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RESUMO 

 

O pólen apícola tem sido alvo de estudos que investigam sua composição química, 

fitoquímica e atividade antioxidante, bem como seus efeitos biológicos de ação anti-

inflamatória, antiviral, antimicrobiana, hepatoprotetora, preventivo de prostatite benigna, 

antienvelhecimento e cicatrizante. Fundamentada nestas informações, o objetivo do estudo foi 

desenvolver membrana de colágeno contendo extrato de pólen apícola no tratamento de lesões 

cutâneas, avaliando seu efeito cicatrizante. A caracterização de bioativos do extrato de pólen 

baseou-se em testes colorimétricos para determinação do conteúdo de polifenois totais, de 

flavonoides totais e da atividade antioxidante avaliada por três testes in vitro: DPPH, ABTS e 

FRAP, com identificação dos compostos via CLAE-DAD/EM-ESI. O extrato também foi 

testado para atividade antimicrobiana. Os materiais desenvolvidos (membrana com extrato e 

membrana sem extrato) foram submetidos à avaliação genotóxica via cometa alcalino e 

micronúcleo. As membranas foram implantadas via intraperitoneal nos animais e verificadas 

as alterações em exposição aguda e crônica. A cicatrização foi acompanhada histologicamente 

em três períodos 7, 14 e 21 dias, sendo quatro grupos experimentais (n=5): grupo controle, 

sem cobertura; grupo pomada, representando o parâmetro comercial; grupo membrana, que 

recebeu a membrana contendo o extrato; e grupo que recebeu a membrana sem o extrato. Pela 

avaliação fitoquímica, notou-se um conteúdo de polifenois considerável quando comparados 

aos dados da literatura, os quais após identificação indicavam para uma boa atividade anti-

inflamatória. Os extratos mostraram ação antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa. 

Além disso, para ambos os testes de genotoxicidade, as membranas não apresentaram 

alterações mutagênicas significativas, indicando a segurança de uso. A avaliação histológica 

comprovou a eficiência da membrana no processo de cicatrização, mostrando um 

comportamento de cicatrização superior ao tratamento comercial usado como referência, 

sendo observado que aos 21 dias a área da lesão encontrava-se restaurada e sem sinais 

inflamatórios. 

  

Palavras-chave: Biomaterial; produto apícola; fitoquímica; genotoxicidade; cicatrização 
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ABSTRACT 

 

Bee pollen has been the subject of studies investigating its chemical composition, 

phytochemical and antioxidant activity, as well as its biological effects of anti-inflammatory, 

antiviral, antimicrobial, hepatoprotective, benign prostatic, antiaging and healing. Based on 

this information, the objective of the study was to develop and apply a membrane of collagen 

containing bee pollen extract in the treatment of cutaneous lesions, evaluating its healing 

effect. The bioactive characterization of the pollen extract was based on colorimetric tests to 

determine the total polyphenols, total flavonoids and antioxidant activity evaluated by three in 

vitro tests: DPPH, ABTS and FRAP, with identification of compounds via HPLC-DAD / ES-

MS. Well-conducted antimicrobial activity tests. The materials developed (membrane with 

extract and membrane without extract) were submitted to the evaluation of genotoxicity, 

tested by alkaline comet and micronucleus (MN). The membranes were implanted 

intraperitoneally in the animals and the changes in acute and chronic exposure were verified. 

The healing test was followed histologically for 21 days, with three groups (n = 5): GC 

control group, ie, no cover - exposed wound; GP ointment group, which was the commercial 

parameter; and GM membrane group, which received the membrane containing the extract. 

By the phytochemical evaluation a very considerable polyphenylene content was observed 

when compared to other results present in the literature. Its after identification indicated for a 

good anti-inflammatory activity. The extracts showed antimicrobial action against 

Pseudomonas aeruginosa. For both genotoxicity tests, the membranes showed no significant 

mutagenic changes. Histological evaluation proved the efficiency of the membrane in the healing 

process, because at 21 days the area of the lesion was restored and without inflammatory signs. 

 

 

Keywords: Biomaterial; bee product; phytochemical; genotoxicity; healing 
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1. INTRODUÇÃO 

A pele é o maior órgão do corpo humano e um dos mais complexos, estando mais 

susceptível a ser afetado por lesões, pois atua como barreira de proteção contra patógenos, 

danos internos e externos ao corpo e contra a desidratação excessiva. Ferimentos que resultam 

em danos extensos à pele exigem cobertura imediata para ajudar no processo de cura 

(KOLLER, BAKOS, SADLONOVA, 2001; JIN et al., 2013). 

A ferida pode ser definida como uma perda, ou ruptura, da continuidade celular e 

anatômica ou funcional do tecido vivo. Nesta denominação também podem ser incluídas 

mordidas, queimaduras, abrasão da ferida cirúrgica, laceração ou fase inflamatória aguda. A 

cicatrização/reparo de feridas é um processo natural do organismo para regeneração do tecido 

dérmico e epidérmico, no qual ocorre síntese de colágeno e macromoléculas extracelulares 

que são, posteriormente, remodeladas para formar cicatriz. No entanto, feridas e lesões de 

distúrbios fisiológicos merecem cuidados adequados. E para quaisquer casos são necessários 

apoios médicos capazes de acelerar o processo cicatricial, bem como proteger lesões contra 

infecções oportunistas (KOKANE et al., 2009; VASHISTH et al., 2016 RAMOS et al., 2016). 

O reparo tecidual, algumas vezes também chamado de cura, refere-se à restauração da 

arquitetura e da função dos tecidos após uma lesão. Por convenção, o termo reparo é 

frequentemente empregado para tecidos parenquimatosos e conjuntivos, enquanto o termo 

cura é utilizado para os epitélios superficiais. A cura de feridas cutâneas envolve tanto a 

regeneração epitelial como a formação de tecido conjuntivo cicatricial e, assim, ilustra os 

princípios gerais que se aplicam ao reparo de todos os tecidos (ROBBINS, COTRAN, 2016). 

Resumindo as ocorrências das fases de cura epitelial (Figura 01), tem-se que: na fase 

inflamatória, a prostaglandina favorece a exsudação vascular, estimula a mitose celular e a 

quimiotaxia de leucócitos. Na etapa de proliferação ocorre a neo-angiongênese, onde são 

formados novos vasos sanguíneos na região danificada, responsáveis pela produção de 

fibroblastos que sintetizarão o colágeno e os macrófagos para o centro da ferida, sendo que a 

matriz extracelular age na restauração da continuidade do tecido lesado, servindo como um 

suporte para a migração celular. E na fase de maturação ocorre um aumento da resistência da 

ferida, sem aumento na quantidade de colágeno, pois há um equilíbrio de produção e 

destruição das fibras de colágeno, por ação da colagenase (MORAES, 2013; LOZADA, 

CORREA, 2017). 
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Figura 01: Fases do processo de cicatrização da pele 

 

Fonte: MOURA et al., 2013 (Adaptada). 

O tratamento de feridas representa alto impacto socioeconômico no segmento de 

cuidados com a saúde para pacientes, famílias e instituições públicas de saúde nos países em 

desenvolvimento e desenvolvidos (AGYARE et al., 2016). Logo, para acelerar o processo de 

cicatrização, considera-se como padrão-ouro para feridas crônicas o auto-enxerto de espessura 

parcial. No entanto, há limitações nesse modelo, como: morbidade e dor severa no local 

doador. Outros métodos são de uso regular, tais como curativo de pele e fator de crescimento, 

porém necessitam de melhoria; e dentre as estratégias ascendentes, tem-se: fornecimento de 

siRNA e o direcionamento de moléculas de mRNA e receptores no microambiente da ferida; 

uso de células-tronco isoladas de diferentes tecidos e a gelatina de Wharton; e uso de 

sensores, uma alternativa para diminuir os custos e melhorar os cuidados (DREIFKE, 

JAYASURIYA, JAYASURIYA, 2015). 

Outra estratégia comum para a engenharia de tecidos, e mais acessível, é o uso de 

scaffolds poliméricos tridimensionais. Estudos com polímeros naturais ou sintéticos 

biocompatíveis e biodegradáveis levaram a um desenvolvimento substancial de novos tipos 

de curativos e a aplicações notáveis na área biomédica, especialmente para medicina 

regenerativa. Nesse sentido, os materiais mais promissores para o curativo de feridas e 
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queimaduras ainda são a base de polímeros naturais, como polissacarídeos (alginatos, quitina, 

quitosana, heparina, condroitina), proteoglicanos e proteínas (colágeno, gelatina, fibrina, 

queratina, fibroína de seda, casca de ovo membrana) (MOGOSANU, GRUMEZESCU, 2014). 

O emprego de polímeros no tratamento de feridas tem sido amplamente estudado com 

base nas muitas vantagens do uso desses agentes macromoleculares, como a 

biocompatibilidade e suas propriedades não irritantes e não tóxicas (DANTAS et al., 2011). O 

colágeno é um biomaterial importante em aplicações médicas devido às suas características 

especiais, como a biodegradabilidade e a baixa antigenicidade. Assim, o colágeno, como um 

biomaterial, tem sido usado em sistemas de administração de medicamentos e engenharia de 

tecidos. As membranas à base de colágeno também são utilizadas na terapia periodontal e de 

implantes como barreiras para prevenir a migração epitelial e permitem células com 

capacidade regenerativa para repovoar a área de defeitos (KHAN, KHAN, BEY, 2011). 

Na maioria dos casos, a complicação na cicatrização é devida à inflamação. Esta 

resulta em uma geração contínua de espécies reativas, como o radical superóxido ou o 

peróxido de hidrogênio não radical. Um desequilíbrio entre as espécies de oxigênio e os 

mecanismos de defesa antioxidante de uma célula, leva a uma produção excessiva de 

metabólitos de oxigênio, promovendo a condição de "estresse oxidativo". O estresse oxidativo 

resulta em peroxidação lipídica, quebras de DNA e inativação enzimática, incluindo enzimas 

eliminadoras de radicais livres. A evidência do papel dos oxidantes na patogênese de muitas 

doenças sugere que os antioxidantes podem ser de uso terapêutico nessas condições 

(GOMATHI et al., 2003). 

O meio cientifico dispõe de dados sobre plantas medicinais que afetam várias fases do 

processo de cicatrização de feridas, como coagulação, inflamação, fibroplasia, epitelização, 

colagênese e contração da ferida. De posse dessas informações, profissionais da medicina 

alternativa fazem uso dos extratos de plantas medicinais para tratar seus pacientes (JIN et al., 

2013). Essa prática é comum em países em desenvolvimento, onde o uso de remédios herbais 

para o tratamento eficaz das feridas contribui para minimizar as despesas do tratamento 

médico. Vários parâmetros in vitro e in vivo são utilizados para avaliar a atividade funcional 

de plantas medicinais usando extratos, frações e compostos isolados. (AGYARE et al., 2016). 

Os produtos apícolas são bem conhecidos na medicina tradicional e seus usos se 

expandiram da área de alimentos saudáveis para a médica. O pólen é um pó fino produzido 

pelas flores das plantas, especificamente são as células reprodutoras masculinas de flores, e 
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recolhido por abelhas (MOHDALY et al., 2015), que tem se destacado em função da presença 

de compostos bioativos associados a benefícios para a saúde.  

O pólen é um dos produtos apícolas comumente usados pela medicina popular, e 

embora seus efeitos farmacológicos ainda não estejam todos cientificamente comprovados, 

sabe-se que ele representa uma fonte considerável de compostos com potencial de proteção da 

saúde, como fitoesterois e é rico em fitoquímicos, como compostos fenólicos. Entretanto, a 

composição do pólen ainda não está padronizada e nem definida na farmacopeia, pois podem 

variar devido à sua origem botânica e geográfica, as espécies vegetais, as condições 

ambientais, a idade e o estado das plantas (ALICIC et al., 2014; SATTLER et al., 2015). Os 

principais constituintes ativos do pólen apícola incluem isoflavonas, flavonóis e lignanas, 

importantes na modulação hormonal de mulheres e homens; e compostos fenólicos, que 

possuem altos níveis de atividade antioxidante e sequestradora de radicais, e associados a 

esses polifenois há muitas funções farmacológicas como antimicrobiano, anti-inflamatório, 

hepatoprotetor, antiaterosclerótico e antitumoral (MOHAMED et al., 2018). 

