VOLKOFF, 2019). 

Figura 9: Visão geral do eixo intestino-microbiota-cérebro na alimentação 
e na digestão. 
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Foi demonstrado que a composição da microbiota proporciona mudanças na biossíntese 

e metabolismo das vias de carboidratos, aminoácidos e lipídios (NI et al., 2014) e peixes 

alimentados com dietas suplementadas com probióticos podem apresentar maior ganho de peso, 

eficiência alimentar e desempenho de crescimento (YE et al., 2011). Isso pode ser atribuído ao 

aumento da ingestão de alimentos e melhora da digestibilidade dos nutrientes. No entanto, 

alguns resultados podem diferir entre as espécies estudadas e variações na metodologia e 

arranjo de nutrientes em cada dieta. 

Resposta ao estresse 

A resposta ao estresse é mediada por vários hormônios e é o resultado da comunicação 

bidirecional entre o cérebro e os órgãos periféricos. O estresse dos peixes pode ser causado por 

vários fatores ambientais (incluindo baixa qualidade da água, altos níveis de partículas, 

fotoperíodo subótimo, níveis de oxigênio, temperatura), alta densidade populacional, dieta 

pobre / desnutrição, transporte e manuseio inadequados (BUTT; VOLKOFF, 2019). Quando 

ocorre estresse, o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) libera hormônios que estimulam a 

secreção de glicocorticóides adrenais para preparar o corpo para lidar com o estresse. Em 

peixes, assim como em mamíferos, a microbiota afeta o eixo HPA, a resposta e o 

comportamento ao estresse, principalmente os ansiolíticos e locomotores, que também podem 

afetar o comportamento alimentar e a homeostase energética. Por exemplo, no zebrafish, 

melhorar a microbiota (por meio de pró e prebióticos) reduz o comportamento de ansiedade e 

diminui a resposta ao estresse e os níveis de cortisol (DJ et al., 2016; FORSATKAR et al., 

2017). 

Reprodução 

A reprodução também está intimamente relacionada à homeostase energética, pois é 

cara em termos de energia e só pode ser realizada com sucesso quando há energia suficiente 

disponível (BUTT; VOLKOFF, 2019). Estudos têm demonstrado que a microbiota intestinal 

pode contribuir para o desenvolvimento das gônadas e subsequente sucesso reprodutivo do 

hospedeiro. Por exemplo, quando administrado continuamente desde o nascimento até a 

maturação sexual, Lactobacillus rhamnosus alterou a microbiota intestinal e acelerou o 

desenvolvimento larval do zebrafish, melhorando o crescimento sexual e a diferenciação 

(CARNEVALI; MARADONNA; GIOACCHINI, 2017). 
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As fêmeas de zebrafish tratadas com L. rhamnosus apresentaram aumento no número 

de folículos vitelogênicos e maiores índices gonadossomáticos (IGS), maior número de oócitos 

e maiores níveis de expressão do hormônio reprodutivo em relação aos peixes controle, 

melhorando o sucesso reprodutivo. Da mesma forma, em outras espécies, a suplementação de 

alimentos com probióticos aumenta o índice gonadossomático (IGS- cálculo do peso da gônada 

em proporção ao peso corporal total), a fertilidade e a produção de alevinos de fêmeas 

reprodutoras e o comprimento e peso dos alevinos (GHOSH; SINHA; SAHU, 2007; 

MEHDINEJAD; IMANPOUR; JAFARI, 2019). Embora os mecanismos que medeiam as ações 

da microbiota intestinal na reprodução do hospedeiro ainda sejam pouco conhecidos, é possível 

que esses mecanismos envolvam a regulação da alimentação, a absorção de nutrientes e a 

homeostase energética. 

Respostas imunes 

Uma consequência da coevolução dos animais com suas microbiotas é a profunda 

influência desses microrganismos no sistema imunológico, tanto localmente no intestino quanto 

sistemicamente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). A microbiota protege o hospedeiro da 

colonização e proliferação de patógenos ambientais por um processo conhecido como 

"resistência à colonização". Embora os mecanismos por trás dessa resistência não sejam 

totalmente claros, sugere-se que espécies bacterianas comensais competem com patógenos, 

produzem e secretam peptídeos antimicrobianos e estimulam a expressão de mucina, 

controlando bactérias indesejáveis (BUTT; VOLKOFF, 2019). 

Bactérias comensais também são necessárias para a proliferação e reparo da barreira 

epitelial intestinal após lesões (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). Qualquer ruptura da 

mucosa pode afetar o equilíbrio intestinal e, portanto, levar a infecções e ativação do tecido 

linfóide associado ao intestino (GALT). A microbiota comensal associada ao sistema 

imunológico da mucosa tem uma importante contribuição para a imunidade dos peixes, pois 

também participa do desenvolvimento e maturação do GALT (WANG et al., 2018). 

Estudos com animais germfree colonizados com comunidades microbianas 

selecionadas têm sido essenciais para definir mudanças dependentes da microbiota na função 

das células imunes e na fisiologia intestinal durante infecções e doenças. Em particular, o 

zebrafish emergiu como um poderoso organismo modelo de vertebrado com a capacidade de 

gerar imagens in vivo, abordagens genéticas completas e métodos fáceis para manipular 

experimentalmente comunidades microbianas (MURDOCH; RAWLS, 2019). As análises 
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transcriptômicas do trato digestivo das larvas do zebrafish revelam que muitos genes 

relacionados às respostas imunológicas são regulados pela microbiota. Além disso, a 

colonização do intestino do zebrafish estimula as respostas imunológicas já observadas em 

mamíferos, destacando a importância dessa relação em escalas evolutivas (RAWLS et al., 2006; 

RAWLS; SAMUEL; GORDON, 2004). 

Além disso, demonstrou-se que as funções dos neutrófilos são mediadas pela 

colonização da microbiota, o que pode aumentar o estado inflamatório dessas células no 

zebrafish durante a homeostase (CLARKE, 2014). Os neutrófilos são fagócitos profissionais 

que promovem a eliminação de microrganismos e detritos celulares por meio de uma variedade 

de mecanismos (KRUGER et al., 2015). Eles são os glóbulos brancos circulantes mais 

abundantes e, normalmente, o primeiro tipo de célula imune inata recrutada para locais de lesão 

ou infecção. A microbiota mostrou afetar vários aspectos da biologia dos neutrófilos 

sistemicamente e em tecidos distais, e também promover a infiltração intestinal de neutrófilos 

em larvas de zebrafish (Figura 10). 

 

 

Legenda: A colonização de larvas livres de germes com a microbiota estimula a expressão de genes 
inflamatórios, especialmente o comportamento e a atividade dos neutrófilos. 

Fonte: (MURDOCH; RAWLS, 2019). 
 

Os mecanismos moleculares subjacentes à microbiota intestinal que influenciam o 

desenvolvimento e a função das cepas mieloides ainda não estão claros. Um estudo recente 

identificou um efetor imune denominado Serum Amyloid A (Saa) como um dos transcritos 

mais altamente induzidos em tecidos digestivos após a colonização da microbiota em larvas de 

zebrafish (MURDOCH et al., 2019). Saa é uma proteína produzida e secretada no intestino e 

Figura 10: Efeitos da microbiota no desenvolvimento e função do sistema imunológico 
inato do zebrafish. 
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no fígado com ações sobre os neutrófilos. Os resultados dos efeitos do Saa sobre os neutrófilos 

dependem da colonização da microbiota, sugerindo que essa proteína medeia os efeitos da 

microbiota sobre a imunidade inata do hospedeiro. 

Saa promove o recrutamento de neutrófilos para feridas periféricas como mostrado na 

Figura 11. A análise de neutrófilos isolados revelou que saa também reduz a atividade 

bactericida e a expressão de genes pró-inflamatórios de uma forma dependente da microbiota. 

Esses podem ser mecanismos desenvolvidos pelo hospedeiro para limitar uma ativação 

excessiva do sistema imune inato, por meio de atividades regulatórias ou mesmo como 

mecanismos de tolerância imunológica à própria microbiota (MURDOCH et al., 2019). 

 

Legenda: A microbiota induz a produção de Saa intestinal e hepática, levando a efeitos 

compartilhados e distintos nas funções sistêmicas dos neutrófilos 

Fonte: (MURDOCH et al., 2019). 

 

Embora a microbiota e o hospedeiro possam ter uma relação simbiótica extremamente 

benéfica, defeitos nesses regulamentos complexos que controlam a homeostase, ou alterações 

estreita relação traz riscos para várias doenças, como o câncer (MURDOCH et al., 2019). 

Evidências crescentes indicam um papel fundamental da microbiota na carcinogênese, doenças 

cardiovasculares, doenças inflamatórias intestinais, doenças alérgicas como asma atópica, 

distúrbios comportamentais, diabetes, doenças autoimunes, entre outras (DURACK; LYNCH, 

2019; RAZA et al., 2019; SCHWABE; JOBIN, 2013; SHREINER; KAO; YOUNG, 2015). 

Figura 11: O Saa induzido pela microbiota condiciona 
os neutrófilos in vivo. 
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As interações entre a microbiota e o sistema imunológico do hospedeiro são numerosas, 

complexas e bidirecionais. O sistema imunológico deve aprender a tolerar a microbiota 

comensal e responder adequadamente aos patógenos, e por sua vez, a microbiota é essencial 

para educar o sistema imunológico para funcionar adequadamente (SHREINER; KAO; 

YOUNG, 2015). Diferentes fatores que interferem na composição da bactéria presente no 

intestino, podem modular suas funções e interferências no organismo, variando desde um 

estado de saúde até a predisposição a estados patológicos. Ainda não está claro quais mudanças 

na microbiota associada à doença são significativas e a distinção entre causa e efeito é 

desafiadora. 

Observa-se também que o estado de doença pode levar a alterações na microbiota por 

meio de diversos mecanismos, incluindo mudanças nos hábitos alimentares e da função 

intestinal, além da administração de medicamentos como antibióticos (SHREINER; KAO; 

YOUNG, 2015). Entender essas características e suas influências é de extrema importância na 

aquicultura quando se trata de definir o bem-estar animal, prevenindo e identificando problemas 

(diagnóstico e prognóstico de doenças) ou ajudando a encontrar tratamentos eficazes para 

reduzir perdas econômicas. É claro que ainda há um longo caminho a percorrer para melhor 

compreender esta complexa rede de fatores que moldam o estado de saúde dos indivíduos. 

Estudos sobre a microbiota intestinal de peixes podem ajudar a melhorar as práticas de 

bem-estar na aquicultura. No entanto, ao lidar com um grupo tão diverso e amplo quanto os 

peixes, muitos desafios podem ser encontrados. Influências genéticas e ambientais, bem como 

um pequeno número de espécies estudadas, indicam que mais pesquisas são necessárias para 

entender as particularidades. Além disso, diferentes tipos de métodos experimentais têm sido 

usados, destacando a necessidade de padronização adequada na descrição da microbiota 

(VATSOS, 2017). Estudar a microbiota intestinal em qualquer espécie é extremamente 

complexo porque muitos mecanismos de ação, vias locais e endócrinas, diferentes sistemas 

fisiológicos e moléculas (hormônios, metabólitos) interagem entre si. Além disso, cada 

microrganismo dentro da microbiota pode ter ações diferentes e a função de cada um 

individualmente ainda é desconhecida (BUTT; VOLKOFF, 2019).  

Fatores que determinam a composição da microbiota intestinal de peixes  

 Fatores bióticos (por exemplo, genótipo, estado fisiológico - principalmente nutricional 

e imunológico -, sexo, maturidade sexual, idade) e abióticos (fatores ambientais como qualidade 

da água, temperatura, luz, dieta) podem afetar a microbiota intestinal dos peixes e influenciar 
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sua composição e diversidade , bem como sua função e atividade metabólica, afetando o 

comportamento, alimentação, crescimento, armazenamento de energia, resposta ao estresse e 

saúde geral do animal (Figura 12) (GHANBARI; KNEIFEL; DOMIG, 2015). 

 

Legenda: As mudanças afetam os processos envolvidos no crescimento, desempenho, armazenamento 

de energia e saúde dos peixes. 

Fonte: (GHANBARI; KNEIFEL; DOMIG, 2015). 

 

Dentre vários fatores, os diferentes hábitos / dietas alimentares das espécies de peixes 

podem influenciar muito a estrutura e composição da microbiota intestinal. Em carnívoros, a 

diversidade bacteriana é geralmente menor e aumenta progressivamente em onívoros, 

herbívoros e planctófagos. Essa diversidade está relacionada ao tamanho do intestino, bem 

como a uma microbiota mais diversificada que facilita os processos de fermentação do material 

vegetal na dieta (BUTT; VOLKOFF, 2019). Também há maior abundância em alguns grupos 

de bactérias associadas aos hábitos alimentares. Por exemplo, em peixes carnívoros, as bactérias 

mais abundantes incluem Clostridium, Cetobacterium e Halomonas, em peixes onívoros 

incluem Cetobacterium e Halomonas e, em peixes herbívoros, incluem Clostridium, 

Citrobacter e Leptotrichia. Essa tendência foi encontrada em peixes marinhos e de água doce, 

sugerindo que o nível trófico é provavelmente um dos fatores mais influentes que afetam a 

composição da microbiota intestinal (EGERTON et al., 2018; LIU et al., 2016). 

Além disso, a microbiota intestinal também pode variar dentro de espécies do mesmo 

nível trófico. Por exemplo, em quatro espécies de carpa asiática herbívora (Hypophthalmichthys 

Figura 12: Uma combinação de fatores bióticos e abióticos afeta a composição, 
a função e a atividade metabólica da microbiota intestinal dos peixes. 
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molitrix; Hypophthalmichthys nobilis; C tenopharyngodon idella; e Cyprinus carpio) criadas 

nas mesmas condições ambientais, diferenças na abundância relativa foram observadas no filo 

F irmicutes, conhecido como degradadores de celulose, provavelmente devido a dietas 

específicas de cada espécie (LI et al., 2018b). Além disso, mudanças na composição da dieta 

dos peixes podem resultar em mudanças na microbiota e no trato digestivo. Um estudo com 

tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) após receber dieta contendo aditivo probiótico (Bacillus 

cereus e Bacillus subtilis) induziu colonização intestinal por essas bactérias benéficas, além de 

promover maior percentual de sobrevivência, diminuiu a descamação da mucosa intestinal e 

favoreceu o número de células caliciformes em juvenis da espécie (MELLO et al., 2013). 

Curiosamente, durante os períodos de jejum (curto e longo), ocorrem alterações 

morfológicas no trato intestinal devido à redução da absorção de nutrientes e uma depleção de 

nutrientes induz mudanças na composição da microbiota intestinal, diminuindo a diversidade e 

riqueza microbiana e favorecendo espécies que usam diversas fontes de energia e são capazes 

de sobreviver em condições limitadas de nutrientes (XIA et al., 2014). Esse fato sugere que a 

frequência alimentar também pode ter consequências. O alimento quando ingerido na dieta 

pode modular a microbiota por meio da biodisponibilidade de nutrientes, que funciona como 

substrato para bactérias, mas também pode modular alterando as condições do trato 

gastrointestinal, como pH ou liberação de enzimas digestivas específicas como a bile, 

favorecendo ou prejudicando o desenvolvimento de certas bactérias (MERRIFIELD; 

RODILES, 2015). 