Olczyk et al. (2016) verificaram a ação cicatrizante do pólen apícola através de uma 

pomada, que demonstrou reepitelização e fechamento da ferida de queimadura, com efetiva 

atividade antimicrobiana. Tomando por base estes achados e tendo consciência da abertura 

que o ramo de materiais para recuperação cutânea possui, desenvolveu-se uma biomembrana 

para implantar sobre lesões de pele, aproveitando o conteúdo de substâncias bioativas 

presentes no pólen apícola e que podem ser importantes na aceleração desse processo de cura. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver membrana de colágeno contendo extrato de pólen apícola e avaliar sua atividade 

cicatrizante no tratamento de lesões cutâneas. 

2.2 Objetivos específicos 

Identificar a origem botânica do pólen apícola adquirido na região norte do estado do Piauí; 

Estabelecer o perfil de compostos bioativos presentes no pólen apícola; 

Identificar e quantificar os polifenois e flavonoides presentes no pólen apícola por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de massas; 

Avaliar a atividade antimicrobiana por concentração inibitória mínima do extrato de pólen 

apícola; 

Analisar por teste cometa e de micronúcleo o potencial genotóxico e mutagênico do 

biomaterial desenvolvido; 

Analisar através de estudo histológico e de deposição colagênica o efeito cicatrizante do 

material desenvolvido. 

 

 

. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Anatomia da Pele e Etiologia da Ferida 

A pele desempenha diversas funções no organismo humano, tais como: ser o principal 

obstáculo contra a ação de agentes externos, como microrganismos; impedir a perda excessiva 

de líquidos; manter a temperatura corpórea; sintetizar vitamina D a partir da exposição aos 

raios solares; agir como órgão sensorial; e participar da termorregulação (BAJAY, JORGE, 

DANTAS, 2003). Além disso, ela previne a perda substancial de fluidos corporais e tem papel 

importante na defesa imunológica. Sua estrutura apresenta três camadas principais: epiderme, 

derme e hipoderme, as quais contam com queratinócitos, melanócitos, fibroblastos e células 

endoteliais para desempenharem suas funções, conferindo uma pele ativa (BOTTCHER-

HABERZETH, BIEDERMANN, REICHMANN, 2010; CASTAÑEDA, 2017). 

A camada mais externa é a epiderme, a qual se constitui em tecido estratificado 

queratinizado com variações estruturais e funcionais, cuja principal função é produzir 

queratina. Ela é composta por quatro camadas distinguíveis: estrato córneo, granuloso, 

espinhoso e estrato basal (Figura 02). Neste último, há células epiteliais que se proliferam 

continuamente para que seja mantido o seu número (MENDONÇA, RODRIGUES, 2011). 

Por ser a camada mais externa, é a que está mais sujeita a sofrer lesões. 

 

Figura 02: Demonstração dos estratos da pele: composição geral e morfologia 

 

Fonte: POOL, 2018 (adaptada) 

Assim, quando este órgão sofre uma injúria, seja ela de natureza física, química, 

mecânica ou por afecção clínica, isto pode gerar a abertura de uma ferida, a qual representa a 

descontinuidade do tecido corpóreo em maior ou em menor extensão, conduzindo o 

organismo à reação, no sentido de recompor o tecido lesado (UNIMED, 2016). 
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Essa perda tecidual pode afetar a derme incompleta ou completamente e baseado nisto, 

a ferida pode ser definida como de espessura parcial ou total, respectivamente. No primeiro 

caso, a causa pode ser por procedimentos dermatológicos ou por traumatismos e no reparo 

ocorre reepitelização dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente não 

injuriada, gerando uma cicatriz praticamente imperceptível. Já no segundo caso, forma-se 

tecido de granulação e a epitelização acontece apenas nas margens da ferida, resultando em 

uma cicatriz perceptível e, muitas vezes, pronunciada (MANDELBAUM, SANTIS, 

MANDELBAUM, 2003). 

As feridas podem ser classificadas quanto: (I) à causa em: cirúrgicas de incisão, de 

excisão ou por punção, traumáticas mecânicas, químicas ou físicas, e ulcerativas; (II) ao 

conteúdo microbiano: limpas, limpas contaminadas, contaminadas ou infectadas; (III) ao tipo 

de cicatrização: por primeira, segunda ou terceira intenção; (IV) ao grau de abertura: abertas 

ou fechadas; e (V) à duração: agudas ou crônicas (SANTOS et al., 2011). 

A cicatrização envolve como eventos centrais o fechamento oportuno da ferida, alívio 

imediato da dor e uma cicatriz esteticamente aceitável. Com as pesquisas sobre cicatrização 

de feridas é possível compreender melhor os processos implicados no reparo e regeneração de 

tecidos (DREIFKE, JAYASURIYA, JAYASURIYA, 2015). 

3.2 Processo de Reparo Cutâneo 

O reparo da ferida é o esforço dos tecidos para restaurar a função e estruturas normais 

da pele. Essa recuperação pode ser diferenciada em dois processos: regeneração e reparação. 

A primeira consiste na restauração perfeita da estrutura do tecido pré-existente e não há 

formação de cicatriz, entretanto ela só é observada no desenvolvimento embrionário, em 

organismos inferiores e em órgãos como ossos e fígado. Enquanto o reparo envolve quatro 

fases básicas: hemostasia, inflamação, proliferação e maturação, gerando cicatrizes em maior 

ou menor extensão (TAZIMA, VICENTE, MORIYA, 2008; CARDOSO et al., 2013; 

BORTOLI, PRATO, KROTH, 2016). 

A seguir são descritos, resumidamente, os eventos que ocorrem em cada fase de 

acordo com Chin, Diegelmann e Schultz (2005):  

(a) Hemostasia: ocorre imediatamente após a lesão para prevenir sangramento. Há a 

vasoconstrição e ativação das plaquetas, as quais aderem e se agregam no local da lesão. As 

plaquetas também liberam fatores de crescimento, AMP cíclico e glicoproteínas adesivas, 

cujas principais são: o fibrinogênio, a fibronectina, a trombospondina e o fator de von 
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Willebrand. Com a sucessão da agregação plaquetária, forma-se um coágulo de fibrina que 

funciona como uma matriz provisória. De acordo com Kumar, Abas e Aster (2016), a 

liberação do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumenta a permeabilidade 

vascular e o edema. À proporção que ocorre desidratação na superfície externa, forma-se uma 

crosta que recobre a ferida. 

(b) Inflamação: ocorre nas primeiras 24 horas após a lesão e pode durar até duas 

semanas no processo de cura por primeira intenção e significativamente mais em feridas 

crônicas. Os mastócitos são responsáveis pelos primeiros sinais da inflamação: rubor 

(vermelhidão), ardor (calor), tumor (inchaço) e dolor (dor) ao redor do local da ferida. 

Neutrófilos, monócitos e macrófagos são as células-chave durante esta fase, porque removem 

bactérias e detritos da ferida e liberam mediadores solúveis. Os neutrófilos são as primeiras 

células inflamatórias que respondem aos mediadores solúveis liberados pelas plaquetas e pela 

cascata de coagulação, sendo substituídos no terceiro dia por macrófagos e o tecido de 

granulação (proliferação de fibroblastos e capilares de paredes finas em meio a uma matriz 

extracelular - MEC - frouxa contendo células inflamatórias) ocupa o espaço da ferida. Os 

macrófagos teciduais diferem dos neutrófilos em sua capacidade de regular mais estritamente 

a destruição proteolítica do tecido da ferida secretando inibidores das proteases; e 

favorecerem a transição da fase inflamatória para a fase proliferativa da cicatrização, pois 

liberam fatores de crescimento e citocinas, dentre os quais estão os que ativam fibroblastos 

para a nova matriz tecidual, enquanto outros promovem a angiogênese. A ausência de 

neutrófilos e uma diminuição no número de macrófagos na ferida é uma indicação do início 

da fase proliferativa. 

(c) Proliferação: as células epiteliais das bordas da ferida mostram atividade mitótica 

intensa e dentro de 24 a 48 horas iniciam a migração e a proliferação ao longo da derme. 

Nesta fase ocorre também a substituição da matriz provisória de fibrina por uma nova matriz 

de fibras de colágeno, proteoglicanos e fibronectina para restabelecer a estrutura e a função do 

tecido, bem como a angiogênese e a formação do tecido de granulação. Por volta do quinto 

dia, a neovascularização atinge seu pico, mantendo o tecido de granulação recém-formado 

edemaciado. Os fibroblastos, fundamentais nesta fase, migram para a ferida em resposta a 

múltiplos mediadores solúveis, aparecendo em número aumentado e bastante ativos no tecido 

de granulação, onde modificam sua morfologia e começam a proliferar e sintetizar os 

componentes do tecido de granulação, incluindo colágeno, elastina e proteoglicanos. A 

epitelização é a marca clínica da cicatrização. 
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(d) Remodelamento/maturação: o tecido de granulação amadurece e aumenta a 

resistência à tração da cicatriz e do tecido. A maturação do tecido de granulação envolve 

redução no número de capilares por meio da agregação em vasos maiores e uma diminuição 

na quantidade de glicosaminoglicanos e da água associada a eles, e proteoglicanos. A 

densidade celular e atividade metabólica no tecido de granulação diminuem durante a 

maturação. Alterações também ocorrem no tipo, quantidade e organização do colágeno, com 

aumento da resistência à tração e substituição do colágeno tipo III pelo tipo I, o colágeno 

fibrilar dominante na pele. 

O resultado do processo de reparo é influenciado pelo equilíbrio entre a síntese e a 

degradação das proteínas da MEC. A degradação dos colágenos e de outros componentes da 

MEC é realizada por uma família de metaloproteinases de matriz (MMPs), que abrangem 

colagenases, que clivam o colágeno fibrilar; gelatinases, que degradam o colágeno amorfo e a 

fibronectina; e estromelisinas, que degradam proteoglicanos, laminina, fibronectina e 

colágeno amorfo. As MMPs são produzidas na forma inativa por fibroblastos, macrófagos, 

neutrófilos, sinoviócitos e por células epiteliais ativadas por proteases presentes na área 

lesada. Ao fim do primeiro mês, a cicatriz compreende um tecido conjuntivo em grande parte 

desprovido de células inflamatórias, recoberto por uma epiderme essencialmente normal, 

porém sem anexos cutâneos, uma vez que desaparecem de forma permanente (KUMAR, 

ABAS, ASTER, 2005).  

Percebe-se então que todos esses fatos são regulados, em cada etapa, por uma série de 

mediadores estando envolvidos os derivados da circulação, tais como fatores de coagulação, 

moléculas do sistema fibrinolítico e hormônios (esteroidais, tireodianos e insulina); cininas, 

como histamina, bradicinina e serotonina; mediadores peptídicos, como citocinas, fatores de 

crescimento, neuropeptídeos e estruturas de matriz extracelular; e mediadores lipídicos, os 

eicosanoides e PAF. A variação na concentração dos mediadores ao longo das fases 

demonstra a existência de interdependência destes para um mesmo evento (BALBINO, 

PEREIRA, CURI, 2005). 

A cicatrização das feridas pode ocorrer por primeira intenção, quando a perda tecidual 

não impede que as bordas da lesão sejam aproximadas ou por segunda intenção, quando a 

perda tecidual impossibilita a junção das bordas lesadas, formando tecido de granulação; ou 

por terceira intenção, quando a ferida é mantida aberta para uma cicatrização por segunda 

intenção até substituição do tecido perdido através de enxertos (TAZIMA, VICENTE, 

MORIYA, 2008).  
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Uma das estratégias empregadas para auxiliar no processo de cicatrização por segunda 

intenção é o transplante de pele autóloga de um sítio de doador saudável, seja como uma 

espessura total ou como enxerto de pele de espessura parcial, que representa o padrão-ouro 

atual para tratamento de feridas severas. Entretanto, as áreas doadoras são limitadas por danos 

prolongados e a produção de uma área suficiente de enxertos, com preparação de folhas de 

células epidérmicas confluentes multicamadas em cultura, é um procedimento demorado. 

Além disso, há muitas dificuldades para o manejo desses enxertos devido à sua natureza frágil 

(REZAPOUR-LACTOEE, et al., 2016). 

Desta forma, o uso de substitutos dérmicos permite a manipulação de feridas 

complexas e queimaduras, com exposição óssea e de tendão, de forma adequada. Em geral, a 

escolha do material deve ser feita de acordo com os resultados e funções esperados 

(URBINA, RIDER, 2016) e considerar os fatores de eficácia, segurança e custo, para que o 

paciente possa mantê-lo e conseguir um resultado satisfatório, pois, em geral, as lesões têm 

evolução longa e cicatrização demorada (FRADE et al., 2011). 

Os curativos ideais são os que promovem a cicatrização de feridas, mantendo um meio 

úmido enquanto absorvem o excesso de exsudato, fornecem proteção mecânica, ajudam no 

desbridamento, permitem a troca gasosa, mas são impermeáveis aos microrganismos, fáceis 

de usar e econômicos (DRYDEN, SHOEMAKER, KIM, 2012). Logo, a escolha da cobertura 

da ferida deve ser assertiva, pois além de ajudar no processo de cicatrização, minimiza a dor, 

confere conforto ao paciente e recupera o tecido lesado. Dentre os mais utilizados tem-se: 

hidrogel à base de carboximetilcelulose; alginato de cálcio; filme de poliuretano; papaína, 

gaze não aderente impregnada de petrolato ou de parafina; curativo absorvente com prata, 

dentre outros (SANTOS et al., 2011). 

3.3 Biomateriais e Substitutos Dérmicos 

O advento dos substitutos dérmicos representa uma ferramenta inovadora para o 

reparo e reconstrução de defeitos cutâneos profundos (WANG et al., 2016). Dada a variedade 

de filmes curativos, a indústria farmacêutica os classifica conforme seu modo de ação em: 

passivos – apenas cobrem a ferida e não auxiliam na cicatrização; interativos – contribuem 

para a cicatrização impedindo a passagem de bactérias e permitindo a passagem apenas de 

oxigênio e vapor de água; e ativos – fornecem agentes antimicrobianos ou fármacos que 

contribuem para o processo de cicatrização dos ferimentos. (PAUL; SHARMA, 2004; 

VASCONCELOS et al., 2011; ROMANO et al., 2015). 
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Um dos grandes desafios da pesquisa na área de regeneração de pele consiste no 

desenvolvimento de biomateriais a partir de matérias-primas de baixo custo, fácil acesso e 

com características adequadas para a função destinada (DALLAN, 2005). O sucesso dos 

biomateriais na recuperação de tecidos depende das características física e química do 

material, da capacidade de ser degradado, da absorção celular, da ligação celular e força 

mecânica (HIRATA et al., 2015). Chaudhari et al. (2016) destacam que o campo da 

engenharia de tecido mostrou grande evolução com amplo desenvolvimento de materiais para 

este segmento, e por isso é necessário o conhecimento das propriedades, vantagens e 

desvantagens de cada biomaterial e scaffolds para acelerar a produção de suportes adequados 

para aplicações de regeneração de tecidos de pele.  

Como características adequadas dos biomateriais podem-se destacar as propriedades 

biológicas: biocompatibilidade, hemocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade, 

estimulação de adesão e proliferação celular; as propriedades físicas: morfologia da 

superfície, energia superficial, encaixe anatômico, rugosidade, porosidade, cor, transparência 

e permeabilidade; as propriedades mecânicas: tensão de ruptura, alongamento e flexibilidade; 

e as propriedades químicas: densidade, estabilidade, resistência à esterilização e forma de 

degradação quando em contato com o organismo (SAMPAIO, CARVALHO, CARNEIRO, 

2018). Dentre essas características é dado destaque para a biocompatibilidade, pois esta 

propriedade é a garantia de que um material não é tóxico para o sistema biológico, sendo 

possível obter respostas satisfatórias a partir da interação entre um implante e os tecidos vivos 

do organismo após a sua aplicação específica (TORRES, COMMEAUX, TRONCOSO, 2012; 

BARUD et al., 2016). 

Além disso, a projeção é que os curativos evitem a perda de fluido corporal, bem 

como o acúmulo de exsudato, protejam as feridas de contaminação externa, com efeitos 

bactericidas suficientes para inibir a infecção, e criem um leito de ferida ideal para auto 

enxertar (DANTAS et al., 2011). A ascensão de curativos antimicrobianos, que se 

caracterizam por serem produtos que fornecem tratamentos tópicos para feridas, considera a 

inclusão de substâncias que possam agir como antimicrobianos. Desta forma, além de auxiliar 

na cicatrização dos ferimentos, os curativos ativos impedem que os microrganismos que 

habitam a pele humana infectem a ferida (Hess, 2012 citado por HUBNER, 2017). 

Para a confecção de curativos o material mais utilizado é a gaze fibrosa devido à sua 

pronta disponibilidade e baixo custo. Contudo, hidrogéis também têm sido explorados, em 

função da textura macia, flexibilidade, adaptar-se à área da ferida, ser biocompatível e 
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permeável ao vapor de água e aos metabólitos. Além disso, quando utilizados para essa 

finalidade, eles podem absorver o exsudato liberado pelo ferimento, ao mesmo tempo em que 

permitem o acesso de oxigênio ao local da ferida, acelerando a cicatrização. (LU et al., 2010). 

Os curativos de feridas em bicamadas híbridas também são muito promissores, uma 

vez que combinam as vantagens de uma subcamada natural e uma camada superior sintética. 

É importante notar que o complexo design de integrar duas camadas distintas em uma única 

estrutura requer boa aderência entre as duas camadas para garantir que a delaminação não 

ocorra durante o uso (SHEMESH, ZILBERMAN, 2014). 

Dreike, Jayasuriya e Jayasuriya, (2015) demonstram a existência de uma variedade de 

curativos no mercado, dentre eles tem-se a base de quitosana, ácido hialurônico, colágeno e 

silício. Entretanto, outros biomateriais estão sob avaliação: alginatos, heparina, celulose e 

gelatina. O desenvolvimento e utilização de membranas biocompatíveis para estimular a 

cicatrização de feridas dérmicas e mucosas têm sido bastante recorrentes. Elas podem ser 

absorvíveis ou não, e fatores como sua constituição, morfologia, textura da superfície, 

tamanho das porosidades e duração da integridade funcional podem influenciar no êxito da 

sua utilização no processo cicatricial (YAMATOGI et al., 2005). 

Um biomaterial utilizado por muito tempo e que ainda se mostra significante no reparo 

da pele é a membrana amniótica humana (AM). Usada pela primeira vez no transplante de 

pele, passou a ser empregada no tratamento de queimaduras, como curativo cirúrgico; na 

reconstrução cirúrgica da cavidade oral; para reconstrução da superfície ocular, bexiga, 

vagina, oclusão do pericárdio; e na prevenção de adesões cirúrgicas. Foi consolidada sua 

capacidade de reduzir a cicatrização e inflamação devido às suas propriedades 

antimicrobianas (MUNOYATH, SATHISHWARAN, PRASAD, 2015).  

A partir de então várias opções de membrana foram desenvolvidas, Cardoso et al. 

(2013) desenvolveram uma membrana de poli(L-ácido) (PLLA)/Trietil-citrato que favoreceu 

o processo de reparação e cicatrização da ferida de forma organizada, protegendo a lesão, 

apresentando-se promissora como alternativa para curativos cutâneos, principalmente nos 

pacientes em que há lesões cutâneas agudas extensas, dificultando a obtenção de enxertos 

autólogos, além de ser um procedimento cirúrgico de menor complexidade. 

Schanuel et al. (2015) desenvolveram filmes de PVA-SNO capazes de liberar NO 

espontaneamente, mas quando combinado com uma camada de hidrogel F127 essa liberação 

foi reduzida, aumentando a dose total de NO e o seu tempo de liberação, resultando no 

aperfeiçoamento da contração da ferida, diminuindo o intervalo da ferida e a densidade 
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celular e acelerando a fase inflamatória. Esta melhoria é caracterizada por uma elevação na 

diferenciação miofibroblástica e aumento da expressão do colágeno tipo III, mostrando seu 

potencial como uma nova abordagem para o curativo de feridas. Já Unnithan et  al. (2012) 

desenvolveram, por técnica de electrospun, nanofibras de poliuretano contendo cloridrato de 

ciprofloxacina (CipHCl) visando o controle microbiano, cuja presença do CipHCl mostrou 

ação com um largo grupo de bactérias, evitando infecções. 

Entretanto, dentre a variedade de polímeros usados para a produção de materiais para 

acelerar os processos cicatriciais um dos mais empregados é o colágeno. Assim, devido a sua 

biocompatibilidade e fraca interação com a matriz extracelular, as membranas contendo 

colágeno têm sido bastante aplicadas na reparação de traumas mucocutâneos químicos e 

mecânicos (YAMATOGI et al., 2005). 

3.3.1 Colágeno 

Até a década de 1980, a importância do colágeno como biomaterial era restrita à 

produção de suturas cirúrgicas. Já na década de 1990, foram identificados 26 tipos de 

colágeno (tabela 01) devido à complexidade e diversidade de estrutura, presença adicional de 

domínios não-helicoidais, estrutura de montagem e função do colágeno. O grupo foi 

segmentado em colágeno formador de fibrilas (tipos I, II, III, V e XI), colágeno associado a 

fibrilas (tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX e XX) e outros tipos de colágeno (tipos IV , VI, VII, 

VIII e X) (CARDOSO et al., 2017). Entretanto, todos os membros são caracterizados por 

conter domínios com repetições do tripéptido d Gly-X-Y envolvido na formação de colágeno. 

As funções desta família heterogênea não se limitam a fornecer componentes estruturais do 

esqueleto fibrilar da matriz extracelular, mas uma grande variedade de funções é definida por 

domínios proteicos adicionais (GELSE, POSCHL, AIGNER, 2003). 

Entre os vários tipos de colágeno, o tipo I é o mais abundante nos animais, 

constituindo pele, tendões, ligamentos e ossos. Essa diversidade biológica do colágeno 

depende da composição aminoacídica do mesmo, a qual agrega tanto aminoácidos não 

essenciais, como: glicina, prolina, hidroxiprolina, arginina e alanina, quanto essenciais: 

metionina, tirosina e histidina (WOLF, 2007). 
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Tabela 01: Tipos de colágenos e respectivos tecidos cuja composição majoritária do tecido 

conectivo seja correspondente 

Tipo de colágeno Tecidos 

I A maioria dos tecidos conjuntivos, isto é, ossos, pele, tendão, vasos 

sanguíneos. 

II Cartilagem e vítreo do olho. 

III Veias de sangue. 

IV Membranas de porão em todos os órgãos. 

V Tendões, córnea e tecidos intersticiais. 

VI Fígado, rim e pericôndrio. 

VII Junção epidérmica / dérmica. 

VIII Células endoteliais. 

IX Cartilagem. 

X Cartilagem hipertrófica e mineralizadora. 

XI Cartilagem. 

XII Tendões e colágeno associado a fibrilas. 

XIII Epiderme, folículos pilosos e células de raízes de unhas. 

XIV O mesmo que o tipo I. 

XV Fibroblastos, células musculares lisas, rim, pâncreas. 

XVI Fibroblastos, amnios, queratinócitos. 

XVII Hemidesmossomas, pele, junções dérmico-epidérmicas. 

XVIII Pulmões, fígado e rins. 

XIX Olhos, cérebro, testículos e tecidos embrionários. 

XX-XXV Epitélio da córnea, pele embrionária, cartilagem esternal, tendão, 

parede do vaso sanguíneo. 

Fonte: GELSE, POSCHL, AIGNER, 2003; OLSEN et al., 2003. 

As principais aplicações de colágeno como sistemas de administração de fármacos são 

proteções de colágeno em oftalmologia, esponjas para queimaduras / feridas e associações de 

lipossomas e colágeno para entrega transdérmica e sustentada de drogas (NUNES et al., 

2010). Essa extensa aplicação ocorre em função da perfeita biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e atividade biológica apresentada por esta proteína (BARRETO et al., 

2013; ZAO et al., 2015). No mercado já existem curativos a base de colágeno, conforme na 

Tabela 02. 



29 
 

Tabela 02: Membranas de colágeno comercialmente disponíveis 

Curativo Composição Aplicação 

Alloderm™ Derma de Acellular de origem 

de pele cadavérica. 

Auto-enxerto na reconstrução de 

feridas de queimaduras devido à 

sua origem humana. (Kearney 

2001) 

Integra™ GAGs de colágeno e tubarão 

bovino. 

Enxertos de pele de espessura 

parcial; tratamento de úlceras 

nas pernas e ferimento de feridas 

graves. (Fitton et al., 2001). 

Promogram® Colágeno animal (55%) com 

celulose regenerada oxidada 

(45%). 

Absorve proteases em excesso 

da superfície da ferida 

(Schönfelder et al., 2005). 

Puraply® Colágeno porcino de tipo I 

reconstruído. 

Feridas de espessura parcial e 

total incluindo feridas crônicas, 

sítios doadores e para cirurgia de 

MOHS (Sanjay et al., 2009). 