Estudos metagenômicos  

O desenvolvimento de técnicas genéticas permitiu um estudo metagenômico, 

importante para descrever a diversidade de espécies microbianas existentes no intestino, que 

não seria possível detectar por meio de culturas bacterianas, pois um grande número ainda não 

é cultivável (PREIDIS; VERSALOVIC, 2009). A metagenômica foi descrita pela primeira vez 

em 1998 por Handelsman e Rodon e tem como objetivo catalogar todos os genes de uma 

comunidade pelo sequenciamento aleatório de todo o DNA extraído da amostra (WANG et al., 

2015). Em primeiro lugar, o DNA total de todos os microrganismos é extraído do tecido 

intestinal ou de amostras fecais. As sequências abrangentes são então analisadas para obter 

perfis de espécies com base em marcadores filogenéticos (SUNAGAWA et al., 2013) ou perfis 

genômicos com base em genomas inteiros (TRINGE et al., 2005). As informações obtidas com 
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base na sequência permitem uma compreensão mais abrangente da estrutura das comunidades 

microbianas. 

A avaliação da diversidade microbiana, a identificação de espécies bacterianas e o 

desempenho de clusters por comparação de sequências são possíveis devido ao alto grau de 

conservação do gene que codifica o rRNA 16S nos domínios Bacteria e Archaea (WOESE, 

1987). A atribuição taxonômica é possível devido à presença de 9 regiões hipervariáveis (V1-

V9) que contêm diversidade de sequência suficiente para classificar os microrganismos. Além 

disso, uma vez que as regiões conservadas flanqueiam essas regiões variáveis, a amplificação 

por PCR usando primers universais é possível. Cada produto de amplificação de 16S rRNA e 

sequenciamento subsequente podem ser considerados representativos de uma única bactéria 

dentro de uma população mista. Essa abordagem permitiu a caracterização de comunidades 

bacterianas sem isolamento ou cultura em uma ampla gama de usos (PREIDIS; VERSALOVIC, 

2009). 

Com o rápido desenvolvimento de tecnologias moleculares avançadas, foi demonstrado 

que o ecossistema microbiano intestinal é muito mais complexo do que se pensava 

anteriormente (ECKBURG et al., 2005). O estudo detalhado da composição da microbiota 

intestinal e de suas funções metabólicas permite determinar quais microrganismos tornam 

possível manter o intestino saudável e quais alterações podem levar ao desenvolvimento de 

patologias (PREIDIS; VERSALOVIC, 2009). A metagenômica pode não apenas identificar a 

diversidade do microbioma intestinal, mas também pode revelar novos genes e vias microbianas 

e descobrir disbiose funcional. A aplicação da metagenômica tem enorme potencial para revelar 

os mecanismos e correlações entre o microbioma intestinal e muitas doenças (WANG et al., 

2015). 

Câncer e sua interação com o sistema imune 

O conceito de câncer sofreu algumas mudanças nos últimos anos, pois inicialmente era 

considerado apenas um conjunto de células alteradas em proliferação, e hoje o câncer é mais 

bem compreendido como um tecido complexo no qual existe um microambiente, com 

interações entre elementos celulares e componentes moleculares, determinantes na progressão 

tumoral (FIGUEIREDO, 2019). Assim, a compreensão do evento neoplásico ganha maior 

complexidade, uma vez que a dinâmica das células tumorais passa a ser avaliada como parte de 

um tecido real (onde ocorre vascularização, oxigenação, pressão intersticial e necrose tecidual). 
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Novos componentes desse nicho tumoral estão sendo identificados, incluindo elementos do 

sistema imunológico (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 

Na oncogênese atual, as células cancerosas sofrem uma sequência de mutações ou 

alterações genéticas, resultado tanto de fatores intrínsecos (mutações genéticas herdadas ou 

erros aleatórios na replicação do DNA) quanto extrínsecos, por exemplo: danos e instabilidade 

genética induzida por radiação, produtos químicos ou microbianos infecções (TANNOCK et 

al., 2005). Estudos mostram que as células não cancerosas também desempenham um papel 

significativo em vários processos de desenvolvimento de tumores (ONUCHIC; CHAMMAS, 

2010). Dentre essas células, as do sistema imunológico e seus produtos, bem como as 

características do infiltrado inflamatório tumoral, interferem no seu desenvolvimento e 

progressão. Isso indica que o câncer não apenas constitui um microambiente, mas está inserido 

em um macroambiente - o organismo - no qual as células imunes migram para o tumor e passam 

a compor seu estroma e influenciando sua progressão (FIGUEIREDO, 2019). 

Diversas pesquisas revelam uma importante associação entre inflamação e câncer, 

mostrando que a inflamação crônica é um dos fatores epigenéticos que mais contribuem para o 

surgimento e progressão tumoral (COUSSENS; WERB, 2002). A inflamação aguda é um 

processo rápido e autolimitado, mas pode evoluir para um estado crônico, o que pode ser 

responsável pelo aparecimento de outras doenças (ZHAO et al., 2017). A resposta inflamatória 

do corpo causa alterações celulares e respostas imunológicas que resultam na reparação do 

tecido danificado e na proliferação (crescimento) celular no local do tecido lesado. A 

inflamação pode se tornar crônica se a causa da inflamação aguda persistir ou se certos 

mecanismos de controle negativo encarregados de interromper o processo falharem. Quando 

essas respostas inflamatórias se tornam crônicas, podem resultar em mutação e proliferação 

celular, muitas vezes criando um ambiente propício ao aparecimento e, principalmente, ao 

desenvolvimento de câncer (SINGH et al., 2019). Várias vias de sinalização são os principais 

contribuintes para a criação de alterações epigenéticas fora da célula, ativando essas mutações 

internas. A inflamação crônica tem sido associada a vários estágios envolvidos na 

tumorigênese, incluindo transformação celular, promoção, sobrevivência, proliferação, 

invasão, angiogênese e metástase (SINGH et al., 2019). 

Atualmente, sabe-se que a inflamação pode ter papel fundamental no câncer, desde o 

início do fenótipo transformado até sua disseminação metastática. No entanto, inflamação e 

câncer têm uma relação profunda e ambígua. A inflamação (principalmente crônica) tem efeitos 

pró-tumoral, porém as células inflamatórias também medeiam uma resposta imune contra o 
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tumor e a imunossupressão é conhecida por aumentar o risco de certos tumores (SHALAPOUR; 

KARIN, 2015). Trabalhos mais recentes abordam atividades moleculares e celulares que ligam 

inflamação e câncer e dois tipos de vias foram identificadas: uma intrínseca e uma extrínseca 

(AGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; SUNG, 2009). Intrinsecamente, as alterações genéticas 

que causam as neoplasias iniciam a expressão de estímulos relacionados à inflamação que 

orientam a construção de um microambiente inflamatório. A inflamação intrínseca, induzida 

pelo câncer, pode ser desencadeada por mutações de diferentes causas e contribuir para a 

progressão maligna por meio do recrutamento e ativação de células inflamatórias. Na via 

extrínseca, as condições inflamatórias prévias são o que facilitam o aparecimento e o 

desenvolvimento do câncer. A inflamação extrínseca ao tumor é causada por muitos fatores, 

incluindo infecções bacterianas e virais, doenças autoimunes, obesidade, tabagismo, 

intoxicações e consumo excessivo de álcool (SINGH et al., 2019). 

Nas doenças inflamatórias crônicas, é caracterizada a presença dominante de leucócitos 

no tecido lesado (TANG; WANG, 2016) e muitas dessas células liberam toxinas e substâncias 

que podem ser prejudiciais aos agentes invasores, mas também aos tecidos do próprio 

organismo. Consequentemente, a inflamação crônica é quase sempre acompanhada pela 

destruição do tecido. Sob infecção ou lesão persistente, ele conduz a transformação das células 

precursoras do câncer, produzindo substâncias capazes de induzir danos ao DNA e instabilidade 

genômica (Figura 13). Em um loop de feedback positivo, o dano ao DNA também pode levar 

à inflamação, apoiando a progressão do tumor (RAPOSO et al., 2015). 

 

Fonte: (RAPOSO et al., 2015). 

Figura 13: Mudança de inflamação aguda para crônica e condição 
para progressão do tumor. 
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O principal passo limitante no desenvolvimento de cânceres é a progressão de lesões 

pré-malignas, muitas das quais podem existir em um estado inativo por anos antes de se 

tornarem realmente tumores malignos. Essa fase pode ser controlada por inflamação intrínseca 

(desencadeada pelo tumor) e também por inflamação extrínseca e pode ser atenuada por 

imunidade denominada antitumoral ou vigilância imunológica, essencial para manter o 

entorpecimento (SHALAPOUR; KARIN, 2015). Isso torna este tópico extremamente 

complexo e ambíguo. A percepção do câncer como apenas um conjunto de células em 

proliferação tem se mostrado incompleta e reducionista, com o conceito de MAT 

(microambiente tumoral) emergindo de novos estudos genéticos, bioquímicos e moleculares. 

Microambiente tumoral (M A T) 

O microambiente tumoral é representado por células neoplásicas e elementos não 

neoplásicos do tumor, como fibroblastos, células imunoinflamatórias, células que compõem os 

vasos sanguíneos e todas as moléculas sinalizadoras (positivas e negativas) produzidas, que 

refletem uma poderosa rede de comunicação ativa nos locais do tumor. MAT é, portanto, 

definido como um tecido biologicamente complexo que exibe distorções importantes da 

homeostase do tecido original, no qual células não neoplásicas (que não têm taxas de 

proliferação desreguladas ou instabilidade genética aumentada) são reprogramadas para agir de 

acordo com esta nova dinâmica do tecido, ditado principalmente por células neoplásicas 

(ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). O MAT contém, além das células neoplásicas e do estroma 

circundante (fibroblastos, células endoteliais, pericitos e proteínas da matriz extracelular), 

células imunes inatas, incluindo macrófagos, neutrófilos, mastócitos, células supressoras 

derivadas da linhagem mielóide, células dendríticas, células NK (natural killer) e células 

imunes adaptativas (linfócitos T e B) (FIGUEIREDO, 2019). 

O processo inflamatório é considerado um componente fundamental do MAT, pois faz 

parte da importante rede de comunicação que o caracteriza. Diferentes tipos de células, 

influenciados pelo processo imunoinflamatório, interagem (de forma autócrina e parácrina) 

para controlar o crescimento tumoral. A inflamação associada ao MAT atua como mediador 

entre as células neoplásicas e estromais, por meio da produção de citocinas, fatores de 

crescimento e enzimas remodeladoras da matriz extracelular, criando um sistema 

multidirecional que interfere no desenvolvimento do tumor (FIGUEIREDO, 2019). Além disso, 

o tumor pode direcionar o comportamento da inflamação, tanto promovendo seu crescimento 

quanto estimulando a resistência do hospedeiro à imunidade antitumoral (LIU; LIN; ZHOU, 
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2015). Enquanto a inflamação aguda e transitória é um fator de controle e reparo para dano 

tecidual, a inflamação associada ao tumor é do tipo crônica, sem resolução, o que promove a 

progressão do tumor (SUAREZ-CARMONA et al., 2017). 

Existe um sistema de influência multidirecional que trouxe, cientificamente, uma nova 

definição de câncer, agora entendido como uma sociedade de tecidos complexos, na qual a 

maioria dos membros coopera para facilitar o crescimento da neoplasia, para se converter em 

resistência imunológica e para favorecer a disseminação metastática (FIGUEIREDO, 2019). 

As células imunológicas têm a capacidade de se sintonizar com a resposta inflamatória e 

desempenhar um papel fundamental na inflamação relacionada ao câncer. Compreender o que 

distingue as células imunes pró-tumor de suas contrapartes antitumorais e a capacidade de 

ajustar terapeuticamente a resposta inflamatória são cruciais na luta contra o câncer (Figura 14). 

 

 

Legenda: O papel pró-tumor versus antitumoral de diferentes células do sistema imunológico pode 
diferir dependendo do contexto do tumor, ou seja, na "iniciação do tumor" ou no "tumor estabelecido", 

dificultando a diferenciação entre o que é um amigo e um inimigo. 
Fonte: (HAGERLING; CASBON; WERB, 2015) 

  

Imunidade anti-tumoral 

As células mielóides e linfóides infiltradas nos tumores podem promover ou inibir o 

desenvolvimento do câncer, dependendo da natureza da interação entre o câncer e o sistema 

imunológico. As células imunes inatas e adaptativas podem e geralmente reconhecem antígenos 

específicos de tumor e padrões moleculares e destroem ativamente as células transformadas. A 

desregulação do perfil de citocinas / quimiocinas que persiste nos locais de inflamação é o que 

Figura 14: Equilíbrio do sistema imunológico. 
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resulta no desenvolvimento de câncer e muitas outras patologias (PESIC; GRETEN, 2016; 

RAPOSO et al., 2015; SHALAPOUR; KARIN, 2015; TANG; WANG, 2016). Historicamente, 

o sistema imunológico foi descrito pela primeira vez como um mecanismo de eliminação de 

células tumorais. O conceito de vigilância imunológica defende que o sistema imunológico é 

capaz de reconhecer e eliminar tumores em desenvolvimento, podendo assim prevenir o 

aparecimento de tumores clinicamente aparentes, mesmo na ausência de intervenção 

terapêutica (ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006). 

A teoria corrobora a hipótese de que as células tumorais expressam neoantígenos 

(antígenos tumorais específicos) que poderiam ativar uma imunidade denominada antitumoral, 

que, em alguns casos, poderia levar à rejeição de neoplasias precoces (SHALAPOUR; KARIN, 

2015). Essa teoria ganhou destaque com o desenvolvimento da terapia com inibidores de 

checkpoint imunológico, em que se constatou que a reativação de linfócitos T citotóxicos (pelo 

bloqueio de sua sinalização negativa) poderia causar rejeição e eliminação de tumores. A 

resposta ao sinal de apresentação de antígenos nessas células é regulada por uma série de co-

receptores, que reconhecem ligantes presentes na superfície das células tumorais. Esses co-

receptores podem induzir cascatas de sinalização intracelular positivas (estimuladoras) e 

negativas (inibitórias), modulando as atividades das células T relacionadas à proliferação, 

secreção de citocinas e lise celular. Essas moléculas do sistema imunológico, que podem 

estimular e inibir sinais, são conhecidas como checkpoints imunológicos (FIGUEIREDO, 

2019). 

Dentre essas moléculas, destaca-se o PD-L1, que já foi identificado nas células de 

diversos tumores sólidos, como carcinoma de pulmão, carcinoma de mama, glioblastoma, 

carcinoma de boca e carcinoma gástrico, estando relacionado ao escape imunológico de células 

tumorais. Em células tumorais, a superexpressão de PD-L1 está associada ao surgimento de 

clones mais agressivos (GONÇALVES, 2017). Os tumores são capazes de escapar da 

destruição pelo sistema imunológico ao produzir essas proteínas na superfície de suas células 

que atuam como uma chave para identificar uma fechadura, a molécula PD-1 presente nas 

células T do sistema imunológico. A conexão com a chave leva ao bloqueio das células T e à 

manutenção das células tumorais. O bloqueio terapêutico dessa proteína é utilizado em 

imunoterapia para melanomas, por exemplo (LANDSBERG et al., 2012). Essa terapia é 

chamada de antagonista do ponto de verificação das células T. 

No cenário atual, a microbiota intestinal também vem recebendo atenção significativa, 

devido à sua influência em uma série de doenças, entre elas o câncer. Na última década, houve 
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um progresso substancial na compreensão do desenvolvimento do câncer e da influência que a 

microbiota tem nos processos relacionados ao hospedeiro. A interferência desses 

microrganismos na resposta ao tratamento do câncer tem se tornado cada vez mais aparente, 

com evidências sugerindo que a modulação da microbiota intestinal pode afetar as respostas a 

diferentes formas de terapia (SCHWABE; JOBIN, 2013). 