Fibrocol Plus® Colágeno animal 90% com um 

alginato 10%. 

Feridas de espessura parcial, 

úlceras venosas, feridas 

traumáticas agudas, queimaduras 

de segundo grau. 

Apligraft™/Graftskin™ Fibroblasto humano e colágeno 

de tendão bovino. 

Úlceras de perna venosa e 

úlceras de pé diabético (Curran e 

Plosker 2002). 

Orcel™ Queratinócitos epidérmicos 

humanos e fibroblastos 

dérmicos cultivados em esponja 

de colágeno bovino tipo I. 

Excesso cirúrgico agudo (Still et 

al., 2003). 

Fonte: VASCONCELOS, CAVACO-PAULO, 2011. 

Atualmente, o uso do colágeno varia desde revestimento de prótese vascular de amplo 

calibre até suporte à orientação das células nervosas crescentes (CARDOSO et al., 2017). 

Contudo, os substitutos dérmicos comercialmente disponíveis a base de colágeno, ainda que 

muito utilizados na prática clínica tem como desvantagem a baixa força mecânica do 

colágeno, o que pode interferir nos seus efeitos biológicos, bem como os resultados de 

reparação (ZAO et al., 2015; WANG et al., 2016). 

Entretanto, de acordo com Chaudry et al. (1997), modificações químicas em matrizes 

colagênicas podem representar alternativas de elevado potencial para refinar ou mesmo 

modificar propriedades nativas do colágeno, sejam elas mecânicas ou físico-químicas, para 

atender necessidades específicas na área de biomateriais. Dinga, Zhangb e Lia (2015) 
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apontam que uma das desvantagens dos filmes puros de colágeno consiste na superfície 

áspera e na baixa termoestabilidade que limitam as suas aplicações, por isso há 

desenvolvimento de misturas de colágeno com outros polímeros naturais ou sintético. Desta 

forma, eles prepararam uma blenda de colágeno/HPMC comprovando melhoria nas 

propriedades mecânicas e térmicas, bem como a hidrofilicidade comparado ao filme puro de 

colágeno, em função das ligações de hidrogênio e emaranhamento entre colágeno e as 

moléculas de HPMC, sendo que a utilização do PEG 1500 apurou o estiramento e 

“suavidade” do filme.  

Para melhorar a estabilidade mecânica da membrana de quitosana-colágeno (CCS), 

Wang et al. (2012) desenvolveram uma malha de urdidura com fios poli (L-lactido-co-

glicolido) (PLGA) e incorporaram a CCS para obter um suporte híbrido, cujos resultados 

indicaram que PLGAm/CCS confere força mecânica melhorada e uma microestrutura porosa 

estável. Quando transplantado para feridas, o PLGAm/CCS resistiu à contração da ferida e 

promoveu a formação de novos tecidos. Wang et al. (2016) tomando o estudo anterior de 

ponto de partida, incrementaram a membrana com poliuretano (PU), verificando que a 

microestrutura e a estabilidade mecânica de PU-PLGAm/CCS facilitaram ainda mais a 

regeneração tecidual, pois a camada dérmica de PU-PLGAm/CCS combina as vantagens dos 

biomateriais biológicos e sintéticos, e alcança um equilíbrio entre porosidade, 

biocompatibilidade e resistência mecânica. 

Paunica-Panea et al. (2016) desenvolveram scaffolds de colágeno e dextrana 

adicionados de partículas de ZnO. As partículas de ZnO foram capazes de reduzir a absorção 

de água para ambas as matrizes de colágeno e de colágeno/dextrana, pois causaram a 

diminuição dos tamanhos de poros e um aumento na uniformidade, além de causarem efeito 

farmacológico benéfico. 

Yamano et al. (2014) aplicaram fator de crescimento/diferenciação 5 (GDF-5) em 

membrana de colágeno para processo de reparo ósseo, uma vez que ele é essencial para o 

desenvolvimento normal e formação de osso, articulações, tendões e ligamentos no esqueleto 

axial e apêndice, e comprovaram que o GDF-5 induziu nova formação óssea de uma maneira 

dose-dependente. Assim, a membrana de colágeno com GDF-5 pode levar a uma melhora no 

tratamento clínico atual de defeitos ósseos para terapia periodontal e de implante. 

Estudos tem relatado a inserção de produtos naturais na elaboração de membranas 

bioativas. Dentre os produtos naturais utilizados, a própolis vermelha tem sido bem 

explorada. Albuquerque-Júnior et al. (2009) verificaram que a incorporação de extrato deste 
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produto aos filmes de colágeno, aparentemente, estimulou a fibroplastia cicatricial, sem 

efeitos tóxicos. Assim, esses filmes podem ser considerados promissores para oclusão da 

ferida e reparação de tecidos. Ainda, Barreto (2009) desenvolveu membrana de colágeno tipo-

I com própolis vermelha e o estudo indicou que o produto natural propiciou melhorias 

importantes no reparo cicatricial e as características físico-químicas e estruturais dos 

biofilmes permitiram seu emprego em uma larga faixa de condições clínicas onde haja 

desnudamento epitelial ou ulceração com perda de substância, sem possibilidade de coaptação 

de bordas. 

As membranas de colágeno contendo genipina e própolis vermelha obtidas por 

Rezende Neto (2011) mostraram características aceitáveis para sua aplicação no tratamento de 

feridas abertas, pois induziram maior índice de contração da ferida, reduziram a magnitude e 

aceleraram a cronificação do processo inflamatório e aumentaram o grau de colagenização 

cicatricial nos estágios iniciais do reparo. Elas também propiciaram uma melhor organização 

das fibras colágenas nos estágios tardios do reparo. A reticulação com genipina conferiu 

melhores condições de uso devido à maior resistência à manipulação. Situação semelhante foi 

obtida por Souza (2013), onde a modificação do colágeno melhorou as propriedades 

mecânicas da membrana bioativa e com a incorporação do extrato de própolis vermelha 

incrementou a resposta fibroblástica e acelerou a maturação epidérmica, bem como a 

neoformação de anexos dérmicos. 

Pesquisas voltadas para o melhoramento de membranas de colágeno têm se 

concentrado em incorporar compostos bioativos (fármacos sintéticos ou produtos naturais) a 

fim de que haja uma liberação controlada do produto diretamente no tecido danificado. Isto 

mantém a substância em níveis constantes no organismo, implicando em maior eficiência do 

agente devido à aplicação ser diretamente no sítio de ação, com altas concentrações 

localizadas e reduzindo ou evitando efeitos colaterais sistêmicos e menor frequência de 

administração do agente ativo, aumentando o conforto do paciente e eficácia do tratamento 

(GOPINATH et al., 2004; LEE, SINGLA e LEE, 2001). 

3.4 Pólen Apícola 

Estudos recentes demonstram que produtos naturais como frutas, vegetais, plantas 

medicinais e ervas têm boas propriedades farmacológicas e podem ser utilizados como 

medicina complementar e alternativa para o tratamento de muitas doenças humanas 

(YILMAZ et al., 2016; KARASAWA; STEYGER, 2015). Um produto bem conhecido na 
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medicina tradicional é o pólen apícola e seus usos se expandiram da área de alimentos 

saudáveis para a médica (MOHDALY et al., 2015). 

O pólen apícola é uma aglutinação de vários polens florais coletados pelas abelhas 

operárias e misturados com néctar e secreções hipofaringeanas (enzimas α e β-glicosidase), 

resultando na formação de “bolotas”, as quais diferem do pólen colhido das plantas (COUTO, 

COUTO, 2006). Este produto é rico em proteínas, aminoácidos essenciais, óleos, ácidos 

graxos, minerais, enzimas e co-enzimas, carboidratos e flavonóides, carotenóides e 

fitoesteróis (XU et al., 2009; CAMPOS et al., 2003). Além disso, conta com um aporte 

considerável de sais minerais (cálcio, cobre, ferro, magnésio, iodo, selênio, estrôncio, estanho, 

boro, flúor, fósforo, potássio, enxofre, alumínio, manganês, e zinco) e vitaminas (A, do 

complexo B, C, D, E, β-caroteno), além de ser uma fonte preciosa de oligominerais (cobalto, 

níquel, silício, titânio, etc.) com mais de vinte elementos (RIBEIRO, SILVA, 2007; 

FERREIRA, 2012). Considerado por isso um alimento completo (FEAS et al., 2012). 

Efeitos terapêuticos e protetores são associados ao conteúdo de compostos funcionais, 

como os polifenois, que são as principais substâncias responsáveis pela atividade antioxidante 

do pólen apícola. Os grupos mais relevantes presentes no pólen são ácidos fenólicos e 

flavonoides, e sua atividade biológica está condicionada a sua estrutura química específica 

(RZEPECKA-STOJKO et al., 2017). Ao fazer suas considerações sobre os constituintes do 

pólen, Menezes (2009) utilizou-se de outras referências para embasar sua afirmação de que 

dentre os carotenoides encontrados geralmente no pólen apícola são predominantes o α-

caroteno e β-caroteno e em menor quantidade criptoxantina, xantofilas e flavoxantina. 

Ressalta-se que o perfil de flavonoides e fenólicos, tanto em quantidade como em variedade, 

está diretamente relacionado aos tipos polínicos florais que compõem o pólen de abelha.  

Rocha (2013) em sua revisão cita trabalhos que identificaram os principais compostos 

fenólicos presentes no pólen apícola, apontando flavonoides glicosilados e ácidos 

hidroxicinâmicos.  LeBlanc et al. (2009) identificou os seguintes compostos fenólicos no 

pólen apícola dos Estados Unidos: ácidos p-hidroxibenzóico, p-cumárico, vanílico, gálico e 

ferúlico. 

O grupo de compostos bioativos, representado largamente pelos compostos fenólicos 

ou polifenóis, compreende em torno de 8 mil estruturas diferentes conhecidas. A essas 

substâncias estão associadas atividades: anticarcinogênica, anti-inflamatória, anti-aterogênica, 

anti-trombótica, imunomoduladora e analgésica. Por suas características químicas, foram 

genericamente divididas em 10 tipos: fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarinas e 
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isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides e ligninas, 

sendo os flavonoides a classe mais importante de polifenólicos (GOMEZ-CARAVACA et al., 

2006). Aos flavonoides associados ao pólen apícola, atribuiu-se à quercetina a atividade anti-

inflamatória, ao campferol e seus derivados a redução da hiperplasia prostática e à miricetina 

o combate das alergias (ROCHA, 2013). 

Assim como outros produtos de apicultura, o pólen ganhou maior atenção em virtude 

da potencial aplicação de suas propriedades terapêuticas, anti-bacteriana e antifúngica 

(GARCÍA et al., 2001), anti-cariogênica (ALMAS et al., 2001) e pelos efeitos 

imunomoduladores (GEBARA et al., 2002; TOHAMY et al., 2014). Prevenção de problemas 

de próstata, arteriosclerose, gastroenterite, doenças respiratórias, dessensibilização de alergias, 

melhoria dos sistemas cardiovascular e digestivo, imunidade corporal e atraso no 

envelhecimento (MOHDALY et al., 2015; ESTEVINHO et al., 2012), melhora dos sintomas 

do autismo (AL-SALEM et al., 2016) e ação ansiolítica (KARAMPOUR, HEMMATI, 

MALMIR, 2016). 

Pascoal et al. (2014) realizaram extensivos testes com pólen apícola comercial, 

verificando sua atividade biológica nos aspectos antimicrobiano, anti-inflamatório, 

antimutagênico e antioxidante. Observaram maior ação dos extratos frente às bactérias Gram-

positivas, especialmente das estirpes de referência – mais sensíveis do que o isolado a partir 

de fluidos biológicos –, sugerindo o uso combinado com antibióticos. Seus testes ratificaram a 

atividade antigenotóxica substancial do pólen apícola, uma vez que todos eles diminuíram as 

frequências de conversão do gene. Sua pesquisa indicou boa atividade antioxidante. 

Basim, Basim e Ozcan (2006) testaram a atividade antimicrobiana do pólen apícola 

com várias bactérias fitopatogênicas, observando que dentre todo o grupo, a Agrobacterium 

tumefaciens mostrou-se mais sensível a uma concentração de 1/5 do extrato de pólen. 

Fatrcová-ˇSramková et al. (2013) também comprovaram a ação, em maior ou menor grau, do 

pólen, cuja origem botânica era conhecida, contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica CCM 4420; Escherichia coli. 

Entretanto, Cabrera e Montenegro (2013) esclarecem que essa ação depende da origem 

botânica. Isto pode ser confirmado pelo trabalho de Carpes et al. (2009) que não encontraram 

ação antimicrobiana de polens da região sul do Brasil. 

Frigerio (2009), em seu estudo sobre a bioatividade do pólen apícola, citou trabalhos 

sobre o efeito de extratos de pólen apícola de Eucaliptus globulus e de Salix atrocinerea em 

ratos, cujos resultados mostraram que ambas as espécies têm propriedades antidiarréicas, 
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reduzindo em cerca de 30% os excrementos diarreicos. Este estudo concluiu que a atividade 

antidiarréica do pólen apícola das espécies testadas pode ser devida aos constituintes 

polifenólicos, especialmente à quercetina e seus derivados, embora outros compostos possam 

ter um papel nesta atividade e ser também responsáveis pelas diferenças nos resultados. 

Akkol et al. (2010) testando a atividade in vivo de um mix de pólen apícola 

comercializado na região da Turquia, verificaram ação antinociceptiva e anti-inflamatória a 

dosagens de 500 mg/Kg administrado oralmente, sem causar danos gástricos ou toxicidade 

aguda. Os principais flavonoides encontrados foram a quercetina, campferol e mirecetina 

glicosídeos, enquanto os ácidos fenólicos foram os derivados de ácido cinâmico. 

Tohamy et al. (2014) testaram extrato aquoso de pólen e própolis contra os efeitos 

histológicos e genotóxicos de cisplatina, observando no pólen maior atividade potencial para 

melhorar os efeitos colaterais da administração de cisplatina, uma vez que seus efeitos na 

diminuição do marcador de peroxidação lipídica foram significativamente maiores e sua 

capacidade de eliminar radicais livres foi melhor do que os da própolis. 

El-Asely, Abbass e Austin (2014) constataram que a incorporação de pólen apícola 

na dieta de tilápias promoveu melhorias na taxa de crescimento, na imunidade não específica 

e foi benéfica para o controle de infecções por Aeromonas hydrophila. 

Martins (2010) em seu estudo também relacionou uma série de benefícios atribuídos 

ao consumo do pólen apícola, foram eles: capacidade de amenizar os sintomas de hiperplasia 

prostática benigna e prostatite crônica; melhorar a função hepática; proteger o fígado dos 

efeitos de irradiação por raios-X e de algumas substâncias tóxicas; diminuir os níveis de 

lipídeos séricos em animais e em humanos; além de reduzir a formação da placa 

aterosclerótica induzida experimentalmente em coelhos.  

Martín-Muñoz et al. (2010) afirmaram que o uso do pólen apícola como suplemento 

alimentar tem sido recomendado para o tratamento de várias doenças infecciosas e para 

doenças alérgicas, mas foi encontrado casos em que ele foi responsável por reações 

anafiláticas. Isto porque o pólen de abelha é uma mistura heterogênea de polens de plantas de 

diferentes espécies, e seu papel como desencadeador de crises alérgicas manifestadas após a 

sua ingestão ou de outros produtos das abelhas tem sido demonstrado quando o fator 

alergênico compõe o mesmo. 

Os estudos de Feas et al. (2012) sugerem que, em função de o pólen apícola 

representar uma boa fonte de compostos fenólicos, possa ser útil na prevenção de doenças em 

que os radicais livres estão implicados. Já os resultados da pesquisa de Omar et al. (2016) 
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sugerem que o extrato de pólen de abelha sem ferrão da Malásia pode ser usado para 

complementar tratamentos quimioterápicos devido à sua atividade antiproliferativa e sua 

capacidade de aumentar o efeito do agente de quimioterapia, mesmo em baixa concentração, 

pois foi observado efeito sinérgico com a cisplatina. 

Huang et al. (2017) constataram que o extrato de pólen apícola de magnólia-chinesa 

(Schisandra chinensis) reduziu os danos causados por cisplatina no fígado e nos rins, reduziu 

o nível de estresse oxidativo, inflamação e apoptose e melhorou a capacidade antioxidante, 

antiinflamatória e antiapoptótica do corpo. Reforçando a importância do uso do pólen para 

fins medicinais. 

Os resultados de Maruyama et al. (2010) indicam que o efeito anti-inflamatório do 

extrato de etanol do pólen age por inibição da produção de NO, além da atividade inibitória da 

COX-2. Alguns flavonóides incluídos no pólen de abelha podem parcialmente participar de 

alguma ação anti-inflamatória. 

Mohamed et al. (2018) trataram ratos macho diabéticos com suspensões de pólen 

apícola e pólen de palmeira constatando potencial papel protetor contra a disfunção do eixo 

testicular hipofisário induzido pela diabetes e as alterações deletérias histológicas testiculares 

em associação com ações anti-hiperglicêmicas através de suas propriedades antioxidantes e 

sua eficiência para melhorar o nível de insulina no sangue e a função das células beta.  

Komosinska-Vassev et al. (2015) referenciam esse efeito hipoglicemiante do pólen  

como decorrente da presença de ácidos graxos insaturados, fosfolipídios e fitoesteróis. Citam 

também estudos que indicam redução da capacidade de agregação plaquetária e aumento da 

atividade do sistema fibrinolítico e efeito antiaterosclerótico que protege contra doenças 

cardíacas e traços cerebrais. 

O pólen apícola é uma fonte considerável de compostos com potencial de proteção da 

saúde, certa concentração de fitoesterois e é rico em fitoquímicos como compostos fenólicos. 

(ALICIC et al., 2014). A ingestão diária de pólen de abelha pode regular as funções 

intestinais, efetivamente reduzir a fragilidade capilar e tem efeitos benéficos sobre o sistema 

cardiovascular, visão e pele (PIETTA, 2000). 

Os polifenóis presentes no pólen de abelhas e outros produtos de abelhas contêm 

atividades antioxidantes e antiproliferativas que podem regular a proliferação celular e induzir 

a apoptose (PREMRATANACHAI; CHANCHAO, 2014). O efeito cicatrizante do pólen 

apícola também foi testado com sucesso por Olczyk et al. (2016) a partir de pomada a base de 
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pólen, a qual demonstrou reepitelização e fechamento da ferida de queimadura, com efetiva 

atividade antimicrobiana. 

O pólen apícola possui forte potencial para o desenvolvimento de produtos com fins 

farmacológicos, em virtude de todas as propriedades supracitadas. Assim, foi desenvolvida 

uma biomembrana contendo extrato hidroetanólico liofilizado de pólen apícola polifloral, a 

qual foi submetida à avaliação genotóxica, a fim de atestar a segurança de uso da mesma, pois 

é fundamental que o produto não ofereça risco de alterações genômicas. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Pólen apícola 

4.1.1 Análise polínica 

As amostras de pólen apícola (desidratadas) foram obtidas diretamente no apiário 

produtor na zona rural da cidade de Esperantina (PI), situado nas coordenadas 03º 54' 06" S 

42º 14' 01" O, nos períodos de produção entre os meses de fevereiro a maio de 2017, sempre 

no turno da manhã. O acesso foi cadastrado junto a plataforma do Sistema Nacional de Gestão 

do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (anexo I). 

A análise polínica procedeu-se no Laboratório de Micromorfologia Vegetal da 

Universidade Estadual de Feira de Santana – BA, seguindo a metodologia descrita por Santos 

(2011). O pólen desidratado (4,0 g) foi desagregado em água destilada morna (20 mL) por 2 

h, aproximadamente, agitando-se com bastão de vidro até a completa desagregação das 

bolotas. Depois, essa preparação foi centrifugada a 250 rpm por 1 min. O sobrenadante foi 

descartado e acrescentou-se 20 mL de etanol 50% ao sedimento, que permaneceu sob 

maceração por 3 h. Ao final desse tempo, realizou-se nova centrifugação para separação do 

álcool. Esta fase de preparo foi finalizada com a adição de etanol 95% ao sedimento polínico, 

para a sua desidratação, sendo centrifugado para remoção completa do etanol.  

Os sedimentos polínicos foram submetidos ao método de acetólise (ERDTMAN, 

1960), sendo tratado com uma mistura de ácido sulfúrico e anidrido acético na proporção de 

1:9. Em seguida, o sedimento resultante foi lavado com água destilada por duas vezes, com as 

respectivas centrifugações, e acrescentado água glicerinada (50%) por um intervalo de tempo 

de 1-24 horas, procedendo-se à nova centrifugação e com o sedimento polínico residual, 

foram confeccionadas as lâminas para as análises palinológicas em microscópio. 

A partir de cada amostra foram montadas cinco lâminas (corada com safranina), nas 

quais foram contados os grãos de pólen, pelo menos 500 por lâmina, para estabelecer a 

frequência dos tipos de pólen. Os tipos polínicos foram identificados em sua afinidade 

botânica por comparação com lâminas da palinoteca do Laboratório de Micromorfologia 

Vegetal (Universidade Estadual de Feira de Santana). 

4.1.2 Preparação e caracterização dos extratos etanólicos do pólen apícola 

Preparou-se extrato bruto do pólen apícola com etanol 75%, na proporção 

pólen:solvente de 1:5 (m/v), mantidos em maceração por 24 h à temperatura ambiente 
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(~28ºC), no escuro. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi filtrado e concentrado em 

rotaevaporador a 45ºC sob vácuo, conforme o descrito por Zhang et al. (2015).  

Uma alíquota do extrato foi retirada para realização dos testes de fenólicos totais, 

flavonoides, para os testes de atividade antioxidante (FRAP, DPPH e ABTS) e atividade 

antimicrobiana empregou-se o concentrado rotaevaporado liofilizado, armazenado em 

eppendorff e acondicionado em freezer, protegido da luz até o uso.  

4.1.2.1 Análise de fenólicos totais 

Seguiu-se o método espectrofotométrico utilizando-se o reagente de Folin Ciocalteau 

descrito por Slinkard e Singleton adaptado por Vieira et al., 2011. Para a construção da curva 

de calibração foi utilizado a ácido gálico como padrão, nas concentrações de 5 a 240 µg mL
-1

, 

e a partir da equação da reta obtida por regressão linear efetuou-se o cálculo do teor de 

fenólicos totais. Os procedimentos gerais acompanharam o que foi descrito por Zhang et al. 

(2015).  

Juntou-se 0,5 mL do extrato a 0,5 mL do Folin Ciocalteau 20% (v/v), deixando reagir 

por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solução de carbonato de sódio (0,2 g mL
-

1
) e a mistura foi incubada ao abrigo da luz por 1 hora, a temperatura ambiente. A 

quantificação de fenólicos totais foi feita pela interpolação na curva padrão de ácido gálico e 

os valores expressos em miligramas de equivalente de ácido gálico (EAG) por g de amostra. 

O branco foi feito com o solvente empregado na elaboração dos extratos (usando a mesma 

quantidade da amostra) e subtraiu-se dos resultados finais com a amostra para não 

superestimar os resultados, sempre em triplicata. 

4.1.2.2 Determinação de flavonoides totais 

Usou-se o método colorimétrico, como descrito por Zhishen, Mengcheng, Jianming 

(1999) adaptado. Tomou-se 0,5 mL do extrato, adicionou-se 2,2 mL de água destilada e 0,15 

mL de NaNO2 5% (m/v) e homogeneizou-se em vórtex. Após 6 minutos foi adicionado 0,15 

mL de solução de AlCl3 10% (m/v), homogeneizou-se em vortex. Após 6 minutos, foi 

adicionado 2 mL de solução de NaOH 4% (m/v), homogeneizado e aguardou-se por 15 min. 

A leitura foi feita em espectrofotômetro a 510 nm, utilizando a água destilada como 

branco. A quantificação de flavonoides totais se fez pela interpolação na curva padrão de 

catequina e os valores são expressos em miligramas de equivalente de catequina por g de 

amostra. 
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4.1.2.3 Determinação da atividade antioxidante via DPPH 

Usou-se o método de Brand-Willians et al. (1995) com algumas adaptações de Zhang 

et al. (2015). Inicialmente, 0,2 mL do extrato de pólen em várias concentrações (5,0-40,0 mg 

mL
-1

) foi misturado com 2 mL de etanol e 1,8 mL de água e 2 mL de solução alcoólica de 

DPPH (0,2 mmol L
-1

). A mistura foi agitada e mantida por 30 minutos ao abrigo da luz e em 

temperatura ambiente (~28ºC). A absorbância foi medida em 517 nm em espectrômetro UV-

vis. 