Nos últimos anos, um papel crucial foi demonstrado na mediação da ativação do sistema 

imunológico para respostas a agentes quimioterápicos (IIDA et al., 2013; VIAUD et al., 2013). 

Estudos demonstraram que o microbioma intestinal pode influenciar as respostas imunes 

antitumorais por meio da imunidade inata e adaptativa (SIVAN et al., 2015; T et al., 2007) e 

que as respostas terapêuticas podem ser melhoradas por meio de sua modulação 

(GOPALAKRISHNAN et al., 2018; IIDA et al., 2013; VIAUD et al., 2013). Com isso, um 

conhecimento prático da microbiota intestinal torna-se vital à medida que avançamos em uma 

era em que a medicina de precisão é necessária. 

Agentes anti-inflamatórios e câncer 

Os agentes antiinflamatórios podem ser usados como adjuvantes eficazes em terapias 

convencionais contra o câncer. Estudos clínicos e pré-clínicos sugerem que o uso combinado 

de antiinflamatórios e terapias convencionais pode melhorar o prognóstico do paciente 

(RAYBURN; EZELL; ZHANG, 2009). Os antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) são 

inibidores seletivos ou não seletivos da COX-1/2, amplamente prescritos para diminuir a dor, 

reduzir a febre e a inflamação. Os AINEs inibem as enzimas da ciclooxigenase e a angiogênese. 

A via COX2 / PGE está envolvida em processos multicâncer, incluindo carcinogênese, 

proliferação e disseminação metastática. Embora essas vias moleculares não sejam claramente 

elucidadas, sabe-se que, dentro do microambiente tumoral, a COX-2 também pode ser 

produzida e amplificada, promovendo a progressão do tumor para estados metastáticos 

avançados (RAPOSO et al., 2015). Assim, os AINEs inibem a COX2, cuja expressão 

anormalmente alta é observada em múltiplos cânceres. O tratamento óbvio para a inflamação 

relacionada ao câncer seria o uso de AINEs, que já são usados como uma opção terapêutica no 

tratamento de pacientes com câncer colorretal (DIN et al., 2010) e câncer de próstata (LIU et 

al., 2014). 

Embora os AINEs sejam agentes antiinflamatórios eficazes, outros agentes (inibidores 

específicos de COX-2) foram projetados para gerar compostos mais ativos com menos 

toxicidade gastrointestinal (por exemplo, celecoxib). Os corticosteroides, mais comumente 
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usados para prevenir ou diminuir os efeitos colaterais da quimioterapia e da radiação, também 

demonstraram atividade anticâncer quando usados sozinhos ou em combinação com agentes 

quimioterápicos (RAYBURN; EZELL; ZHANG, 2009). Além disso, existem inúmeras outras 

abordagens anticâncer que procuram modificar a resposta imune do hospedeiro, diminuindo a 

ausência de uma resposta imune do tumor ou diminuindo o microambiente inflamatório do 

tumor. Essas estratégias utilizam agonistas ou antagonistas de receptores presentes em células 

imunes, anticorpos ou outros agentes que podem diminuir a expressão ou atividade de 

moléculas pró-inflamatórias ou seus receptores ou por tratamento com citocinas ou quimiocinas 

específicas (RAYBURN; EZELL; ZHANG, 2009). 

Produtos naturais também têm demonstrado prevenir ou diminuir a inflamação por meio 

de diferentes mecanismos, incluindo inibição da sinalização de NF-kB, COX-1 e -2, bem como 

diminuição de VEGF e iNOS (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006). Muitos agentes exercem 

atividades antiproliferativas, pró-apoptóticas ou inibidoras do ciclo celular. Estudos pré-

clínicos sugerem que muitos compostos derivados de produtos naturais possuem potente 

atividade contra células cancerosas ou tumores xenotransplantados e que podem prevenir a 

carcinogênese ou metástase de tumores existentes (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). 

Portanto, não é surpreendente que produtos naturais também estejam sendo usados para 

prevenção e / ou terapia do câncer e como adjuvantes de terapias convencionais. A combinação 

desses compostos antiinflamatórios naturais com terapias convencionais pode proporcionar 

efeitos interessantes para pacientes com câncer (RAYBURN; EZELL; ZHANG, 2009). 

A pesquisa do câncer se concentrou por muitos anos apenas nas células tumorais; no 

entanto, está claro que todo o tumor deve ser considerado como um sistema sob pressão de 

seleção constante. A complexidade relacionada ao câncer que evolui em um microambiente 

tumoral merece atenção e deve ser o foco de pesquisas futuras. À medida que os tumores se 

desenvolvem, coexistem mecanismos imunológicos e inflamatórios antitumorais e pró-

tumorigênicos, mas se o tumor não é erradicado, predomina a inflamação protumourigênica. 

Os principais mediadores da inflamação geralmente têm papéis duplos que dependem do 

contexto, deixando uma série de desafios clínicos específicos e a necessidade de projetar 

estratégias terapêuticas com base nesta nova compreensão do conceito de câncer. 

Melanoma cutâneo de pele: câncer de pele agressivo e maligno 

O melanoma cutâneo (MC) origina-se de melanócitos, cuja principal função é proteger 

os queratinócitos do dano ao DNA induzido por UV (WELLBROCK; AROZARENA, 2016). 
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A transformação maligna dos melanócitos gera essa forma fatal de câncer de pele com etiologia 

multigênica complexa que se torna extremamente difícil de tratar após a metástase (Figura 15). 

Foi estimado que 287.700 novos casos de melanoma e 60.700 mortes de melanomas ocorreram 

em todo o mundo em 2018 (FERLAY et al., 2019). Pacientes com melanoma metastático têm 

um tempo de sobrevida de longo prazo mais curto e os resultados de sobrevida podem variar 

amplamente entre os pacientes, mesmo dentro do mesmo estágio, devido à heterogeneidade 

biológica do melanoma (ZHANG et al., 2020). Atualmente, o melanoma é muito comum no 

mundo ocidental. Embora as taxas de incidência estejam diminuindo para a maioria dos 

cânceres, estão constantemente aumentando para melanoma em todo o mundo (VAN 

ROOIJEN; FAZIO; ZON, 2017) principalmente devido à exposição prolongada ao sol e, 

consequentemente, aos raios UV (SCHADENDORF et al., 2015).  

 

Fonte: (VOCATURO; ZUMPANO; VELTRI, 2019). 

 

Devido à sua heterogeneidade genética, cientistas de todo o mundo nos últimos anos 

estão procurando desenvolver terapias eficazes. Atualmente, os métodos comumente usados no 

tratamento do melanoma incluem ressecção cirúrgica, quimioterapia e imunoterapia (ZHANG 

et al., 2020). Apenas alguns pacientes com melanoma avançado apresentam uma resposta 

persistente à ressecção cirúrgica e quimioterapia. Além disso, a combinação de medicamentos 

quimioterápicos pode melhorar a resistência aos medicamentos (CHAUBE et al., 2015; 

Figura 15:  Pele saudável e melanoma. 
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MOHAMMAD et al., 2014). No entanto, devido à heterogeneidade molecular, nem todos os 

pacientes com melanoma responderam bem aos tratamentos (ZHANG et al., 2020). 

O desenvolvimento de modelos animais tem permitido um melhor entendimento dos 

patomecanismos do melanoma. Em particular, o zebrafish pode ser usado como uma excelente 

ferramenta (BOOTORABI et al., 2017). A injeção de células de melanoma no zebrafish permite 

o estudo da propagação das células tumorais, progressão do melanoma e a mudança do fenótipo 

para o comportamento metastático (BOOTORABI et al., 2017). Além disso, já foi demonstrado 

que existe uma conservação dos mecanismos moleculares de carcinogênese entre o zebrafish e 

o homem, uma vez que a expressão de oncogenes humanos é capaz de transformar células do 

zebrafish (MIONE; TREDE, 2010). 

Os zebrafish são valiosos para estudar a biologia dos melanócitos, pois também 

compartilham um alto grau de conservação nos mecanismos moleculares subjacentes dessas 

células com a espécie humana (MORT; JACKSON; ELIZABETH PATTON, 2015). 

Atualmente, sabe-se que linhagens transgênicas de zebrafish que expressam oncogenes 

desencadeados por promotores específicos podem ser geradas (BOOTORABI et al., 2017). O 

modelo de melanoma do zebrafish (Figura 16) utilizado para esta tese é o kita: Gal4; eGFP-

HRAS_G12V (GÓMEZ-ABENZA et al., 2019). Este modelo expressa o gene HRAS_GV12 

humano oncogênico conduzido pelo promotor específico da célula de melanócito, kita, e 

desenvolve melanoma entre 1-3 meses de idade, resultante da hiperproliferação de melanócitos 

embrionários 3 dias após a fertilização. 

 

Fonte: (Adaptado de GÓMEZ-ABENZA et al., 2019). 

 

Assim, o desenvolvimento de modelos de zebrafish contribui para preencher a lacuna 

entre os estudos in vitro e in vivo, especialmente aqueles que não podem usar modelos 

mamíferos para estudos pré-clínicos rápidos. Isso melhora a ciência e facilita novas 

descobertas e tratamentos.  

Figura 16: Diagrama esquemático do mutante de zebrafish que desenvolve 
melanoma. 
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A suplementação da dieta do zebrafish (Danio rerio) com pólen apícola melhora o 

crescimento, o desempenho reprodutivo e o estado imunológico de peixes adultos e seus 

descendentes.  
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Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos do pólen apícola na dieta de zebrafish 

(Danio rerio) por meio da avaliação do desempenho reprodutivo, de crescimento e status 

imunológico dos peixes. 

Objetivos específicos 

a) Avaliar se a suplementação com pólen apícola altera os parâmetros do zebrafish 

relacionados à qualidade de embriões e larvas 

 

b) Avaliar a resposta imunológica em larvas provenientes de reprodutores de 

zebrafish alimentados com pólen apícola 

 

c) Avaliar se a adição de pólen apícola na dieta do zebrafish pode influenciar os 

parâmetros de crescimento 

 

d) Avaliar os efeitos da suplementação com pólen apícola no trato intestinal do 
zebrafish adulto, em particular, na microbita intestinal 
 
e) Avaliar se a suplementação com pólen apícola afeta o desenvolvimento do câncer 
in vivo, uma vez que é atribuído à propriedades anticancerígenas. 
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A presente tese demonstrou que a adição de pólen apícola na dieta de zebrafish (Danio 

rerio) não altera o seu crescimento e nem melhora o seu desempenho reprodutivo quando 

comparada com uma dieta controle a base de ração comercial e artêmia. No entanto, a inclusão 

do pólen apícola foi capaz de alterar respostas imunológicas de descendentes de peixes que 

receberam a suplementação, favorecendo a sobrevivência das larvas frente à um desafio viral e 

aumentando a migração de neutrófilos em local de ferida. Além disso, animais adultos que 

foram suplementados com o pólen apícola na dieta tiveram significativas alterações na 

abundância de diversos microrganismos intestinais em comparação aos não suplementados, o 

que possivelmente pode-se relacionar com o desenvolvimento tumoral desfavorável de 

melanoma cutâneo após alotransplante. Os animais que ingeriram o suplemento alimentar 

apícola demonstraram maior taxa de crescimento tumoral. Apesar de amplamente descrito 

como um alimento benéfico para o desempenho e a saúde de humanos e animais, mais atenção 

deve ser dada a estudos referentes a utilização do pólen apícola por diferentes espécies em 

variados estados fisiológicos. 

 

[Español] 

La presente tesis demostró que la adición de polen de abeja a la dieta de peces cebra (Danio 

rerio) no altera su crecimiento ni mejora su desempeño reproductivo en comparación con una 

dieta control basada en polvos comerciales y artemia. Sin embargo, la inclusión de polen de 

abeja pudo alterar las respuestas inmunes de las crías de peces que recibieron la suplementación, 

favoreciendo la supervivencia de las larvas ante un desafío viral y aumentando la migración de 

neutrófilos en el sitio de herida. Además, los animales adultos que fueron suplementados con 

polen de abeja en la dieta tuvieron cambios significativos en la abundancia de varios 

microorganismos intestinales en comparación con los animales no suplementados, lo que 

posiblemente puede estar relacionado con el desarrollo tumoral desfavorable del melanoma 

cutáneo después del alotrasplante. Los animales que ingirieron el complemento alimenticio para 

abejas mostraron una mayor tasa de crecimiento tumoral. Aunque se describe ampliamente 

como un alimento beneficioso para el rendimiento y la salud de humanos y animales, se debe 

prestar más atención a los estudios sobre el uso del polen de abeja por diferentes especies en 

diferentes estados fisiológicos. 
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R ESU M O 

 

O pólen apícola, recurso natural coletado pelas abelhas, é rico em muitos nutrientes, portanto 

pode representar um suplemento alimentar útil. Diferentes usos do pólen apícola são propostos 

devido às suas propriedades benéficas à saúde, que incluem a capacidade de melhorar o 

desempenho animal e promover a imunoestimulação. A nutrição animal pode afetar 

diretamente os adultos e seus descendentes, e o estágio larval é um momento crítico para os 

peixes devido à alta mortalidade relacionada aos desafios imunológicos. Assim, o presente 

estudo buscou avaliar os efeitos da adição de pólen apícola na dieta de zebrafish, 

especificamente, analisando os efeitos na reprodução e transferência de imunidade aos 

descendentes. Zebrafish adultos receberam dietas de controle baseadas em ração comercial e 

alimento vivo, náuplios de Artemia sp., ou dietas suplementadas com pólen apícola, 

administradas três vezes ao dia, nos mesmos horários. Os animais receberam as dietas por 60 

dias e, ao longo desse período, foram testados quanto a: produção de ovos por fêmea, número 

total de ovos, taxa de viabilidade embrionária, taxa de sobrevivência larval após exposição ao 

vírus da viremia primaveril da carpa e à Salmonella enterica serovar Typhimurium e 

recrutamento de neutrófilos após ferimento na cauda das larvas. A suplementação de pólen 

apícola não melhorou a produção de ovos e a viabilidade dos embriões, e não foi capaz de 

substituir a ração em reprodutores zebrafish. Em vez disso, os descendentes mostraram maior 

sobrevivência após a exposição ao vírus e maior migração de neutrófilos para as feridas. Esses 

resultados indicam que o pólen apícola pode influenciar a imunidade vertical por meio de 

mecanismos importantes relacionados à imunidade da prole nos estágios iniciais de vida, 

quando o sistema imunológico larval não está totalmente desenvolvido.  

 

Palavras-chave: Peixes; Produtos naturais; Nutrição; Reprodução; Imunologia   
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R ESU M O G R Á F I C O 
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IN T R O DU Ç Ã O 

  

Os produtos apícolas há muito tempo são utilizados em fitoterapia, bem como em dietas, 

pelos seus efeitos positivos e, atualmente, eles ganham destaque devido aos seus compostos 

bioativos, que estão associados a propriedades benéficas para a saúde (GABRIELE et al., 2015; 

SATTLER et al., 2015). O pólen apícola, em particular, vem atraindo cada vez mais atenção 

como alimento funcional devido ao seu alto teor de aminoácidos essenciais, antioxidantes, 

vitaminas, enzimas e lipídios (CONTE et al., 2017). O pólen apícola é coletado pelas abelhas 

(Apis sp.) e é uma combinação de pólen floral com néctar ou mel, enzimas, cera e secreção de 

abelha. A mistura de pólen é armazenada e usada como alimento para todos os estágios de 

desenvolvimento na colmeia (ARES et al., 2018), e a análise de diferentes amostras tem 

demonstrado que o pólen apícola possui boa atividade antioxidante e promissora atividade 

antiinflamatória (PASCOAL et al. , 2014). 

Os produtos apícolas em dietas de peixes foram descritos anteriormente por fornecer 

uma melhoria no desempenho e estado imunológico (ABD-EL-RHMAN, 2009; EL-ASELY; 

ABBASS; AUSTIN, 2014; MEURER et al., 2009). No entanto, o uso de pólen apícola para 

melhorar a reprodução e a imunidade em peixes não foi completamente caracterizado. Embora 

o zebrafish, Danio rerio, seja uma espécie ornamental (Hamilton, 1822), também pode ser 

utilizado para estudar as características de peixes de interesse econômico e pode ser uma 

espécie modelo para pesquisas em outros animais e humanos. Atualmente, várias dietas 

comerciais são usadas em laboratórios de pesquisa; em muitos casos, a suplementação com 

alimento vivo (paramécio, rotíferos e artêmia) é incluída durante os diferentes estágios de 

desenvolvimento do zebrafish (FOWLER et al., 2019). O microcrustáceo, Artemia nauplii é 

altamente recomendado para dietas de zebrafish e são essenciais para um bom desenvolvimento 

e desempenho reprodutivo (WESTERFIELD, 2007). 
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Apesar do uso generalizado do zebrafish, muitas dietas usadas para a espécie são 

aquelas desenvolvidas para aqüicultura comercial ou outros peixes ornamentais, e a composição 

qualitativa e quantitativa dos nutrientes específicos para o zebrafish ainda é desconhecida 

(WATTS et al., 2016). No momento, ainda não há dietas totalmente definidas e nenhuma 

necessidade nutricional padronizada específica existe para o zebrafish. As necessidades 

nutricionais também podem variar de acordo com cada fase da vida; larval, juvenil e adultos, 

havendo necessidade de testar os efeitos dos componentes da dieta na sobrevivência, 

crescimento, resistência a doenças / estresse e reprodução (LAWRENCE, 2007). A frequência 

com que esses animais são submetidos à reprodução também é relevante. 

A nutrição adequada é muito importante para o sucesso reprodutivo, pois facilita 

obtenção de proles mais viáveis e larvas maiores (MARKOVICH; RIZZUTO; BROWN, 2007). 

Nutrientes e ingredientes alimentares específicos, ou sua falta, podem alterar a fisiologia, o 

comportamento e / ou as vias moleculares dos peixes (FOWLER et al., 2019), e alguns estudos 

sugerem que o teor de nutrientes da dieta fornecido aos zebrafish adultos também pode 

influenciar o desenvolvimento e a saúde de seus descendentes (MILLER et al., 2014; 

sobre o sistema de defesa em larvas de peixes, visto que não possuem um sistema imunológico 

desenvolvido, e o papel exato desempenhado pela imunidade materna na transmissão da 

imunidade inata e adaptativa e na reação das larvas de peixes a diferentes estressores ambientais 

não foram totalmente elucidados (ZHANG; WANG; WANG, 2013; ZHANG; CHI; DALMO, 

2019). Até o momento, nenhum estudo que descreve os efeitos da suplementação de pólen 

apícola em reprodutores de zebrafish e as consequências sobre a saúde de seus descendentes 

foi relatado. 

A identificação dos mecanismos que regem a atividade biológica do zebrafish 

alimentado com dietas suplementadas com pólen apícola pode fornecer informações relevantes 
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para a recomendação deste produto na dieta desta e de outras espécies. O presente trabalho tem 

uma proposta pioneira e nosso objetivo foi estudar o efeito de uma dieta suplementada com 

pólen apícola sobre o estado reprodutivo e imunológico do zebrafish determinando parâmetros 

relacionados à qualidade embrionária e larval.  

 

M A T E RI A IS E M É T O D OS 

 

Declarações de ética 

  

Os experimentos realizados estão de acordo com as Diretrizes do Conselho da União 

Europeia (Diretiva 2010/63/EU) e o RD espanhol 53/2013. Os experimentos e procedimentos 

foram realizados conforme aprovado pelos Comitês de Bioética da Universidad de Murcia 

(número de aprovação 395/2017) e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (número de aprovação 001/18). 

  

Mane jo do zebrafish 

  

Zebrafish (Danio rerio H. Cypriniformes, Cyprinidae) obtidos no Laboratório de 

Imunologia, Inflamação e Câncer do Departamento de Histologia e Biologia Celular 

(Universidad de Murcia, Espanha), foram mantidos em aquários de 3 litros, em sistema de 

recirculação de água com filtros biológicos e mecânicos, onde cada aquário continha 1 macho 

para cada fêmea. Os animais foram mantidos em um ciclo de claro/escuro de 14/10 h a 27 °C 

± 1 °C, e os parâmetros de qualidade da água foram monitorados diariamente. 
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Dietas experimentais 

  

O desenho experimental foi dividido em grupos com diferentes tipos de dietas, 

conforme descrito na Tabela 1. Zebrafish adultos selvagens foram alimentados três vezes ao 

dia, divididos em 3 aquários por tratamento. Todos os grupos receberam dietas diferentes no 

mesmo horário do dia (9h, 12h e 15h). A quantidade de ração oferecida para os indivíduos foi 

de 3% do peso vivo (ração e pólen apícola), por refeição, e a quantidade de Artemia ofertada 

foi de 2.000 por indivíduo por dia (protocolo alimentar já estabelecido no laboratório). Utilizou-

se a ração de peixes tropicais (Prodac, Itália), também utilizada rotineiramente no laboratório e 

altamente recomendada para a espécie. De acordo com o fabricante, os ingredientes da ração 

são cereais, peixes, derivados de peixes, soja, fermento, crustáceos, algas, aloe vera e misturas 

de minerais e vitaminas. As amostras de pólen apícola utilizadas (obtidas na cidade de Neópolis, 

SE, Brasil) foram trituradas e peneiradas (0,5 mm) para permitir a ingestão pelos animais. Para 

a eclosão de artémia (Inve Aquaculture, Tailândia), os cistos foram submetidos ao seguinte 

protocolo: incubação por 48 h com água do mar filtrada, a 28 °C sob aeração intensa até a 

eclosão dos náuplios, seguida de coleta dos náuplios após lavagem em água doce imediatamente 

antes de serem oferecidos aos animais.  

 

Tabela 1- Distribuição de diferentes tipos de dietas por grupo experimental. 
 1a refeição 2a refeição  3a refeição 

G rupos 9:00 h 12:00 h 15:00 h 

1- Controle Ração1 Ração Artemia2  
2 - Pólen Ração Pólen3  Artemia  
3 - Pólen/Pólen Pólen  Pólen  Artemia  

1Tropical fish flakes (Prodac, Italy). 2Inve Aquaculture, Thailand. 3Neópolis, SE, Brasil. 
 



  

104 
  

A composição e análise proximal da ração e artêmias oferecidos na dieta controle dos 

animais estão descritas na Tabela 2 (dados obtidos com os fabricantes). Informações não 

fornecidas pelo fabricante foram encontradas na literatura (RIZK et al., 2018).  

 

Tabela 2  Composição e análise proximal da ração e artêmias (dados fornecidos 
pelos fabricantes) oferecidos na dieta dos animais. 

 
Composição Análise proximal (%) 

Artêmia  Ração 

flakes 

Artêmia 
Proteína bruta  44.9 55.0 
Extrato etério 4.47 13.0 
Cinzas  4.35 5.5 
Fibras  2.14 6.8* 
Umidade 7.73              68* 
Carboidratos NI              13.22* 

Valores expressos para cada 100 g de matéria seca. NI = nenhuma informação disponível. * Valores 
médios encontrados em RIZK et al., 2018. Aditivos nutricionais: vitamina A, 41.200 I.U./kg; vitamina 
D3, 3.000 U.I./kg; vitamina E, 297 mg/kg; vitamina C, 180 mg/kg. 

 

A composição, análise proximal e capacidade antioxidante do pólen apícola também 

estão listadas na Tabela 3, de acordo com análises realizadas no Departamento de Ciências dos 

Alimentos da Universidade Federal de Lavras, Brasil. 

 

Tabela 3  Composição, análise proximal e capacidade antioxidante do pólen 
apícola. 

 
Composição Análise proximal 

(%) Umidade 14.56 
Proteína bruta  17.57 
Extrato etério 5.14 
Carboidratos  60.38 
Açucares totais 

is  

50.41 
Açucares redutores  24.78 
Sacarose 25.64 
Cinzas1  3.02 
Valor calórico (kcal/100 g) 351.86 
Capacidade antioxidante  
Conteúdo fenólico (mgGAE/g) 

 

19.15 
 3955.30 

Valores expressos para cada 100 g de matéria seca. * Todos os valores estão de acordo com 
a instrução normativa 3 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 
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que trata dos requisitos para comercialização de produtos apícolas. 1Análise Mineral: N, 34.8 
g/kg; P, 6.57 g/kg; K, 6.73 g/kg; Ca, 5.92 g/kg; Mg, 2.18 g/kg; S, 2.22 g/kg; B, 6.07 mg/kg; 
Cu, 11.69 mg/kg; Mn, 222.24 mg/kg; Zn, 64.40 mg/kg; Fe, 106.07. 

  

Análise de características reprodutivas 

  

Ao longo do período da dieta (42 dias), 90 zebrafish, com 11 meses de idade, foram 

reproduzidos semanalmente para análise da desova, qualidade de embriões e qualidade larval. 

Os reprodutores Danio rerio de cada tratamento foram separados na véspera da reprodução em 

pequenos tanques de criação. No dia seguinte, pela manhã, os embriões foram coletados para 

análise. Amostras de 90 embriões por tratamento foram mantidas em placas de Petri contendo 

meio Eggwater (30 embriões por placa) a 28 ºC. O meio Eggwater consiste em um meio que 

permite a padronização do desenvolvimento embrionário do zebrafish (200 mL de solução 

estoque, 9.800 mL de água destilada e 5 mL de azul de metileno; solução estoque composta por 

0,1875 g de carbonato de cálcio, 1,875 g de bicarbonato de sódio, 3 g de sal marinho e 1 litro 

de água destilada). 

Para determinar a desova do zebrafish e a qualidade dos embriões ao longo do período 

da dieta (42 d), a produção de ovos por fêmea, o número total de ovos e a viabilidade do embrião 

(72 hpf) foram analisados semanalmente.   

  

Taxa de sobrevivência larval após exposição ao vírus da viremia primaveril da carpa  

  

 Para avaliar a resposta imune da prole após os reprodutores receberem as diferentes 

dietas (21, 28 e 35 dias após o início do regime alimentar), a sobrevivência larval foi avaliada 

após a infecção pelo VVPC 56/70. Grupos de 30 larvas de zebrafish foram desafiados 3 dias 

após a fertilização (dpf) em 5 mL de Eggwater contendo ~ 108, 50% de dose infecciosa de 

cultura de tecidos (TCID50)/mL de VVPC a 26 °C. Quarenta e oito horas depois, o vírus foi 
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diluído em 30 mL de Eggwater e as larvas foram monitoradas a cada 24 horas ao longo de 5 

dias para curvas de sobrevivência (LÓPEZ-MUÑOZ et al., 2010). 

  

Taxa de sobrevivência larval após exposição a Salmonella enterica sorovar Typhimurium  

  

Com base nos resultados anteriores e para otimizar os experimentos, apenas dois 

tratamentos de dieta foram empregados para análises subsequentes: Grupos 1 e 2. Assim, a 

resposta imune larval (prole obtida 21, 35 e 49 d após os criadores iniciarem o regime de 

alimentação) foi testada avaliando a sobrevivência larval após infecção com a cepa ST 12023 

(tipo selvagem). ST foi inoculado em 5 mL de meio de cultura Luria Bertani (LB; Condalab, 

Espanha) e incubado durante a noite a 37 °C e 250-300 rpm. Na manhã seguinte, os inoculantes 

foram diluídos 1/5 no mesmo meio com NaCl 0,3 M e incubados a 37 °C até atingirem 

densidade óptica de 1,5 a 600 nm. Finalmente, as bactérias foram diluídas em PBS estéril para 

posterior experimentação. No teste de sobrevivência à infecção, 70 larvas de zebrafish (2 dpf) 

de cada tratamento foram anestesiadas em meio Eggwater contendo 0,16 mg/mL de tricaína 

(Sigma Aldrich) e 10-50 bactérias ST por larva foram microinjetadas no saco vitelino. As larvas 

foram recuperadas em Eggwater a 28-29 ° C e monitoradas para curvas de sobrevivência ao 

longo de 5 d (TYRKALSKA et al., 2016). 

  

Análise de recrutamento de neutrófilos  

  

Para identificar diferenças na resposta imunológica em larvas derivadas de reprodutores 

de zebrafish alimentados com dietas contendo pólen apícola (21 e 35 dias após o início da 

alimentação), o recrutamento de neutrófilos no local da lesão causada intencionalmente na 

cauda da larva foi analisado (DE OLIVEIRA et al., 2013). Larvas com 3 dpf foram selecionadas 
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(30 larvas por tratamento + 10 larvas como controle) e anestesiadas em meio Eggwater 

contendo 0,16 mg/mL de tricaína (Sigma Aldrich). Uma transecção completa da ponta da cauda 

foi realizada com um bisturi descartável estéril. Após o procedimento, as larvas se recuperaram 

da anestesia em meio Eggwater a 28,5 ° C. As larvas foram sacrificadas com sobredose de 

anestésico (1,2 mg/mL por pelo menos 10 minutos) nos tempos 0, 90 e 360 minutos após a 

lesão da cauda e fixadas em solução de formaldeído 4%. Após a aplicação do protocolo de 

coloração Sudan Black (Sigma Aldrich) (LE GUYADER et al., 2008), o número total de 

neutrófilos que migraram para o local da ferida em cada larva foi contado individualmente em 

microscópio de luz. Os neutrófilos são conhecidos como uma das primeiras linhas de defesa do 

organismo, desempenhando um papel fundamental na defesa do hospedeiro (NÉMETH; 

MÓCSAI, 2012). 

 

A linha do tempo experimental está representada na Figura 1. 

 
F igura 1: Linha do tempo experimental mostrando todas as análises 
realizadas em nosso estudo e os períodos correspondentes durante a 
alimentação dos peixes. 
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Análises estatísticas 

  

Todos os dados foram analisados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. 

Usando o GraphPad Prism 7.01, análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey foram usados 

para determinar as diferenças entre os grupos. As curvas de sobrevivência foram analisadas 

pelo teste log-rank (Mantel-

1. 

 

R ESU L T A D OS 

  

Características reprodutivas  

  

A desova do zebrafish e a qualidade do embrião ao longo do período da dieta são 

mostrados nas Figuras 2a, b e c. Não foram observadas diferenças entre a dieta controle e dieta 

suplementada com pólen (média de 122 ± 73 e 86 ± 36 ovos por fêmea; 236 ± 99 e 193 ± 130 

ovos totais; 94 ± 8 e 88 ± 12% de viabilidade, respectivamente) durante as seis semanas 

analisadas, mas uma diferença significativa (p <0,05) entre os grupos controle e pólen/pólen foi 

observada para todos os parâmetros (média de 73 ± 29 ovos por fêmea; 192 ± 109 ovos totais; 

85 ± 11% de viabilidade para o grupo pólen/pólen), sugerindo que a substituição total da ração 

por pólen na dieta não é recomendada para os reprodutores. Não foram identificadas diferenças 

significativas entre os grupos pólen e pólen/pólen (p> 0,05). 
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Resposta imunológica da prole 

 

A sobrevivência das larvas ao longo de 5 d após a infecção pelo VVPC é apresentada 

na Figura 3. A infecção do vírus não afetou (p> 0,05) as larvas de maneira diferente entre os 

tratamentos aos 21 d, mas após 28 e 35 d da administração da dieta, a sobrevivência das larvas 

do grupo pólen foi maior (p <0,001) em comparação com os outros dois grupos. Portanto, 

embora o tratamento com pólen não influenciou diretamente a reprodução do zebrafish, nossos 

resultados sugerem uma melhora na imunidade viral da prole. 