A absorbância do controle foi medida usando 1,8 mL de água e 2 mL de solução de 

DPPH. O cálculo da atividade de proteção seguiu a formula: 

%AA=Absam – Absbr x 100                                         (Eq. 1) 

Absam 

4.1.2.4 Atividade antioxidante método ABTS 

Método foi executado segundo Re et al. (1999), no qual a intensidade da cor 

verde/amarelo foi medida a 734 nm usando espectrofotômetro modelo SP-220. Adicionou-se 

40 μL do extrato reduzido em rotaevaporador a 1960 μL do radical ABTS, homogeneizando-

se bem em vórtex. Foi deixado em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e a descoloração 

verde para amarela foi medida em 734 nm. O branco foi feito com os mesmos solventes das 

amostras e em triplicata. A quantificação da atividade antioxidante pelo método ABTS se fez 

pela interpolação na curva padrão de Trolox e os valores foram expressos em mM de 

equivalente de Trolox por g de amostra. 

4.1.2.5 Atividade redutora FRAP 

Para esta análise, seguiu-se a metodologia descrita por Arnous, Makris e Kefalas 

(2002). Foi pipetado 0,2 mL da solução de cloreto férrico 3 mM para os tubos de ensaio; 

foram preparados duas provas em branco, isto é, 0,2 mL da solução de cloreto férrico 3mM e 

0,2 mL do solvente utilizado para a extração da amostra; adicionou-se 0,2 mL do extrato da 

amostra em cada tubo de ensaio, homogeneizou-se em vortex e iniciou-se a cronometragem 

do tempo. A adição foi realizada em intervalos de 1 minuto entre os tubos; a reação foi 

mantida durante 30 minutos em banho-maria a 37ºC; retirou-se do banho e adicionou-se 3,6 

mL da solução de TPTZ preparada recentemente; após 10 minutos da adição do TPTZ, 

mediu-se a absorbância a 620nm, sempre em triplicata.  
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4.1.2.6 Identificação dos compostos fenólicos por CLAE-DAD/EM-ESI 

Os principais flavonois e ácidos fenólicos foram separados e identificados por CLAE-

DAD-EM-ESI usando coluna de fase reversa Luna C18(2) HST (100 × 3.0 mm, 2,5 μm; 

Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Como fase móvel usou-se água acidificada com ácido 

fórmico 0,1% (solvente A) e acetonitrila (solvente B). A separação ocorreu sob gradiente a 

uma taxa de fluxo de 0,5 mL min
-1

, com gradiente programado de 22 min, iniciando com 5% 

de acetonitrila, seguindo para 8% de acetonitrila em 5 min, com aumento para 15% em 8 min, 

mantendo nessa proporção por 2 min, em seguida novo aumento para 20% de acetonitrila em 

12 min, a proporção foi de acetonitrila aumentando novamente para 35% em 15 min e 

mantendo a 3min, finalmente houve uma diminuição na proporção de acetonitrila para 5%, 

que foi mantida por 2 min. 

O sistema cromatográfico foi da Shimadzu (modelo LC-20ADX Proemnience, Kyoto, 

Japan) equipado com duas bombas de alta pressão e um detector de arranjos de diodo 

acoplado ao espectrômetro de massas Bruker (modelo Amazon Speed, Billerica, MA, EUA) 

com analisador de íons e ionização por electrospray (ESI) operado em modo negativo e 

controlado por software HyStar, nas seguintes condições: voltagem capilar 3,5 kv; 

temperatura 230ºC; fluxo de gás de dessolvatação (N2), 360 L/h; intervalo m/z de 100-1000. 

As amostras foram injetadas em triplicata e os flavonoides e ácidos fenólicos foram 

identificados correlacionando relação massa:carga do íon (m/z) e principais fragmentos com 

dados referenciados na literatura. 

4.1.2.7 Atividade antimicrobiana 

Para os testes de atividade antimicrobiana dos extratos de pólen apícola foram 

escolhidas espécies Gram-positivas, Gram-negativas e de leveduras: Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, respectivamente, cepas 

puras ATCC obtidas juntos as coleções da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). As cepas foram 

ressuspendidas em solução salina 0,9%, cuja concentração de células foi ajustada para 0,5 na 

escala McFarland, confirmada por leitura espectrofotométrica a 580 nm para bactérias e 640 

nm para leveduras em espectrofotômetro Bioespectro modelo SP-22. 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) – a menor concentração do 

extrato de pólen apícola capaz de inibir o crescimento visível do inoculo – contra os 

microrganismos selecionados, foi realizada de acordo com a adaptação de compêndios 

internacionais compilados a partir de Campos et al. (2014) e Choudhari et al. (2012), onde 
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utilizou-se caldo Mueller-Hinton como meio nutritivo e uma diluição seriada do extrato em 

água destilada esterilizada (0,67 a 80 mg mL
-1

), com base verificado na literatura científica. 

Prepararam-se três tubos para cada microrganismo e foi preparado um grupo contendo a 

mistura de todos os microrganismos, denominado de POOL, uma forma de simular a presença 

dos vários microrganismos presentes na pele. Ao caldo foram adicionados 0,1 mL da 

suspensão de microrganismos e 0,1 mL das diluições do extrato, em seguida os tubos 

contendo o caldo nutritivo, microrganismo e extrato foram incubados a 37ºC por 24 horas em 

estufa incubadora modelo B.O.D. CT-705 Cientec. Todas as diluições dos extratos e 

microrganismos foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em mg mL
-1

. 

 

Figura 03: Esquema representativo do procedimento experimental para realização da análise 

de atividade antimicrobiana por CIM 

 

4.2 Obtenção da membrana  

Para a preparação das membranas utilizou-se colágeno hidrolisado, adquirido no 

comércio local, o qual foi disperso em ácido acético 0,5 mol L
-1

 com agitação magnética a 

500 rpm em temperatura ambiente (~28ºC). Em seguida, adicionou-se o extrato liofilizado do 

pólen apícola, dissolvido em polímero hidroxilado de baixo peso molecular, ambos em 

quantidade proporcional ao peso do colágeno seco. A dispersão polimérica foi misturada à 

composição e mantida em agitador magnético para a completa homogeneização, mantido 

ainda a temperatura ambiente (~28ºC), conforme descrito por Rezende Neto (2011).  

As membranas foram produzidas por casting process, isto é, desidratação de uma 

solução filmogênica, onde a dispersão polimérica foi vertida em placa de petri de vidro e 
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postas em capela de exaustão contínua até a formação da biomembrana (SOUZA, 2013). Cabe 

ressaltar que por questões de o produto estar em processo de proteção inventiva, as 

proporções exatas foram omitidas (anexo III). 

 

Figura 04: Esquema representativo do procedimento experimental para realização de 

confecção das membranas de colágeno 

 

4.3 Estudos in vivo da membrana 

Esta pesquisa seguiu os princípios éticos da experimentação animal, estando de acordo 

com critérios proposto pela Lei n° 11.794/2008: experimentação animal. O projeto de 

pesquisa foi encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de animais da 

Universidade Estadual do Piauí, sob protocolo nº 15486/2015 (anexo I), somente após a sua 

aprovação, a coleta de dados foi iniciada. 

Para os testes de genotoxicidade foram utilizados ratos adultos da espécie Rattus 

norvegicus variedade Wistar, machos e fêmeas, pesando entre 280-300 g, provenientes do 

Biotério da Universidade Estadual do Piauí, mantidos em condições de temperatura e umidade 

controladas, ciclo claro-escuro de 12 h, iniciando-se às 6 h. Os mesmos foram abrigados em 

suas gaiolas moradias (5/gaiola) com livre acesso à água e alimentação. 

Para os testes de cicatrização foram utilizados camundongos Mus musculus Swiss, 

machos, pesando entre 100-180 g, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do 

Piauí, mantidos em condições de temperatura e umidade controladas, ciclo claro-escuro de 12 

h, iniciando-se às 6 h. Os mesmos foram abrigados, individualmente, em gaiolas moradias 

(1/gaiola) com livre acesso à água e alimentação. 
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4.3.1 Ensaio cometa alcalino 

Para realização do ensaio cometa, foi utilizado o procedimento padrão alcalino 

descrito por Tice et al. (2000), conforme esquema apresentado na Figura 05. Utilizou-se um 

total de 24 animais, divididos em 4 grupos de 6 indivíduos: grupo tratado, que recebeu 

implante intraperitoneal de membrana a base de pólen apícola, a qual foi implantada através 

de uma Laparotomia, onde empregou-se anestesia dissociativa a base de ketamina (1,0ml/kg) 

e xilazina (1,1ml/kg) intramuscular; grupo da membrana sem extrato, que seguiu a mesma 

forma de inclusão do grupo tratado; grupo controle parâmetro negativo, que recebeu água 

destilada; e grupo controle parâmetro positivo, que empregou ciclofosfamida na dosagem de 

50 mg/kg de peso corpóreo. Nos quatro grupos foi observado o grau de dano (4h) e reparo 

(24h).  

Figura 05: Esquema representativo do procedimento experimental para realização do ensaio 

cometa alcalino 

 

Fonte: Tice et al., 2000 (adaptada) 

Após cada coleta de sangue periférico dos animais, 5 µL de células sanguíneas (sangue 

heparinizado) foram pipetados e misturados a 95 µL de agarose Low Mellting e espalhados 

sobre lâminas embebidas em gel de agarose e cobertas com lamínulas. Foram confeccionadas 
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2 lâminas por animal, em cada coleta. As lâminas foram inseridas em solução de lise por 2 

horas. Após este período, as lâminas foram imersas em tampão de pH alcalino (>13) por25 

minutos. Este processo permitiu o desenovelamento das cadeias de DNA por meio do 

rompimento das estruturas secundária e terciária, presentes no núcleo celular. Após o 

desenovelamento, as lâminas foram submetidas a uma corrente elétrica em cuba de 

eletroforese, que induziu a migração dos fragmentos de DNA no sentido do ânodo, durante 25 

minutos, a 25 volts e 300 mA. Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta, fraca para 

evitar danos adicionais ao DNA.  

As lâminas foram neutralizadas logo após a eletroforese com tampão Tris 0,4 M, pH 

7.5, fixadas, lavadas com água destilada e secas por 12 h. Após hidratação durante 5 minutos 

em água destilada, as lâminas foram coradas com Gelred e analisadas ao microscópio de 

fluorescência em aumento de 40 x. Avaliou-se a extensão dos danos ao DNA a partir do 

comprimento da distância de migração do DNA a partir do centro do nucleoide, percentagem 

de DNA na cauda e comprimento da cauda por meio do software Opencomet v.1.3.1 (GYORI 

et al., 2014). Todo o protocolo foi baseado em publicações anteriores (COLLINS et al., 2008; 

AZQUETA, COLLINS, 2013). 

4.3.2 Teste do micronúcleo 

Foram utilizados 30 animais, divididos em três grupos: grupo experimental, que 

recebeu o implante intraperitoneal de membrana a base de pólen apícola, a qual foi 

implantada através de uma Laparotomia, que seguiu o mesmo procedimento do teste do 

cometa; grupo controle parâmetro negativo água destilada; grupo controle positivo, 

ciclofosfamida 50 mg/kg de peso corpóreo, via Intraperitoneal. Dos dez animais de cada 

grupo, cinco foram utilizados para exposição aguda (48h) e 05 para exposição crônica (72h).  

A coleta foi realizada imediatamente após a eutanásia dos animais, por deslocamento 

cervical. Nesse processo utilizou-se seringa de 01 mL preenchida com soro fetal bovino, aue 

foi introduzida na abertura da extremidade do fêmur, promovendo a lavagem do componente 

medular em direção à outra extremidade, colhido em tubo Falcon, previamente marcado com 

o código do animal.  O material da medula foi ressuspendido em soro fetal bovino, até atingir 

uma homogeneidade.  

Em seguida, a suspensão foi centrifugada por 5 minutos a 1.000 rpm, descartando o 

sobrenadante. Adicionou-se 0,5 mL de soro fetal bovino à amostra, suspendendo-a até a 

homogeneização. As lâminas com os esfregaços foram preparadas a partir de 02 gotas da 

suspensão; estas lâminas foram secas ao ar livre e após 24h, elas foram imersas em corante 
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Giemsa por 3 minutos. Para cada animal foram confeccionadas 2 lâminas, contabilizando-se 

2.000 eritrócitos policromáticos (PCEs) por lâmina. Todo o protocolo foi desenvolvido de 

acordo com Hayashi et al. (1994) e Hamada et al. (2015).  