A taxa de sobrevivência larval após a infecção com ST (21, 35 e 49 d após o início do 

regime de alimentar) é mostrada na Figura 4. Não foram observadas diferenças significativas 

(p> 0,05) entre as dietas controle e a suplementada com pólen ao longo de 5 dias pós-infecção. 

Devido a um mecanismo não foi elucidado, o tratamento com o pólen apícola não foi capaz de 

alterar a imunidade bacteriana da prole da mesma forma que alterou a imunidade viral. 

As larvas testadas para a migração de neutrófilos após ferimento na cauda em 21 e 35 d 

após o início da dieta (as células foram contadas no local da lesão em 0, 90 e 360 minutos após 

o ferimento) são mostradas na Figura 5. O grupo suplementado com pólen apresentou migração 

de neutrófilos significativamente maior (p <0,05) 360 minutos após a ferida (média de 15 ± 6 

neutrófilos no local da lesão por larva) do que a prole de peixes alimentados com a dieta 

controle (média de 11 ± 6 neutrófilos no local de lesão por larva) em ambas as semanas de 

análises. Nenhuma mudança foi observada nos tempos iniciais após o ferimento da cauda das 

larvas.  
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F igura 2  

 

F igura. 2. Características de reprodução do peixe-zebra após a suplementação 
com pólen de abelha. Número de embriões por fêmea (a), produção total de 
embriões (b) e viabilidade larval com 3 dpf (c) para diferentes tratamentos de dieta 
ao longo de 6 semanas (dieta controle - linha preta; dieta de pólen - linha azul; dieta 
pólen/pólen - linha verde). 5 de 
acordo com ANOVA e teste de Tukey. 
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F igura 3 

 

F igura. 3. Curva de sobrevivência de larvas de zebrafish (3 dpf) após infecção por 
V VPC . A reprodução ocorreu 21, 28 e 35 d após o início da dieta dos adultos, e os 
descendentes foram avaliados ao longo de 5 dias pós-infecção (dieta controle - linha preta; 
dieta pólen - linha azul; dieta pólen/pólen - 
Kaplan-Meier Gehan-Breslow-Wilcoxon e testes não paramétricos de log-rank. 
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F igura 4 

 

F igura 4. Z ebrafish larvae (2 dpf) survival curve after ST infection. Reproduction took 
place 21, 35 and 49 d after the adult diet started, and offspring were evaluated over 5 d 
after infection (control diet  black line; pollen diet  blue line). Kaplan-Meier Gehan-
Breslow-Wilcoxon and nonparametric log-rank tests. 
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F igura 5 
 

 

F igura. 5. Larvas de zebrafish (3 dpf) após recrutamento de neutrófilos em 0, 90 e 360 
minutos após o ferimento (mpw) da nadadei ra caudal. A reprodução ocorreu 21 e 35 d 
após o início da dieta dos adultos e os descendentes foram avaliados ao longo de 6 h após 
o ferimento (dieta controle  linha e pontos pretas; dieta pólen  linha e pontos azuis). * p 

 teste de comparação múltipla, Tukey. 
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DISC USSÃ O 

Uma nutrição adequada é importante para o sucesso reprodutivo. Os zebrafish são 

reprodutores contínuos com curto período de recrudescência; portanto, possuem necessidade 

de reposição rápida dos nutrientes usados na reprodução. Além disso, a qualidade da 

alimentação e o regime alimentar são aspectos essenciais do desenvolvimento gonadal e da 

fecundidade (MARKOVICH; RIZZUTO; BROWN, 2007). Até onde sabemos, este estudo é o 

primeiro a empregar pólen de abelha como suplemento na dieta de zebrafish, Em nosso estudo 

caracterizamos a desova, os embriões e qualidade larval do zebrafish ao longo todo o período 

da dieta. Ao longo de um período de seis semanas, não foram observadas diferenças entre a 

dieta controle e dietas suplementada com pólen em relação à produção de ovos por fêmea, 

número total de ovos e viabilidade embrionária (72 hpf). Embora o pólen apícola tenha sido 

descrito como melhorador da fertilidade e da saúde reprodutiva e melhorador da qualidade dos 

ovos e do sêmen em algumas outras espécies, como coelhos, ratos, suínos e tilápia (ABBASS; 

EL-ASELY; KANDIEL, 2012; ATTIA et al., 2015, 2011; KOLESAROVA et al., 2011; 

eficácia na reprodução animal. 

Apesar de nossos achados neste estudo, atividades terapêuticas de produtos apícolas 

relacionadas principalmente à presença de flavonóides que modulam os hormônios esteróides 

(atividade fitoestrogênica) e, consequentemente, uma atividade ovariana hormono-dependente 

foram sugeridas (MOON; WANG; ), bem como sua 

capacidade de interagir com os receptores-ß de estrogênio nos órgãos reprodutivos 

(MATSUMOTO; MIYAURA; ITO, 2004). Estudos in vitro mostraram que o pólen apícola 

regula o fator de crescimento semelhante à insulina-1 liberado pelas células da granulosa 

ovariana de mamíferos, o que é importante para a regulação das funções ovarianas 
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(KOLESAROVA et al., 2011). Em coelhos, observou-se que a alimentação com pólen apícola 

melhora a taxa de concepção (ATTIA et al., 2011). A tilápia do Nilo Oreochromis niloticus 

alimentada com pólen antes do repovoamento para procriação resulta em uma maior taxa de 

eclodibilidade das fêmeas e capacidade de fertilização em machos (aumento da contagem de 

espermatozoides e motilidade espermática e diminuição das anormalidades da cauda), o que 

está de acordo com o efeito androgênico em peixes (ABBASS ; EL-ASELY; KANDIEL, 2012). 

Esses resultados concordam com os resultados de estudos anteriores, que indicam que o pólen 

apícola pode induzir uma melhoria notável na qualidade do sêmen e um aumento na contagem 

espermática 

acreditamos que as respostas à alimentação com pólen podem variar de acordo com a espécie 

estudada, estado fisiológico, idade do animal, finalidade da adição na dieta, nível trófico do 

animal, base da dieta controle, concentração ofertada e composição nutricional de cada pólen. 

Uma diferença significativa entre os grupos controle e pólen/pólen foi observada para 

as 3 características de produção de ovos por fêmea, número total de ovos e viabilidade 

embrionária; sugerindo que os nutrientes presentes na ração comercial foram essenciais e a 

substituição total da ração por pólen na dieta não é recomendada para reprodutores de zebrafish. 

Na verdade, ainda são poucos os estudos abordando esse tema e alguns deles apresentam 

resultados conflitantes. Alguns autores sugeriram que algumas substâncias presentes em 

produtos naturais de abelhas podem causar um efeito antagônico sobre o hormônio estrogênio 

17 -estradiol - 

KNOWLTON, 2008). A composição do pólen apícola pode ser muito variada e depende da 

origem da planta, origem geográfica, condições climáticas, tipo de solo e atividades das abelhas 

(DA SILVA et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2012). Resultados divergentes reforçam a 

importância da realização de novos estudos sobre o tema para elucidar os efeitos desse produto 

na reprodução animal. 
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Ovas de peixe teleósteo acomodam uma massa distinta de gema, que consiste em várias 

substâncias que servem como nutrientes para o crescimento embrionário e larval. Nesse sentido, 

a aquisição de conteúdo de gema adequado é importante para a produção de larvas viáveis  

(ELKATATNY et al., 2020; HARA; HIRAMATSU; FUJITA, 2016). Além disso, a produção 

de larvas de peixes é frequentemente dificultada por altas taxas de mortalidade, e estratégias 

para controlar a carga de patógenos e identificar medidas imunoprofiláticas devem ser 

planejadas para otimizar a produção de larval e, consequentemente, melhorar a produção geral 

de peixes adultos (ZHANG; CHI; DALMO, 2019). A transferência materna de imunidade em 

peixes é afetada por muitos elementos, incluindo as condições ambientais vividas pelos peixes 

reprodutores, como o suprimento nutricional (ZHANG; WANG; WANG, 2013). Ambos os 

fatores imunes relevantes inatos e adaptativos são conhecidos por serem transferidos da mãe 

para a prole em peixes, incluindo: IgM, lisozimas, lectina, catelicidina, componentes do 

complemento, proteínas da gema, fosvitina e lipovitelina (MULERO et al., 2007; SWAIN; 

NAYAK, 2009; ZHANG; WANG; WANG, 2013). 

No presente estudo, a resposta imune da prole do zebrafish foi avaliada. Nossos 

resultados mostram um atraso significativo na mortalidade de larvas (3 dpf) após a infecção 

viral (VVPC) após 28 dias do início da dieta dos reprodutores suplementada com pólen. Um 

estudo anterior mostrou que interferon phi 1 e 2 (Ifnphi1 e Ifnphi2) aumentam a sobrevivência 

de embriões de zebrafish infectados por via intravenosa (i.v.) com VVPC (LEVRAUD et al., 

2007). Outro estudo também mostrou que as larvas do zebrafish são incapazes de montar uma 

resposta antiviral protetora contra a infecção de veiculação hídrica por VVPC, mas quando um 

modelo de zebrafish superexpressando Ifn em embriões foi empregado, os resultados 

mostraram que ambos os grupos I e II de Ifn foram capazes de atrasar significativamente a 

mortalidade larval e aumentar sua resistência ao VVPC (LÓPEZ-MUÑOZ et al., 2010). Uma 
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provável explicação para nossos achados é que a dieta dos reprodutores com pólen apícola pode 

ter interferido positivamente na via do Ifn e alterado a resposta larval do à infecção viral. 

Além disso, notavelmente, outro estudo mostrou que, embora ambos os grupos Ifn I e 

II mostrem fortes atividades antivirais in vivo no zebrafish, apenas o grupo Ifn I foi capaz de 

proteger os peixes contra a infecção bacteriana (LÓPEZ-MUÑOZ et al., 2009). Nosso trabalho 

não identificou diferenças significativas entre os grupos de dieta controle e suplementado com 

pólen após a infecção por ST e, aparentemente, devido a um mecanismo que não foi elucidado, 

o tratamento com pólen não foi capaz de alterar a imunidade bacteriana da prole da mesma 

forma que a imunidade viral. Em nossa opinião, a via de expressão do Ifn deve ser investigada 

em estudos futuros para elucidar a proteção das larvas do zebrafish contra diferentes patógenos 

após a ingestão de pólen por seus progenitores. 

Além disso, um estudo em coelhos mostrou que adicionar pólen à dieta melhorou seu 

desempenho reprodutivo, produção de leite e estado imunológico com um efeito positivo 

consequente na sobrevivência da ninhada nos primeiros 17 dias após o nascimento (ATTIA et 

al., 2019). O pólen apícola aumentou a produção de linfócitos no baço e induziu maior atividade 

fagocítica. Os autores sugeriram que a influência imunológica do pólen apícola em coelhos e 

nos seus descendentes pode ser atribuída aos altos teores de macro e micronutrientes, bem como 

grupo da dieta suplementada com pólen apresentou maior migração larval de neutrófilos a 360 

minutos após a ferida, nas duas semanas analisadas. Os neutrófilos são células efetoras centrais 

da imunidade inata, e representam uma das primeiras linhas de defesa do organismo e seu 

recrutamento para os tecidos periféricos é indispensável para a defesa do hospedeiro (SADIK; 

KIM; LUSTER, 2011). Assim, os neutrófilos desempenham um papel fundamental no início 

da vida larval, no qual ainda não desenvolveram um sistema imunológico adaptativo. 
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Alguns estudos relatam os efeitos do pólen apícola como produto imunomodulador 

(ABDELNOUR et al., 2019). O peso relativo dos órgãos linfoides é usado como um indicador 

de imunidade, e a suplementação com pólen apícola aumentou significativamente a bursa de 

Fabricius e o índice esplênico (calculado por comprimento, largura e espessura) em galinhas e 

frangos em comparação com o grupo de controle (HOSSEINI et al., 2016; WANG et al., 2007). 

Os efeitos benéficos do pólen apícola na saúde das galinhas são apoiados por estudos que 

mostraram o crescimento precoce da bursa e do timo, redução da degeneração da bolsa cloacal 

e promoção da resposta imune esplênica, em pintos de corte (BABAEI et al., 2016; HOSSEINI 

et al., 2016; WANG et al., 2007). Além disso, o pólen apícola na dieta foi capaz de estimular a 

al., 2009). Os glóbulos brancos e sua diferenciação são bons sinais de maior eficiência 

imunológica. Os linfócitos foram significativamente aumentados em coelhos alimentados com 

pólen (EL-NENEY; EL-KHOLY, 2013), e os linfócitos exibiram aumento da atividade 

fagocítica e tiveram uma resposta de anticorpos significativamente maior do que aqueles do 

grupo controle em pintos de codorna (BABAEI et al., 2016). Alguns autores sugerem que essa 

melhora na resposta imune pode ser devida aos aminoácidos essenciais, ácidos graxos, 

vitaminas e flavonóides como antioxidantes, que podem ser ferramentas importantes para o 

sistema imunológico (ABDELNOUR et al., 2019). Embora propriedades imunoestimulantes 

tenham sido propostas para o pólen aopicola em diferentes espécies, até onde sabemos, o efeito 

vertical na modulação da resposta imune de larvas de peixes através da dieta dos reprodutores 

não foi descrito anteriormente. 

 

C O N C L USÃ O  

  

O uso de pólen apícola como suplemento dietético não afetou diretamente o desempenho 
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reprodutivo do zebrafish, mas influenciou a resposta imunológica da sua prole. Devido à 

composição variável e ao rico conteúdo nutricional, este produto pode ter efeitos multifatoriais 

e muito complexos.  
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R ESU M O 

 

O pólen apícola, um produto natural com altas propriedades nutricionais, é recomendado como 

suplemento dietético devido às diversas funções imunoestimulantes, incluindo seu potencial 

antioxidante, antiinflamatório e anticancerígeno. Como a dieta pode estar associada ao 

desempenho animal, modulação da microbiota e fator potencial para câncer, este estudo teve 

como objetivo analisar se a adição de pólen apícola na dieta pode influenciar os parâmetros de 

crescimento, microbiota intestinal e desenvolvimento de melanoma cutâneo no zebrafish. 

Maior abundância de micróbios intestinais foi revelada no grupo controle para a família 

Aeromonadaceae, gênero e espécie Aeromonas e Pseudomonas em comparação com o grupo 

de dieta com pólen. O grupo pólen apresentou maior abundância para o gênero 

Chromobacterium e para Gemmobacter aquaticus, F lavobacterium succinicans e 

Bifidobacterium breve em comparação com o grupo controle. Inesperadamente, os peixes 

alimentados com pólen apícola apresentaram maior tamanho do tumor e maior taxa de 

crescimento do tumor. Este é o primeiro estudo que não relata propriedades protetoras, mas sim 

promotoras de tumor, após a administração de pólen apícola e sua atividade antitumoral 

atribuída deve ser questionada. 

 

Palavras-chave: Produtos naturais; Nutrição; Microbioma; Câncer; Zebrafish. 
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IN T R O DU Ç Ã O 

O pólen apícola é um alimento natural produzido pelas abelhas que serve como fonte de 

nutrientes para o desenvolvimento e manutenção da colônia. Este produto é particularmente 

apreciado pelos consumidores e utilizado para fins terapêuticos devido à sua rica composição 

(DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016). No pólen apícola, podem ser encontradas cerca 

de 250 substâncias diferentes (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015), entre elas nutrientes 

como carboidratos, proteínas, vitaminas, minerais e ácidos graxos, além de metabólitos 

secundários como compostos fenólicos. Assim, muitas propriedades biológicas são atribuídas 

a ele, como potencial antioxidante, antibacteriano, antifúngico, antiinflamatório, antialérgico, 

hepatoprotetor e antitumoral (ABDELLA; TOHAMY; AHMAD, 2009; DE-MELO; DE 

ALMEIDA-MURADIAN, 2017; FATRCOVÁ -

2012; PASCOAL et al., 2014). Essas propriedades do pólen podem variar dependendo da 

origem e região da planta, o que afeta diretamente sua composição (DE-MELO et al., 2018a). 

O pólen de abelha na dieta de animais foi descrito especialmente relacionado à melhora 

no desempenho de crescimento e estado imunológico (ABBASS; EL-ASELY; KANDIEL, 

2012; ATTIA et al., 2011; EL-ASELY; ABBASS; AUSTIN, 2014; HAJKOVA; TOMAN ; 

GALIK, 2014; WANG et al., 2007). Além disso, presume-se que os aditivos alimentares podem 

alterar a microbiota intestinal, que por sua vez, interage com a saúde geral do hospedeiro, 

afetando principalmente a digestão, a assimilação de nutrientes e a modulação do sistema 

imunológico (LÓPEZ NADAL et al., 2020). A microbiota intestinal pode influenciar o 

desenvolvimento e a função de células imunes, como linhagens mielóides, neutrófilos,  e por 

meio de efetores imunes. Soro amiloide A (Saa), um dos transcritos mais altamente induzidos 

em tecidos digestivos após a colonização da microbiota, serve como um sinal sistêmico aos 

neutrófilos para restringir a ativação aberrante, diminuindo o tônus inflamatório e o potencial 
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de morte bacteriana enquanto simultaneamente aumenta sua capacidade de migrar para as 

feridas (MURDOCH et al., 2019; SACK, 2018). 

Até onde sabemos, a influência direta do pólen apícola na dieta por meio de mudanças 

na microbiota nunca foi estudada. O estudo detalhado da composição da microbiota intestinal 

e de suas funções metabólicas permite determinar quais microrganismos tornam possível 

manter o intestino saudável e quais alterações podem levar ao desenvolvimento de patologias 

(PREIDIS; VERSALOVIC, 2009). A microbiota intestinal geralmente mantém um padrão 

relativo constante e a abundância bacteriana quando se altera tem sido associada a doenças 

complexas (DURACK; LYNCH, 2019; SHREINER; KAO; YOUNG, 2015). A disbiose da 

microbiota intestinal pode estar associada não apenas a doenças intestinais, mas também a 

doenças extra-intestinais, como distúrbios metabólicos (RINNINELLA et al., 2019). A 

identificação de associações dieta - microbiota pode ser particularmente relevante para estudar 

os efeitos a jusante da dieta em doenças crônicas de longa latência, como o câncer (MURPHY, 

2020). Nesse contexto, evidências crescentes também indicam um papel fundamental da 

microbiota na carcinogênese (MANDAL; SAHA; DAS, 2015; RAZA et al., 2019; SCHWABE; 

JOBIN, 2013). 

Várias pesquisas em câncer revelam que a inflamação pode desempenhar um papel 

fundamental desde o início do fenótipo transformado até a disseminação metastática. A 

inflamação crônica é considerada um dos fatores que mais contribuem para o surgimento e 

progressão do tumor (COUSSENS; WERB, 2002; SINGH et al., 2019). Além disso, o uso de 

agentes antiinflamatórios é utilizado para reduzir a formação de tumor (SINGH et al., 2019) e 

produtos naturais também estão sendo usados para prevenção ou terapia do câncer e como 

adjuvantes de terapias convencionais (AGGARWAL; SHISHODIA, 2006; RAYBURN ; 

EZELL; ZHANG, 2009; STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). O pólen apícola foi descrito com 

propriedades antiinflamatórias e anticancerígenas (ABDELLA; TOHAMY; AHMAD, 2009; 
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DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016; FURUSAWA et al., 1995; KIELISZEK et al., 

2018; LI et al., 2018a; UÇAR et al., 2016; WAN OMAR et al., 2016), mas muitos estudos ainda 

são baseados em experimentos in vitro. 

O melanoma cutâneo é o tipo de câncer de pele mais agressivo, com número crescente 

de casos em todo o mundo, potencial para metástases precoces e alta taxa de mortalidade 

(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Atualmente, os cânceres de pele são atribuídos a lesões 

crônicas, feridas que não cicatrizam, cicatrizes ou úlceras (TANG; WANG, 2016). 

Recentemente, descobriu-se que outros fatores além da genômica do tumor também 

influenciam o desenvolvimento do câncer e as respostas terapêuticas, incluindo fatores do 

hospedeiro, como dieta e a microbiota gastrointestinal (DREWES; HOUSSEAU; SEARS, 

2016; ELINAV et al., 2019; GARRETT, 2015; SEGRE, 2015). A dieta pode ser um dos poucos 

fatores de risco onipresentes e potencialmente modificáveis para o câncer, mas, apesar da 

grande base de evidências global, a divergência nos resultados é decepcionantemente comum 

neste campo (MURPHY, 2020). Além disso, um estudo recente indicou que um microbioma 

intestinal favorável (alta diversidade e abundância de algumas bactérias específicas) pode 

modular as respostas à imunoterapia em pacientes com melanoma, aumentando as respostas 

imunes sistêmicas e antitumorais na periferia e no microambiente tumoral 

(GOPALAKRISHNAN et al., 2018). 

Dadas as vantagens únicas do modelo do zebrafish para análise genética molecular e 

imagem in vivo, juntamente com o conjunto diversificado de ferramentas de pesquisa 

atualmente disponíveis, acreditamos que é um modelo favorável para o estudo de novos agentes 

terapêuticos e mecanismos pelos quais a alimentação influencia o hospedeiro. Até o momento, 

não há evidências concretas e aprofundadas sobre o efeito prebiótico e antitumoral do pólen 

apícola. O presente estudo teve como objetivo investigar se a adição de pólen apícola na dieta 

pode influenciar os parâmetros do zebrafish. Dietas para peixes baseadas em ração e alimento 
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vivo, Artemia, foram oferecidas como controle e comparadas com a mesma dieta suplementada 

com pólen apícola e após o período de administração da dieta, o ganho de peso dos peixes, 

aumento do comprimento, análise metagenômica de bactérias intestinais, expressão do soro 

amiloide A e desenvolvimento de melanoma cutâneo após ensaios de alotransplante foram 

realizados.  

 

M A T E RI A IS E M É T O D OS 
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Os experimentos realizados estão de acordo com as Diretrizes do Conselho da União 

Europeia (Diretiva 2010/63 / EU) e o RD espanhol 53/2013. Os experimentos e procedimentos 

foram realizados conforme aprovado pela Consejería de Agua, Agricultura, Ganadería e Pesca 

de la CARM (número de autorização A13180602) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (número de aprovação 001/18). 

Mane jo do zebrafish  

O zebrafish (Danio rerio H. Cypriniformes, Cyprinidae) foi obtido no Zebrafish 

International Resource Center (ZIRC, Oregon, EUA) e acasalado, criado e processado 

conforme descrito no manual do zebrafish (WESTERFIELD, 2007). Ovos fertilizados foram 

obtidos a partir da desova natural de peixes selvagens e transgênicos mantidos em nossas 

instalações seguindo práticas de manejo padrão. Os animais foram mantidos em um ciclo 

claro/escuro de 14/10 h a 28 °C. O zebrafish Tg(kita:GalTA4,UAS:mCherry)hzm1 foi cruzado 

com a linha Tg(UAS:eG FP-H-RAS_G12V)io6 (SANTORIELLO et al., 2010) para expressar o 

gene HRAS_G12 V humano oncogênico conduzido pelo promotor específico de células de 
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melanócitos kita. Os transparentes roya9/a9; nacrew2/w2 (casper) (WHITE et al., 2008) de 4-8 

meses de idade foram descritos anteriormente. 

Dietas experimentais 

O delineamento experimental foi dividido em grupos com 2 tipos diferentes de dietas, 

conforme Tabela 1. Zebrafish adultos foram alimentados três vezes ao dia, divididos em 3 

aquários por tratamento. Todos os grupos receberam dietas diferentes nos mesmos horários (9h, 

12h e 15h). A quantidade oferecida por indivíduo foi de 3% do peso corporal (ração e pólen 

apícola), por refeição, e o número de náuplios de Artemia (náuplios de 48 horas) ofertados foi 

de 2.000 por indivíduo por dia (protocolo alimentar já estabelecido em laboratório). 

 

Tabela 1: Distribuição de dietas por grupo experimental. 

 1a refeição 2a refeição   3a refeição 

G rupos 9:00 h 12:00 h 15:00 h 

1- Controle Ração1 Ração Artemia2  

2 - Pólen Ração Pólen3  Artemia  

1Tropical Fish Flakes (Prodac, Italy): cereais, peixes e derivados, soja, fermento, crustáceos, 
algas, aloe vera e mistura de minerais e vitaminas. 2Inve Aquaculture, Tailândia. 3Neópolis, 
SE, Brasil  

 

A composição e análise proximal da ração e artémia ofertados na dieta controle dos 

animais estão descritas na Tabela 2 do manuscrito 1 desta tese e a composição, análise 

centesimal e capacidade antioxidante do pólen apícola analisadas no Departamento de Ciências 

dos Alimentos da Universidade de Lavras, Brasil também estão descritos na tabela 3 do 

manuscrito 1. 

 



  

143 
  

Aumento de comprimento e ganho de peso 

 

Após 60 dias de alimentação com dieta controle e à base de pólen, os peixes de cada 

tratamento foram anestesiados em solução tampão contendo 0,16 mg / mL de trincaina 

(Sigma Aldrich) para mensuração dos parâmetros de crescimento. Os parâmetros de 

crescimento foram determinados de acordo com a seguinte fórmula: 

Ganho de peso médio (GP) = Peso final médio - Peso inicial médio 

Aumento de comprimento (IL) = comprimento final médio - comprimento inicial médio 

 

Coleta de amostras e extração de DN A genômico 

 

Os peixes de cada tratamento (n = 3) foram transferidos para tanques separados e após 

24 h de período de jejum foram anestesiados e sacrificados de acordo com o Conselho da União 

Europeia e protocolo IUAC (overdose de tricaína: 1,2 mg / ml; Sigma Aldrich). Em seguida, 

seus intestinos foram removidos, rapidamente congelados em nitrogênio líquido em tubos de 

e posteriormente preservados a -80 ° C até a extração do DNA e preparação das amostras. O 

DNA genômico bacteriano foi extraído usando um kit PureFood GMO and Authentication 

(Maxwell® RSC, Promega, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. 

 

Avaliação da microbiota intestinal por meio de análise metagenômica 

 

A composição microbiana intestinal dos animais alimentados com 2 dietas diferentes 

foi determinada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. O "Ion 16S Metagenomics Kit" (Ion 

Torrent) usado inclui primers para amplificar regiões variáveis V2, V4 e V8 em um único tubo 
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com ~ 250 pares de bases (bp), ~ 288 bp e ~ 295 amplicons bp, respectivamente, e em um 

segundo tubo, uma reação de PCR multiplex direcionada às regiões variáveis V3, V6, V7 e V9 

com ~ 215 bp, ~ 260 bp e ~ 209 bp, respectivamente. Os primers são projetados para capturar 

sequências> 80% encontradas no banco de dados Greengenes com 100% de identidade (BARB 

et al., 2016). Para a amplificação de 16S rRNA PCR, a quantidade máxima de DNA (6 µl) foi 

usada nas condições indicadas no protocolo (25 ciclos). Os produtos de PCR foram verificados 

por eletroforese em gel de agarose 2%, purificado com AMPure XP Beads (Beckman Coulter), 

ais 

para gerar bibliotecas "Ion Plus  Fragment Library Kit "(Ion Torrent). O modelo foi 

-Q view OT2 

-

Q view 400" (Ion Torrent) no sistema 

foram analisadas em nível de família, gênero e espécie. 

 

Análise dos níveis de transcrição de Soro Amiloide A (saa)  

 

Os animais de cada tratamento tiveram seu RNA total extraído de órgãos abdominais (n 

= 5) e dos intestinos separados (n = 5) usando reagente TRIzol (Invitrogen) e, em seguida, 

purificado com sistema de purificação de RNA total Mini Kit (Ambion) e tratado com DNase 

I, grau de amplificação (1 U / g RNA; Thermo Fisher Scientific). O SuperScript IV RNase 

Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) foi usado para sintetizar a primeira fita de 

cDNA com oligo (dT) 18 primer de 1 g de RNA total a 50 °C por 50 min. A PCR em tempo 

real foi realizada com um QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) usando SYBR Green PCR 

Core Reagents (Applied Biosystems). As misturas de reação foram incubadas por 10 min a 95 

°C, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C e, finalmente, 15 s a 95 °C, 1 min 60 
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°C e 15 s a 95 °C. Para cada mRNA quantificado, a transcrição gênica foi normalizada em 

relação ao gene da proteína ribossomal S11 (rps11) pelo método Pfaffl (PFAFFL, 2001). Os 

iniciadores usados foram zfSaa F: 5'-CGCAGAGGCAATTCAGAT-3 'e zfSaa R: 5'-

CAGGCCTTTAAGTCTGTATTTGTTG-3'. Cada PCR foi realizada com amostras em 

triplicado. 

T ransplante de melanoma cutâneo  

Os zebrafish da linhagem Casper (n = 22) alimentados com diferentes dietas (120 dias) 

foram utilizados como receptores para transplante de melanoma. Zebrafish Kita: Gal4; eGFP-

HRAS-G12V, que expressa gene HRAS oncogênico humano em melanócitos e desenvolve 

SKCM espontaneamente, foi usado como doador de tumor (n = 2) para ensaios de 

alotransplante. Todos os procedimentos seguintes foram desenvolvidos de acordo com estudo 

anterior (GÓMEZ-ABENZA et al., 2019). Resumidamente, os tumores de melanoma primário 

foram excisados do zebrafish adulto, uma vez que atingiram entre 3-5 mm de diâmetro e logo 

após o procedimento os indivíduos foram sacrificados com uma overdose de tricaína (1,2 

mg/ml). O tumor foi excisado com bisturi e lâmina de barbear, colocado em 2 ml de meio de 

desagregação, composto por DMEM/F12 (Life Technologies), penicilina / estreptomicina (Life 

Technologies) e 0,075 mg / ml de Liberase (Roche). Após desagregação manual com lâmina 

de barbear limpa e incubação em temperatura ambiente por 30 min, 5 ml de meio de lavagem, 

composto por DMEM/F12, penicilina / estreptomicina e 15% de soro fetal bovino inativado por 

calor (FBS, Life Technologies), foi adicionado ao tumor e desagregado manualmente. Em 

seguida, as suspensões de células tumorais foram passadas por um filtro de 40 m (BD) em um 

tubo limpo de 50 ml. Um adicional de 5 ml de meio de lavagem foi adicionado e filtrado 

novamente. Este procedimento foi repetido duas vezes. O número de células foi calculado com 

hemocitômetro e os tubos das células ressuspensas foram centrifugados a 800 g por 5 min a 
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4ºC. O sedimento de células tumorais foi ressuspenso no volume apropriado de PBS contendo 

5% de FBS e mantido em gelo antes do transplante (DANG et al., 2016). 