4.3.3 Ensaio biológico de cicatrização 

Para o procedimento cirúrgico, seguiu-se como descrito por Rezende Neto (2011) e 

Souza (2013), utilizando-se um total de 60 camundongos Mus musculus Swiss machos (100 a 

180 g) mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas diariamente, mantidos à 

temperatura controlada de 22ºC aproximadamente, em regime de luz com ciclo claro-escuro 

de 12h, recebendo água ad libitum e dieta padrão. A confecção das feridas foi realizada sob 

anestesia geral, com injeção intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de peso de uma solução 

composta por 1 mL de quetamina (50 mg) e 1 mL de xilazina (20 mg). O dorso dos animais 

foi tricotomizado e a antissepsia efetuada com iodopovidona tópico a 1%.  

Foram então realizadas feridas cirúrgicas padronizadas com área de 1,0 cm². A 

profundidade foi determinada através da penetração da parte ativa da lâmina do bisturi, em 

torno de 5,0 mm. Os animais foram então subdivididos nos seguintes grupos (n=5): CTR 

(ferida aberta – sem cobertura), CMP (ferida aberta com cobertura de membrana de colágeno 

com pólen apícola), CP (ferida aberta com cobertura de pomada cicatrizante comercial) CM 

(ferida aberta coberta com membrana sem extrato). 

Após 7, 14 e 21 dias a partir dos procedimentos cirúrgicos, cinco animais de cada 

grupo foram eutanasiados por analgesia. Constatada a morte dos animais, foi realizada a 

remoção do tecido equivalente a área cicatricial com margens de 3,0 mm. Os tecidos 

removidos foram acondicionados em frascos plásticos contendo formol (10%, pH 7,4) e 

fixados por 48h. 

 4.3.3.1 Procedimentos histológicos  

Decorrido o período de 48 horas para a fixação, as peças foram seccionadas 

transversalmente, desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina sob a 

forma de blocos. Os blocos foram montados no micrótomo e obtidos cortes com 5 μm de 

espessura e, a seguir, submetidas à coloração Hematoxilina/Eosina (HE) e Picrossírius. 

Para avaliação das características histomorfológicas associadas ao processo 

inflamatório/reparativo, foram analisadas as secções histológicas coradas em HE (BARRETO, 

2009). 
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Para a análise qualitativa do colágeno foi obtido fragmento longitudinal de 5 mm do 

corpo, compreendendo a sutura gástrica. Estas amostras foram conservadas em frascos 

separados em formol a 10%. Após microtomia, os cortes histológicos foram submetidos à 

coloração pelo picrosiriusred - F3BA. Para identificação de colágenos maduro (tipo I) e 

imaturo (tipo III), analisaram-se os cortes histológicos por meio de microscópio óptico, em 

aumento de 400 vezes, com fonte de luz polarizada.  

As imagens foram captadas por uma câmera e transmitidas a monitor colorido, 

congeladas e digitalizadas por meio de placas. Finalmente, foi realizada a análise das imagens 

mediante o aplicativo Image Pro-Plus versão 4.5 para Windows (Mídia Cibernética, São 

Paulo,SP). No sistema RGB (Red, Blue, Green) foram considerados valores para tons de 

vermelho, amarelo e laranja (colágeno tipo I) e para tons de verde (colágeno tipo III).  

Todas as lâminas foram avaliadas sob as mesmas condições de regulagem, dentro dos 

parâmetros exigidos pelo referido aplicativo. Nos cortes histológicos analisados determinou-

se o campo microscópico sobre a área de cicatrização e foram obtidas medidas de duas áreas 

distintas. Em cada uma delas o “software” calculou a percentagem da área ocupada pelas 

fibras que continha colágeno dos tipos I e III em relação à área total examinada. Considerou-

se como medida da percentagem de fibras colágenas, a média das duas áreas analisadas. A 

partir da medida da percentagem de fibras colágenas foi calculado o índice de maturação de 

colágeno (IMaC) foi realizado segundo o descrito por Trubian, sendo obtido através da razão 

percentual de colágeno tipo I pelo Percentual de colágeno tipo III, onde valores maiores do 

que 1 indicam que a percentagem de colágeno tipo I é maior do que a percentagem de 

colágeno do tipo III. 

4.4 Análise Estatística  

 Os dados serão analisados utilizando One-Way ANOVA e teste o teste t de Student. 

Para todos os testes será considerado um nível de significância de 5%. Os resultados serão 

expressos como médias, desvio padrão das três experiências independentes. O resultado será 

considerado positivo quando houver um aumento estatisticamente significante (p <0,05). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização do Pólen Apícola 

5.1.1 Identificação polínica 

No processo de caracterização de amostras de pólen apícola, a análise polínica é de 

grande importância, especialmente levando em consideração dois aspectos: o fato de as 

abelhas da espécie Apis mellifera possuírem hábitos alimentares amplamente generalistas 

quanto ao pasto visitado (MINUSSI, ALVES-DOS-SANTOS, 2007); e a influência que essa 

composição exerce sobre a composição química, fitoquímica e biológica do pólen (FEAS et 

al., 2012).  

A identificação da origem botânica das amostras de pólen baseou-se na morfologia 

dos grãos acetolisados. A Figura 06 apresenta os principais tipos polínicos encontrados nas 

amostras analisadas, permitindo observar as diferenças entre eles. 

 

Figura 06: Microfotografia das lâminas produzidas a partir do sedimento polínico acetolisado 

em microscópio óptico em lente de aumento de 100x 
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A frequência dos tipos polínicos está representada na Tabela 03. A partir dela foi 

possível definir as informações sobre o pasto apícola utilizado pelas abelhas, apontando o tipo 

de vegetação de sua preferência, cabendo ressaltar que isto contribui para a preservação ou 

ampliação do mesmo para garantir a boa produção de pólen apícola pelo apiário. 

 

Tabela 03: Espectro polínico das amostras de pólen apícola da região norte do Piauí 

Família Tipo polínico 
% 

Anacardiaceae Tipo Anacardiaceae 2,28 

Arecaceae Cocos nucifera 5,69 

Fabaceae Aeschynomene 2,09 

Fabaceae Mimosa caesalpinifolia 67,74 

Fabaceae Mimosa pudica 0,57 

Fabaceae Tipo Fabaceae 0,38 

Myrtaceae Myrcia 6,26 

Plantaginaceae Angelonia 3,04 

Poaceae Tipo Poaceae 0,57 

Rubiaceae Borreria 0,95 

Rubiaceae Tipo Rubiaceae 4,55 

Typhaceae Typha 0,19 

Urticaceae Cecropia 1,90 

 

Dentre os tipos identificados, destaca-se que o tipo polínico M. pudica pode 

corresponder a outras plantas do gênero, por exemplo: M. sensitiva, M. scabrella (árvore e 

ocorre com maior frequência no Sudeste, mas pode ser ornamental), M. lewisii etc. Os tipos 

polínicos “Poaceae” e Cecropia são anemófilos, e, em geral, contaminantes de produtos 

apícolas, entretanto as plantas da Cecropia são heliófitas, ocorrendo em matas secundárias e 

áreas de clareiras. Já o tipo Typha, é anemófilo, a coleta de sua inflorescência é feita por 
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abelhas-sem-ferrão e as plantas são indicadoras de áreas alagadas, pois só crescem em charcos 

ou bordas de lagos e lagoas.  

Baseado na frequência dos tipos polínicos, o pólen apícola pode ser considerado 

monofloral ou heterofloral. Neste caso, considerando as afirmações de Arruda et al. (2013), 

quando a amostra possui mais de 45% de um mesmo táxon botânico na sua composição, o 

pólen pode ser considerado monofloral. Contudo, os autores destacam que além do percentual 

é necessário que o táxon seja um grande produtor de grãos de pólen.  

Nota-se que Mimosa caesalpinifolia é a espécie dominante no pólen coletado, com 

mais de 45% de contribuição. Esta planta é uma Fabaceae subfamília Mimosaceae, conhecida 

popularmente como sabiá ou sansão-do-campo, uma planta nativa e das mais representativas 

da vegetação do Nordeste brasileiro, cujas flores apresentam alto teor de néctar e, por isso, 

grandes produtoras de pólen (ALVES, 2013), denotando seu alto valor apícola. De acordo 

com Souza (2012), seu período de floração coincide de março a abril, justificando a 

predominância desse tipo polínico nas amostras analisadas, visto que a coleta compreendeu 

este período. 

Pela Tabela 03 é possível verificar que algumas espécies foram destacadas em 

relação às demais, isto porque elas são grandes produtoras de grãos de pólen, corroborando a 

atribuição de pólen apícola monofloral, uma vez que a espécie Mimosa caesalpinifolia está 

entre as assinaladas. Logo, essas amostras podem ser consideradas monoflorais. Nascimento 

(2015) obteve resultado semelhante pesquisando a origem botânica do pólen produzido nesta 

região. Isto pode ser justificado porque o principal período de produção de pólen por essa 

unidade constituir-se entre os meses de fevereiro a maio, nos quais o índice pluviométrico é 

mais significativo, favorecendo a alimentação das abelhas. 

Melo et al. (2009) também identificaram amostras de pólen do interior do estado de 

São Paulo com predominância do tipo polínico tipo Mimosa caesalpinifolia, demonstrando 

que este tipo polínico influencia de modo inversamente proporcional a concentração de 

lipídeos. O impacto deste parâmetro pode ser sentido na composição de substâncias bioativas 

que sejam lipossolúveis ou hidrossolúveis, aumentando ou reduzindo o potencial biológico 

dessas amostras. 

Modro, Marchini e Moreti (2011) destacam que esse tipo polínico é mais frequente 

nas amostras coletadas no verão, o que corrobora com os resultados obtidos por nossa 

pesquisa. Enfatizam ainda que nessa estação do ano há maior riqueza em recursos polínicos, 

tanto em quantidade como em variedade, uma vez que os índices pluviométricos, em geral, 
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são maiores, o que implica em maior desenvolvimento de flores, representando mais opções 

de pasto para as abelhas, justificando a variedade observada na Tabela 03. 

A maioria dos estudos sobre a M. caesalpinifolia é direcionada para o aspecto de 

cultivo e manejo propriamente dito. Contudo, Cartaxo (2009) indica propriedades medicinais 

e/ou farmacológicas da planta, sendo utilizada no combate à inflamação em geral. Além disso, 

pesquisas apontam para o potencial antioxidante de suas inflorescências, devido à presença de 

quercetina, rutina entre outros, e de prevenirem genotoxicidade em testes prévios (SILVA et 

al., 2014; SANTOS et al., 2015). E nenhum caso de alergia foi relatado. 

A literatura cientifica (Ribaski et al., 2003, Agra et al., 2008 e Santos et al., 2015 

citados por BARBOSA, 2017) demonstra que esta espécie tem sido utilizada pela população 

com finalidade medicinal: a casca do caule pode ser usada tanto por via oral, para o 

tratamento de doenças respiratórias, quanto externo, para o tratamento de ferimentos e 

sangramento. Além da casca, suas inflorescências tem uso tradicional pela população no 

tratamento de hipertensão. 

De acordo com levantamento feito por Monção et al. (2015), espécies de Mimosa são 

ricas em polifenois como flavonoides, lignanas, alcaloides, esteroides entre outros, 

substâncias essas que poderiam ser responsáveis pelos efeitos de: potencial antioxidante, 

atividade antimicrobiana, ação anti-inflamatória, antifúngica, antinociceptiva e 

antiulcerogênica e efeitos citotóxicos. Eles revelaram em sua pesquisa fitoquímica e biológica 

da casca do caule de M. caesalpiniifolia, que a mesma pode representar uma fonte alternativa 

de compostos antitumorais, associando esse efeito à presença do ácido betulínico e por co-

sinergismo químico com outros compostos. 

Essas informações são importantes para servir de suporte para a avaliação de 

compostos bioativos encontrados nessas amostras, uma vez que essa composição botânica 

reflete-se diretamente sobre a caracterização dos extratos. 

5.1.2 Identificação de compostos bioativos do pólen apícola 

O pólen apícola é relatado como uma importante fonte de substâncias bioativas tais 

como fitoesterois, carotenoides e polifenois (GABRIELE et al., 2015). Estes são 

quimicamente definidos como substâncias com um anel aromático unido a um ou mais grupos 

hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais que lhes confere o poder antioxidante, isto 

porque eles atuam como agentes redutores, doadores de hidrogênio e eliminadores de 

oxigênio singlet (SOARES et al., 2008; NEGRI et al., 2011; LIN et al., 2016). 
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Por não haver um padrão metodológico de extração dos polifenois, optou-se utilizar 

como referência a pesquisa de Zhang et al. (2015) que demonstraram uma condição de 

trabalho com resultados superiores às demais utilizadas. Assim sendo, na Tabela 04 constam 

os resultados obtidos na caracterização qualitativa de compostos bioativos presentes nas 

amostras de extrato de pólen apícola empregadas na confecção da membrana. 