Após jejum de 48 horas, zebrafish adultos usados como receptores de transplante foram 

imunossuprimidos para evitar a rejeição do material do doador. Assim, os receptores foram 

anestesiados, conforme descrito anteriormente, e tratados com 30 gray (Gy) de irradiação X 

subletal com dose dividida (YXLON SMART 200E, 200 kV, 4,5 mA) dois dias antes do 

transplante. Em seguida, os peixes imunossuprimidos foram mantidos em água cuidadosamente 

limpa com condições que evitavam o aparecimento de qualquer infecção e, consequentemente, 

evitando a morte dos receptores. Os animais foram anestesiados com protocolo duplo, conforme 

estudos utilizando protocolos anestésicos mais longos (até 40 min) (DANG et al., 2016). 

Resumidamente, a anestesia foi primeiro induzida por tricaína (Sigma-Aldrich) e, em seguida, 

os peixes foram transferidos para solução de tricaína/isoflurano (diluição em etanol, 1: 9). 

Peixes anestesiados (10-20 por tumor) foram colocados com o lado dorsal para cima em uma 

esponja úmida e as injeções foram realizadas usando uma seringa de Hamilton de 10 l, agulha 

posicionada na linha média e à frente da nadadeira dorsal. Trezentas mil células ressuspensas 

em PBS foram injetadas na cavidade subcutânea dorsal. A seringa foi lavada em etanol 70% e 

enxaguada com PBS entre as utilizações. 

Após o transplante, os peixes foram colocados em tanques de recuperação e avaliados 

semanalmente quanto à formação de melanoma. Fotografias de ensaios de transplante de 

adultos foram obtidas em 1, 2, 3 e 4 semanas após a injeção. Zebrafish foram anestesiados, 

colocados em uma placa com água e fotografados com uma câmera montada (Nikon D3100 

com uma lente Nikon AF-S Micro). O tamanho do tumor pigmentado foi representado pelo 

número de pixels (Adobe Photoshop CS5). 
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Análises estatísticas 

Todos os dados foram analisados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os 

dados (exceto metagenômica) foram analisados usando GraphPad Prism 7.01 por uma ou duas 

vias de análise de variância (ANOVA) e um pós-teste de Tukey ou Sidak para comparações 

múltiplas evidenciando diferenças entre os grupos. As curvas de sobrevivência foram 

analisadas pelo teste de log-rank (Mantel-Cox). A significância estatística foi definida como * 

 

Os dados do programa IonReporter foram analisados usando o R Core Team 2019 para 

encontrar diferenças estatisticamente significativas (abundância diferencial) na composição dos 

táxons entre as diferentes dietas. Assim, os dados de abundância foram normalizados dividindo 

o valor de abundância pelo número total de leituras da amostra e multiplicados por 100.000 

para garantir valores maiores que 1 ou 0 na ausência de um táxon na amostra. Por fim, os dados 

foram convertidos para phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) para gerar os gráficos de 

diversidade e convertidos para DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) para realizar o teste 

estatístico de abundância diferencial. DESeq realiza uma análise diferencial com base na 

distribuição binomial negativa. 

 

 
R ESU L T A D OS 
 

 

Os parâmetros de crescimento não diferiram entre os grupos testados 

 

Os parâmetros de crescimento do zebrafish após o período de regime alimentar (60 dias) 

são mostrados na Figura 1. Nenhuma diferença significativa (p> 0,05) foi encontrada entre a 
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dieta controle e a dieta suplementada com pólen para ambas as medições: aumento de 

comprimento (Fig. 1A) e ganho de peso médio (Fig. 1B). Os peixes do grupo alimentados com 

dieta controle tiveram um crescimento médio de 0,43 ± 0,06 cm e 0,10 ± 0,012 g e os peixes 

do grupo pólen alcançaram um crescimento médio de 0,47 ± 0,12 cm e 0,09 ± 0,005 g. 

 

Mudanças microbianas intestinais induzidas pela dieta de pólen apícola 

 

As análises metagenômicas da microbiota intestinal do zebrafish para embos os 

tratamentos estão mostradas nas Figuras 2-5. O gráfico de PCA (Fig. 2A) e o dendrograma (Fig. 

2B) mostram uma comunidade microbiana intimamente relacionada dentro de cada amostra. A 

análise do dendrograma também apoiou o agrupamento do gráfico de PCA, mostrando a 

robustez das diferenças entre as amostras de dieta controle e suplementadas com pólen. Os 

dados de abundância (valores quantitativos obtidos da unidade taxonômica operacional, OTU) 

para cada grupo de dieta foram comparados. OTUs foram taxonomicamente agrupados e a 

abundância diferencial analisada em nível de família, gênero e espécie revelou que a microbiota 

do grupo suplementado com pólen apresentou abundância significativamente alterada em 

comparação com os peixes da dieta de controle. O gráfico de barras de colunas empilhadas 

ilustra a distribuição e abundância de comunidades bacterianas em amostras intestinais do 

zebrafosh (dieta controle - C1-3; dieta suplementada com pólen - P1-3). Cada táxon bacteriano 

foi representado por uma cor diferente (Fig. 3, 4 e 5). 

No nível de familia, o grupo de dieta controle apresentou abundância significativamente 

maior (p <0,001) para Aeromonadaceae em comparação com o grupo de dieta pólen (Fig. 3). 

Em nível de gênero, o grupo de dieta controle apresentou abundância significativamente maior 

para Aeromonas (p <0,001) e Pseudomonas (p <0,05) em comparação com o grupo de dieta  

pólen, enquanto o grupo de dieta pólen apresentou maior abundância para Chromobacterium 
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(p <0,05) em comparação com os peixes do grupo controle (Fig. 4). Em nível de espécie, o 

grupo de dieta controle apresentou abundância significativamente maior (p <0,001) para 

Aeromonas sobria (p <0,001), A. schubertii (p <0,001), A. jandaei (p <0,01) e Pseudomonas 

alcaligenes (p <0,05) em comparação com o grupo de dieta pólen, enquanto o grupo pólen 

apresentou maior abundância para Gemmobacter aquaticus (p <0,05), F lavobacterium 

succinicans (p <0,01) e Bifidobacterium breve (p <0,05) em comparação com o grupo controle 

(Fig. 5). 

 

  Os níveis de transcrição do gene saa para peixes do grupo controle e pólen foram 

semelhantes 

 

Os níveis de mRNA do gene saa em órgãos abdominais do zebrafish e também nos 

intestinos separados são mostrados na Figura 6. Nossos resultados não revelaram diferenças 

(p> 0,05) na expressão desta proteína em ambos os grupos (Fig. 6A e B). 

 

A dieta com pólen apícola induziu maior crescimento tumoral após transplante de 

melanoma 

 

 O processo de alotransplante de melanoma no zebrafish e os ensaios in vivo de 

proliferação e disseminação de células tumorais estão descritos nas Figuras 7-10. A Figura 7A 

mostra um diagrama esquemático de kita: Gal4; eGFP-HRAS-G12V e imagens representativas 

de peixes inteiros e dos tumores nodulares (1 e 2) usados como doadores de melanoma em 

nosso estudo estão mostrados na Figura 7B. Analisou-se separadamente o transplante de tumor 

1 e 2 para os dois grupos de dieta, e os tumores pigmentados enxertados foram avaliados durante 

4 semanas para o tamanho do tumor. Na primeira e segunda semana de análise não foram 
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encontradas diferenças significativas (p> 0,05) entre os tratamentos (Figura 8A e B). Na terceira 

semana de análise, o zebrafish alimentado com pólen apícola desenvolveu tumores com 

tamanho significativamente maior (p <0,05) (média de 35225 pixels para o tumor 1 e 31348 

pixels para o tumor 2) em comparação com o grupo alimentado com dieta controle (média de 

19083 pixels para tumor 1 e 23020 pixels para tumor 2). Na quarta semana, o grupo pólen 

apícola desenvolveu tumores com tamanho significativamente maior (p <0,05) em comparação 

ao controle apenas para o tumor 1 (média de 50511 pixels para o grupo pólen e 24434 pixels 

para o grupo controle), enquanto o tumor 2 não apresentou diferença (p > 0,05) entre os 

tratamentos (média de 36326 pixels para o grupo de pólen de abelha e 25871 pixels para o 

grupo controle). Imagens representativas do enxerto de tumor 1 e 2 e tamanho médio do tumor 

da semana 1 a 4 pós-transplante são apresentados na Figura 8A e B. 

 A Figura 9 mostra os tumores 1 e 2 analisados juntos e ambos os grupos mostraram 

um padrão semelhante. Na primeira e segunda semanas, não foram observadas diferenças (p> 

0,05) entre os 2 tratamentos. A partir da terceira semana de análise, o grupo alimentado com 

pólen apícola desenvolveu tumores com tamanho maior (p <0,01) (média de 33157 pixels na 

terceira semana, 42774 pixels na quarta semana) em comparação com peixes não alimentados 

com pólen (média de 20045 pixels na terceira semana, 25152 pixels na quarta semana). 

Receptores de melanoma alimentados com pólen e transplantados (tumor 1 + 2) também 

apresentaram tumores com maior (p <0,01) taxa de crescimento (166% na terceira semana, 

243% na quarta semana) do que aqueles receptores alimentados com dieta controle (91% na 

terceira semana, 140% na quarta semana) (Fig. 10A e B). Em relação à curva de sobrevivência 

dos receptores, não foram observadas diferenças significativas (p> 0,05) entre os dois grupos 

de dieta ao longo das 4 semanas analisadas (Fig. 10C). 
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F igura 1 

 

F igura 1. Parâmetros de crescimento do zebrafish adulto após alimentação com dieta 
controle (bar ra preta) vs. diet pólen (bar ra cinza). A) Aumento de omprimento (cm). B) 
Ganho de peso médio (g). ANOVA e Teste de Comparação Múltipla de Tukey. Os dados são 
mostrados como média + SEM (n = 24). 
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F igura 2 

 

F igura 2. Relação entre a composição das comunidades bacterianas do intestino em 
zebrafish alimentados com dieta controle (C1-3) e dieta suplementada com pólen (P1-3). 
A) Gráfico de Análise de Componentes Principais (PCA). B) Dendrograma. Gerado por R Core 
Team 2019. 
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F igura 3 

 

F igura 3. Comunidades bacterianas: nível de família. A) Colunas do gráfico de barras 
empilhadas mostrando a distribuição e abundância de bactérias em zebrafish alimentados com 
dieta controle e dieta suplementada com pólen. (B) Gráfico de pontos mostrando OTUs 
abundantes significativamente diferentes (*** q <0,001), onde OTUs são agrupados por cores 
ao longo do eixo y. O eixo x indica gráfico log2 fold change da dieta controle em comparação 
com a dieta pólen. 
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F igura 4 

 
F igura 4. Comunidades bacterianas: nível de gênero. A) Colunas do gráfico de barras 
empilhadas mostrando a distribuição e abundância de bactérias em zebrafish alimentados com 
dieta controle e dieta suplementada com pólen. B) Gráfico de pontos mostrando OTUs 
abundantes significativamente diferentes (*q <0,05; ***q <0,001), onde OTUs são agrupados 
por cores ao longo do eixo y. O eixo x indica gráfico log2 fold change da dieta controle em 
comparação com a dieta pólen. 
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F igura 5 

 

F igura 5. Comunidades bacterianas: nível de espécie. A) Colunas do gráfico de barras 
empilhadas mostrando a distribuição e abundância de bactérias no intestino do zebrafish 
alimentado com dieta controle e dieta suplementada com pólen. B) Gráfico de pontos 
mostrando OTUs abundantes significativamente diferentes (* q <0,05; ** q <0,01; *** q 
<0,001), onde OTUs são agrupados por cores ao longo do eixo y. O eixo x indica gráfico log2 
fold change da dieta controle em comparação com a dieta pólen. 
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F igura 6 

 

F igura 6. Níveis de mRN A de saa em zebrafish adultos após o tratamento com dietas. A) 
Órgãos abdominais. B) Intestino. ANOVA e teste de comparação múltipla Sidak. Os dados são 
apresentados como média + desvio padrão (n = 5). 
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F igura 7 

 

 

F igura 7. Animais usados como doadores de tumor para o transplante. A) Diagrama 
esquemático da linhagem zebrafish modelo de melanoma. O zebrafish Tg (kita: GalTA4, UAS: 
mCherry)hzm1 foi cruzado com a linha Tg (UAS: eG FP-H-RAS_G12V)io6 para expressar o gene 
HRAS_G12V humano oncogênico conduzido pelo promotor específico de célula de melanócito 
kita. B) Imagens representativas de kita: Gal4; eG FP-HRAS-G12V, peixe inteiro e tumor de 
cauda nodular (1 e 2), usado em nosso estudo (biópsia e desagregação para posterior 
alotransplante). 
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F igura 8 

 
F igura 8. Imagens representativas dos tumores e tamanho médio do tumor (pixels) de 1 a 
4 semanas após o transplante. A) Tumor 1. B) Tumor 2. Cada ponto corresponde a um peixe 
receptor transplantado e a média ± desvio padrão também é mostrada. * p <0,05 de acordo com 
o teste t de Student não pareado. 
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F igura 9 

 

 

F igura 9. Tamanho médio do tumor . Tamanho médio do tumor (1 + 2) (pixels) de 1 a 4 
semanas após o transplante. Cada ponto corresponde a um peixe receptor transplantado e a 
média ± desvio padrão também é mostrada. * p <0,05, ** p <0,01 de acordo com o teste t de 
Student não pareado. 
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F igura 10 

 

F igura 10. Zebrafish adulto alimentado com dieta controle (cor preta) vs. dieta pólen 
(cor cinza) ao longo de 4 semanas após o alotransplante de melanoma. A) Tamanho 
médio do tumor (1 + 2) (pixels). ** p <0,01; *** p <0,001 de acordo com ANOVA e Teste de 
Comparação Múltipla de Sidak. B) Taxa de crescimento do tumor (%). C) Curva de 
sobrevivência (%). Kaplan-Meier Gehan-Breslow-Wilcoxon e teste não paramétrico de Log-
rank.  
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DISC USSÃ O  

Descreveu-se no presente estudo os efeitos da administração de pólen apícola os quais 

nunca foram relatados ou contradizem outros trabalhos da literatura em outras espécies. 

Nossos resultados não mostram nenhum efeito significativo do pólen apícola na dieta 

para o desempenho/crescimento do zebrafish. No entanto, foi relatado que a suplementação de 

dietas com pólen apícola melhora os parâmetros de crescimento em outras espécies, como 

bezerros (TU et al., 2015), coelhos (ATTIA et al., 2011; ZEEDAN et al., 2017), e também em 

peixes, Tilápia do Nilo Oreochromis niloticus (ABBASS; EL-ASELY; KANDIEL, 2012; EL-

ASELY; ABBASS; AUSTIN, 2014). Além disso, estudos com ratos sugeriram aumento da 

capacidade de absorção intestinal e disponibilidade de nutrientes em animais alimentados com 

pólen apícola (HAJKOVÁ et al., 2013; WANG et al., 2007). Melhorias nas características de 

crescimento (comprimento e ganho de peso) de animais alimentados com pólen apícola podem 

ser atribuídas aos seus componentes, como vitaminas, minerais e enzimas ou coenzimas, que 

podem melhorar a digestão e assimilação dos nutrientes (XU et al., 2009). No entanto, 

acreditamos que as respostas à alimentação com pólen podem variar de acordo com a espécie 

estudada, a dieta controle, a concentração oferecida e a composição nutricional de cada pólen 

apícola.  

A adição de pólen na dieta também demonstrou efeitos na superfície da mucosa do 

intestino de rato, causando um leve aumento na camada epitelial do intestino delgado e 

aumentando significativamente o volume do epitélio e diminuindo o volume do tecido 

conjuntivo (HAJKOVA; TOMAN; GALIK, 2014). Esses resultados podem estar relacionados 

a mudanças positivas encontradas em outros estudos para parâmetros de crescimento, mas 

também podem indicar mudanças importantes no trato digestivo dos animais e consequências 
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em outras estruturas, como a microbiota. Desta forma, hipotetizamos que o pólen apícola 

poderia causar alterações nos microrganismos intestinais do zebrafish. 

A microbiota intestinal pode variar de acordo com as regiões anatômicas do intestino, 

que mudam em termos de fisiologia, pH e tensão de oxigênio, taxas de fluxo da digesta, 

disponibilidade de substrato e secreções do hospedeiro (FLINT et al., 2012; VALDES et al., 

2018). Geralmente, as amostras fecais são aceitas para investigações da microbiota, mas a 

biópsia de tecido contendo várias regiões do trato gastrointestinal demonstrou alcançar uma 

representação mais abrangente e apropriada das comunidades microbianas que contribuem para 

a saúde do tecido intestinal (BASHIR et al., 2016; HUSE et al., 2014; KOO et al., 2017). Em 

conformidade, coletamos amostras de todo o tecido intestinal do zebrafish em nosso estudo. 

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo relatando os efeitos da alimentação do pólen apícola 

na microbiota intestinal do zebrafish. 

Compostos fenólicos, principalmente flavonóides, presentes na parede dos grãos de 

pólen são as principais substâncias relacionadas às atividades biológicas e terapêuticas 

(DENISOW; DENISOW-PIETRZYK, 2016). Essas substâncias mostraram ter importante 

influência sobre algumas bactérias específicas da microbiota intestinal de abelhas, como o 

Bifidobacterium asteroides, aumentando a produção de diversos metabólitos (derivados do 

hormônio juvenil e prostaglandinas) que têm funções fundamentais na imunidade e fisiologia 

de , 2017). Quase não há informações sobre o pólen apícola 

influenciando a microbiota intestinal em outras espécies, mas, curiosamente, Lactobacillus e 

Bifidobacterium, amplamente usados como probióticos para humanos e animais, já foram 

isolados de amostras de pólen apícola (ANDERSON et al., 2013; ASAMA et al., 2015; 

VÁSQUEZ; OLOFSSON, 2009). 

Em nosso estudo, descobrimos que o pólen apícola afetou a composição da microbiota 

intestinal com abundância diferencial em nível de família, gênero e espécie. A microbiota 
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intestinal desempenha um papel central na regulação de múltiplas vias metabólicas do 

hospedeiro, como a homeostase e a imunostase (MERRIFIELD; RODILES, 2015). No entanto, 

pouco se sabe sobre a função de cada bactéria intestinal no zebrafish. Existe uma microbiota 

comum, encontrada em diferentes instalações de zebrafish, dominada por membros do filo 

Proteobacteria (gêneros Aeromonas e Shewanella), seguido por Fusobacteria ou F irmicutes 

(classe Bacilli), Actinobacteria e filos Bacteroidetes (ROESELERS et al., 2011). No entanto, a 

dieta também desempenha um papel vital na determinação da composição dos microrganismos 

intestinais residentes (MANDAL; SAHA; DAS, 2015). Embora a composição da microbiota 

seja relativamente estável, mudanças permanentes em termos de diversidade e/ou abundância 

da comunidade (disbiose) podem ocorrer devido a alterações dietéticas e ambientais 

(BLUMBERG; POWRIE, 2012). 

No presente estudo, o grupo da dieta com pólen apresentou abundância 

significativamente menor em nível de família para Aeromonadaceae e em nível de gênero para 

Aeromonas e Pseudomonas. Aeromonas e Pseudomonas spp. são gêneros comumente 

encontrados em ambientes aquáticos (GONÇALVES PESSOA et al., 2019; MENA; GERBA, 

2009). Alguns estudos descreveram Aeromonas spp como o único grupo de bactérias presentes 

ao longo do ciclo de vida do zebrafish, sugerindo a existência dessa bactéria no núcleo da 

microbiota com importante funcionalidade de resistência à colonização. Elas parecem 

desempenhar papéis importantes na defesa imunológica, no crescimento das células intestinais 

e na indução da transcrição de genes importantes (BURNS; GUILLEMIN, 2017; RAWLS et 

al., 2006; STEPHENS et al., 2016). Sabe-se que o gênero Aeromonas sp. também secreta uma 

proteína imunomoduladora chamada AimA, que evita o recrutamento de neutrófilos intestinais 

excessivos (ROLIG et al., 2018). Além disso, ambos os gêneros podem ser de grande 

importância econômica e médica, uma vez que membros deste gênero estão distribuídos em 
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água doce e em associação com animais aquáticos às vezes são conhecidos por causar um 

espectro diversificado de doenças (SUGITA et al., 1995).  

Não obstante, em nível de espécie, identificamos A. sobria, A. schubertii, A. jandaei e 

P. alcaligenes com abundância significativamente menor no grupo de dieta pólen. Embora 

possam ser isoladas do trato intestinal de peixes, essas espécies de Aeromonas também têm sido 

descritas como patógenos de humanos e animais, associadas a problemas gastrointestinais, 

infecções de feridas, septicemia, produção de enterotoxinas e representam um importante 

problema econômico na aquicultura (BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013; IGBINOSA et al., 

2012; LIU; LI, 2012; YU et al., 2015). P. alcaligenes também foi isolado como patógeno em 

peixes causando doença hemorrágica (XU et al., 2015). Ainda são necessários estudos para 

elucidar o papel de cada bactéria na microbiota, bem como os efeitos da complexa interação 

entre diferentes microrganismos para atingir um equilíbrio benéfico. 

O grupo de dieta pólen apresentou abundância significativamente maior em nível de 

gênero para Chromobacterium. Espécies do gênero Chromobacterium foram descritas com 

efeitos probióticos. Por exemplo, Chromobacterium violaceum, que produz violaceína, um 

pigmento violeta que possui funções como atividades antibacteriana, antiviral, antifúngica e 

antioxidante, demonstrou ter um impacto na microbiota intestinal de mamíferos (PAUER et al., 

2018). Mudanças na diversidade microbiana do rato foram encontradas após a administração 

oral de violaceína, modulando especialmente os componentes dos filos F irmicutes e 

Actinobacteria. De fato, estudos têm demonstrado potencial imunomodulador da violaceína, e 

ainda atividade antitumoral (DURÁN et al., 2016). Além disso, Chromobacterium aquaticum 

isolado de amostras de água de lago e administrado como um suplemento alimentar probiótico, 

pode melhorar o metabolismo de nutrientes e o desempenho do crescimento, bem como pode 

modular a imunidade inata contra A. hydrophila e S. iniae em zebrafish (YI et al., 2019). O 

probiótico produziu enzimas extracelulares (protease e xilanase) e uma substância semelhante 
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à bacteriocina, que exibiu tolerância a pH extremos e condições de alta temperatura e atividade 

bactericida de amplo espectro contra patógenos. 

Em nível de espécie, maior abundância para Gemmobacter aquaticus, F lavobacterium 

succinicans e Bifidobacterium breve foi encontrada em nosso estudo para o grupo pólen 

apícola. Embora pouco se saiba sobre G . aquaticus e F . succinicans, Bifidobacterium breve foi 

descrito como uma bactéria probiótica eficaz. Por exemplo, é amplamente utilizada por 

humanos, especialmente em áreas pediátricas, uma vez que possui atividade antimicrobiana 

contra patógenos humanos e habilidades imunoestimulantes (CIONCI et al., 2018; 

CUKROWSKA et al., 2020). Além disso, um estudo interessante mostrou que a administração 

oral de Bifidobacterium comensal como probiótico promoveu imunidade antitumoral 

(melhorando a função das células dendríticas e, consequentemente, aumentou a infiltração de 

células tumorais T efetoras) e controlou o crescimento de melanoma em camundongos, 

indicando que a composição microbiana também pode influenciar a imunidade antitumoral 

espontânea, bem como as respostas à imunoterapia. A administração oral do probiótico 

melhorou o controle do tumor no mesmo grau que a terapia com anticorpos específicos para o 

ligante da proteína 1 de morte celular programada do tumor (PD-L1) e em um tratamento com 

ambos combinados, o crescimento do tumor foi quase abolido (SIVAN et al., 2015). Em 

camundongos, Bifidobacterium breve induziu efetivamente a produção de REGIII (uma classe 

de proteína antimicrobiana expressa no intestino) por meio da via MyD88-Ticam1, 

demonstrando que este probiótico pode aumentar a barreira da mucosa e proteger o hospedeiro 

de infecção e inflamação (NATIVIDAD et al., 2013).  

A análise do soro amiloide A (Saa) de órgãos abdominais do zebrafish e de intestinos 

separados foi realizada em nosso estudo para ver se o pólen na dieta poderia modular a 

transcrição desta proteína. A amiloide A sérica é uma proteína conservada secretada e 

produzida no intestino e no fígado e com efeitos descritos nas células do sistema imunológico 
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como, por exemplo, neutrófilos. A microbiota é capaz de induzir o gene que codifica a 

expressão de saa no intestino do zebrafish e, a diversidade de microrganismos pode levar a 

níveis variados desta proteína; esses fatores podem facilitar efeitos específicos no sistema 

imunológico inato do hospedeiro (MURDOCH et al., 2019). Alguns autores descreveram 

algumas bactérias, como Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila e Escherichia coli, 

por induzir fortemente transcrições de saa, enquanto outras como Shewanella sp. e 

Staphylococcus sp. falhou em modular o mesmo gene (RAWLS et al., 2006). Nossos resultados 

para a análise do gene saa não revelaram diferenças em seus níveis de transcrição. Supõe-se 

que uma complexa interação de diferentes microrganismos no trato digestivo estimule a 

expressão mais potente de proteínas e marcadores imunes em comparação com cepas 

individuais, indicando que pode ser necessária uma combinação de microrganismos específicos 

para alterar os níveis de mRNA desse gene. 

Não existe uma composição ótima da microbiota intestinal, uma vez que é diferente 

para cada indivíduo. No entanto, um equilíbrio hospedeiro - microrganismo saudável deve ser 

respeitado a fim de realizar as funções metabólicas e imunológicas de maneira ideal e prevenir 

o desenvolvimento de doenças (RINNINELLA et al., 2019). Existe uma estreita relação 

mutualística entre variações da microbiota intestinal e doenças, incluindo doenças extra-

intestinais, como distúrbios metabólicos (RINNINELLA et al., 2019). Com isso em mente, 

decidimos estudar se a suplementação de pólen na dieta, juntamente com as alterações 

encontradas na microbiota intestinal, poderia influenciar o desenvolvimento de câncer. Assim, 

o ensaio de alotransplante de melanoma foi realizado em zebrafish Casper para visualizar 

diretamente a proliferação e disseminação de células tumorais in vivo ao longo do tempo. 

O pólen apícola foi associado a propriedades anticancerígenas (DENISOW; 

DENISOW-PIETRZYK, 2016; KIELISZEK et al., 2018; LI et al., 2018a), mas ainda não há 

evidências completas para essa atribuição. Estudos têm mostrado pólen apícolas com maiores 
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ou menores propriedades antimutagênicas em diferentes tipos de câncer (ABDELLA; 

TOHAMY; AHMAD, 2009; FURUSAWA et al., 1995; UÇAR et al., 2016; WAN OMAR et 

al., 2016). Essas atividades podem ser derivadas de suas propriedades antioxidantes 

(principalmente supressão da formação de espécies reativas de oxigênio) (DENISOW; 

DENISOW-PIETRZYK, 2016), sua capacidade de induzir apoptose e estimular a secreção de 

fator de necrose tumoral alfa (KOMOSINSKA-VASSEV et al., 2015; WU; LOU, 2007), 

atividade citotóxica nas células (PASCOAL et al., 2014), ou simplesmente aumentando e 

fortalecendo o sistema imunológico (WANG et al., 2013). Assim, de acordo com os resultados 

obtidos principalmente em culturas de células, foi sugerido que extratos de pólen apícola 

contendo diferentes tipos de compostos, especialmente ácidos fenólicos e flavonóides (por 

exemplo, kaempferol, apigenina), ajudam a controlar o crescimento celular (DENISOW; 

DENISOW-PIETRZYK, 2016). 

Atualmente, os cânceres de pele são atribuídos a lesões crônicas, feridas que não 

cicatrizam, cicatrizes ou úlceras (TANG; WANG, 2016). Alguns estudos sugerem que o pólen 

apícola também pode afetar o processo de cicatrização de feridas por queimaduras (OLCZYK 

et al., 2016). Nesse contexto, hipotetizamos se este produto poderia ter um efeito benéfico no 

desenvolvimento do melanoma. Em nosso estudo, a suplementação de pólen apícola na dieta 

do zebrafish não teve propriedades protetoras contra o melanoma. Estudos pré-clínicos sugerem 

que muitos compostos derivados de produtos naturais possuem potente atividade contra células 

cancerosas ou tumores xenotransplantados e que podem prevenir a carcinogênese ou metástase 

de tumores existentes (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Em vez disso, observamos um efeito 

de crescimento estimulante. Um estudo propôs que os pacientes com um microbioma intestinal 

favorável aumentam as respostas imunes sistêmicas e antitumorais e, em contraste, os pacientes 

com um microbioma intestinal desfavorável têm respostas imunes sistêmicas e antitumorais 

prejudicadas (GOPALAKRISHNAN et al., 2018). Em relação aos nossos resultados, é possível 
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que alterações na microbiota encontradas no grupo pólen possam ter interferido na progressão 

tumoral; ou mesmo a composição do pólen, com alto teor de carboidratos e açúcares, poderia 

interferir negativamente na resposta ao desenvolvimento do tumor. Alguns estudos propõem 

que níveis mais elevados de glicose no sangue e insulina são fatores de risco de câncer. 

Demonstrou-se que a insulina estimula a divisão celular, apoiando o crescimento e a 

disseminação das células cancerosas e tornando-as mais difíceis de eliminar (DENLEY et al., 

2007; PAOLI et al., 2013; ROSE; VONA-DAVIS, 2012). Além disso, níveis mais elevados de 

insulina e glicose no sangue podem contribuir para a inflamação, levar ao crescimento de 

células anormais e possivelmente contribuir para o câncer (PAOLI et al., 2013). O pólen apícola 

utilizado em nosso estudo era composto por 60% de carboidratos, entre eles, 50% de açúcares 

totais, o que pode ter afetado tanto a composição da microbiota quanto a resposta ao câncer. 

 

C O N C L USÃ O 

 

Devido à sua composição variável, os efeitos causados pela ingestão de pólen apícola 

não podem ser simplesmente generalizados. Existe uma grande quantidade de substâncias 

diferentes, que podem interferir individualmente e até mesmo em interações complexas entre 

elas. Os estudos com substâncias apícolas são desafiadores e merecem maior atenção em 

pesquisas futuras. Em conclusão, o pólen apícola como suplemento dietético não afetou o ganho 

de peso do zebrafish, o aumento do comprimento ou a expressão do gene soro amiloide A, mas 

alterou a composição da microbiota intestinal e teve um efeito estimulante no desenvolvimento 

de melanoma. 
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