 

Tabela 04: Conteúdo de polifenois, flavonoides e de atividade antioxidante do extrato de 

hidroetanólico de pólen apícola 

 

 

Amostra 

Polifenois* 

(mg GAE g
-1

 

pólen) 

Flavonoides* 

(mg CAE g
-1

 

pólen) 

DPPH 

(EC50) 

ABTS* 

(µmol de trolox 

g
-1

 pólen) 

FRAP* 

(µmol de trolox 

g
-1

 pólen) 

Extrato 
19,69±0,59 4,79±1,29 40mg/ml 33,72±0,35 2,75±0,07 

*Resultados expressos em média±desvio padrão (n=3). FT – Fenólicos totais; FL – Flavonoides. 

 

Na Tabela 04 constam os resultados verificados nesta pesquisa e dados comparativos 

obtidos na literatura, sendo possível observar as diferenças entre os valores registrados. Isto 

porque o conteúdo de compostos bioativos sofre influência de vários fatores, tais como: época 

de coleta, florada, solvente, forma de extração, manuseio do extrato, região geográfica de 

plantio, variação à exposição solar, método de cultivo e fertilização aplicados, cultivar 

analisado, dentre outros (FALLER, FIALHO, 2009). Essas variações tendem a ser 

observadas, especialmente, em polens produzidos por abelhas da espécie Apis mellifera por 

possuírem hábitos alimentares amplos (MINUSSI, ALVES-DOS-SANTOS, 2007), o que 

dificulta comparar tipos polínicos da mesma origem botânica. 

Na literatura cientifica encontrou-se os resultados de LeBlanc et al. (2009), como é 

possível notar pela tabela, que trabalharam com espécies familiares às identificadas nesta 

pesquisa, contudo suas amostras eram provenientes do deserto de Sonoran, então, acredita-se 

que essa alta taxa de insolação tenha contribuído para essa máxima produção de compostos 

fenólicos. Amostras do mesmo gênero foram estudadas por Menezes et al. (2010), entretanto 

o modo de extração pode ter influenciado na resposta – uma vez que o solvente foi o mesmo – 

pois utilizaram aquecimento e agitação para a obtenção do extrato, enquanto o desta pesquisa 

foi extração a frio. Isso reforça o impacto das condições ambientais sobre estas análises. 

Além desses interferentes, a combinação de solventes representa um ponto de 

relevância para uma extração eficiente de compostos fenólicos de uma matriz vegetal, 
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destacando o metanol e o etanol como os solventes mais indicados como meios extratores 

devido às suas polaridades (LIU et al., 2000). Embora o metanol apresente uma polaridade 

ligeiramente superior a do etanol, com poder de arraste de substancias maior que o etanol, 

conseguindo tanto em termos quantitativos como qualitativos como mostrado por Azmir et al. 

(2013), o uso de etanol é mais usual, uma vez que o metanol pode conferir toxicidade e a 

possibilidade de desencadear sérios problemas à saúde humana (BARBI, 2016). 

Os flavonoides apresentam características estruturais diferentes e exibem várias 

atividades biológicas. Como grupo predominante na classe dos polifenois, sua atividade 

antioxidante se dá pela sua oxidação, causada por radicais, estabilizando-os (ALICIC et al., 

2014). A atividade antioxidante é uma das mais comuns atribuídas aos polifenois. De acordo 

com o modo de ação sobre os radicais livres (direta ou indireta) eles são considerados 

antioxidantes primários, pois reagem diretamente com radicais formando produtos 

termodinamicamente estáveis ou complexos mais estáveis que o radical livre precursor, 

interrompendo a reação radicalar (ARCHELA, DALL’ANTONIA, 2013). Essa é uma 

informação interessante que justificaria a variação de respostas aos testes realizados, visto a 

variedade de testes antioxidantes in vitro que podem ser aplicados aos extratos. 

Esse estudo aplicou três tipos de teste para realização de uma avaliação mais ampla 

(Tabela 04), pois têm sido relatados comportamentos distintos de ação. Isto porque há 

compostos que possuem excelente propriedade de quelação do ferro e de outros metais de 

transição, e outros agem neutralizando a ação oxidativa dos radicais livres (FIORANI et al., 

2002). Outro ponto é a variação na sensibilidade dos métodos de atividade antioxidante. A 

medida do DPPH foi feita por EC50, que representa a concentração mínima onde ocorre a 

redução de 50% da concentração do radical, verificando-se a concentração de 40 mg mL
-1

 que 

comparada os achados aos referenciados na literatura, nota-se que a atividade esteve inferior a 

maioria. Segundo Gabriele et al. (2015), o teste de DPPH tem sido largamente usado na 

determinação da atividade de estabilização de radicais de produtos apícolas e destacam a 

variação dos resultados obtidos pelas pesquisas em função das diferenças entre as espécies de 

flores visitadas e, consequentemente, a composição química, bem como pelo solvente. 

Duarte-Almeida et al., (2006) explicam que essa avaliação baseia-se na transferência de 

elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, neste caso o DPPH.  Como a 

atividade é dada pela perda da absorbância em 515 nm, quanto maior a perda, maior será a 

atividade antioxidante da amostra (CARVALHO, 2016). 
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Quanto ao ensaio da atividade de sequestro do radical ABTS, Carvalho (2016) explica 

que o ABTS sua forma radicalar possui uma coloração azul/verde com absorção máxima em 

734 nm, a partir do momento em que é estabilizado, perde a coloração se tornando incolor, 

logo quanto maior a perda, mais ativa é a amostra. Quanto maior a concentração µmol de 

trolox.g de pólen, maior a atividade do produto em teste. Contudo, o valor encontrado pode 

ser considerado relativamente baixo quando comparado a outros verificados na literatura 

(ZHANG et. al., 2015). 

O método de FRAP baseia-se na atividade redutora do íon Fe
3+

 a Fe
2+

, analisando a 

capacidade que determinada amostra tem de transferir elétrons e causar redução de íons 

metálicos ou radicais livres, medindo assim a sua capacidade redutora, a qual é proporcional 

ao ganho de absorção, quanto maior o ganho mais eficiente ela será (CARVALHO, 2016).  

Ainda é pouco usual nas metodologias de avaliação da atividade antioxidante das 

amostras de pólen, mas o resultado deste teste pode ser considerado um pouco menor do que o 

encontrado por LeBlanc et al.(2009), pois a quantidade de substância necessária para 

promover a redução do íon Fe
3+

 é menor, sinalizando que o extrato possui baixa capacidade 

de transferência de elétrons. Este método representa uma alternativa desenvolvida para 

determinar a redução do ferro em fluidos biológicos e soluções aquosas de compostos puros 

(PULIDO et al., 2000), uma vez que os métodos in vitro são radicais que não são encontrados 

no organismo humano.  

LeBlanc et al., (2009) enfatizam as diferenças nos resultados das amostras utilizadas, 

destacando a planta Mimosa como uma excelente contribuinte em compostos fenólicos, uma 

vez que ela foi relatada como fonte de altos níveis de polifenóis e possuidora da maior 

atividade antioxidante comparada a outras culturas de energia renovável como: Sericea 

lespedeza, Pueraria, arunzu, Panicum virgatum, Mucuna pruriens. 

Juntamente a essa capacidade dos polifenois neutralizarem radicais livres, outros 

efeitos fisiológicos podem ser registrados, tais como: anti-infamatório, antialergênico, 

antiviral, anticancer, antifúngico, quimioprotetor, imunoestimulador, hepatoprotetor e inibidor 

de enzimas especificas (KOSTIC et al., 2015; RZEPECKA-STOJKO et al., 2017). 

Ainda que esses radicais testados não sejam encontrados nos organismos vivos, é uma 

medida química importante para avaliar o potencial de ação dos extratos de pólen apícola. E 

isto ganha um significado ainda mais relevante dentro do escopo desta pesquisa, pois a 

inclusão deste extrato na membrana para tratamento de lesões cutâneas pode acelerar esse 

processo de cura, uma vez que, como afirmam Carvalho e Coutinho Neto (2016), as espécies 
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reativas de oxigênio produzidas pelo próprio organismo podem desestruturar as membranas, 

prejudicando seu funcionamento e impedindo o metabolismo celular. 

Os resultados obtidos na identificação via CLAE-DAD/EM-ESI estão relacionados na 

Tabela 05. A identificação dos compostos só foi possível a partir da comparação dos 

fragmentos gerados na espectroscopia de massa dos picos de maior intensidade com os 

existentes na literatura. 

 

Tabela 05: Compostos fenólicos identificados no extrato etanólico de pólen apícola da região 

norte do Piauí por CLAE-DAD/EM-ESI (tempo de retenção, m/z) 

 Tr MS ID 

1 1,4 305 Epigalocatequina ou galatocatequina 

2 1,5 191 Ácido quínico 

3 1,6 195 Ácido galactônico 

4 5,2 335 Ácido cafeoilchiquimico 

5 8,8 353 Ácido clorogênico (isômero) 

6 9,1 273 Floretina 

7 11,7 625 Quercetina-3-O-glicosideo 

8 11,8 625 Quercetina 3,7-di-O-hexosídeo 

9 12,8 436 Floretina hexosideo 

10 13,2 609 Quercetina rutinosideo (isômero) 

11 13,4 194 Ácido ferúlico 

12 13,4 195 Ácido galactônico 

13 13,4 609 Luteolina-6,8-di-C-glicosideo 

14 13,6 639 Isoramnetina-3-O-diglicosídeo 

15 14,0 623 Isoraminetina-3-O-rutinosídeo (isômero) 

16 14,3 463 Quercetina-3-O-glicosídeo 

17 14,3 593 Luteolina-4-O-ramnosideo(1-2)glicosídeo 

18 14,9 623 Isoraminetina-3-O-rutinosídeo (isômero) 

19 15,0 593 Caempferol-3-O-glucosideo-7-ramnosideo 

20 15,4 447 Luteolina-7-O-glicosídeo 

21 15,5 477 isoramnetina-3-O-glucosideo 

22 15,8 563 Derivado de raminetina-3-O-(6-O-acetilglucosideo) 
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23 16,0 533 Caempferol-3-O-malonilglucosideo 

24 16,0 489 Caempferol-3-O-acetilglucosideo 

25 18,8 327 Ácido oxo-dihidroxi-octadecenoico 

(isômero) 

26 19,3 580 Naringina 

 

Nota-se a presença tanto de ácidos fenólicos quanto de flavonoides no extrato 

analisado, sendo estes últimos o grupo mais abundante em alimentos. Não foi verificada nesta 

pesquisa a presença de ácido gálico, o qual foi utilizado como padrão para a composição de 

fenólicos totais pelo método de Folin-ciocalteu, o que poderia justificar a concentração 

inferior aos dados de LeBlanc et al. (2009) que utilizou o mesmo tipo polínico. O mesmo 

procede para a análise colorimétrica de flavonoides totais, uma vez que não foi encontrada 

rutina entre as substancias constituintes do extrato utilizado. 

Quanto aos ácidos fenólicos, o ácido quínico demonstra atividades radioprotetoras, 

antidiabéticas, antineuroinflamatórias e efeitos antioxidantes (JANG et al., 2017). A seus 

inúmeros derivados tem sido registrado como efeitos benéficos função antiviral, efeito 

hipoglicemiante e hepatoprotetor (FARAH, DANGELO, 2006). Foi apontado como um 

regulador crucial da inflamação na lesão aterosclerótica precoce (ARYA et al., 2014). Este 

composto só foi detectado em pólen floral de ambrosia, uma planta típica da América do 

Norte e presente na Europa. Nesta amostra também foi encontrado o ácido clorogênico, um 

derivado do ácido quínico, que além das propriedades supracitadas, a literatura revela sua 

ação anti-obesidade, efeito anti-hipertensivo, efeitos antitumorais e citotoxicidade em tumores 

orais e efeitos antimutagênicos e anti-inflamatórios (KRAUJALYTE et al., 2013). 

O ácido cafeoilquímico foi registrado como um dos fatores de resistência das raízes de 

palma em relação à Fusarium oxysporum e como responsável por mais da metade do 

conteúdo fenólico total do óleo de palma, o qual apresenta elevada atividade antioxidante 

(SAMBANTHAMURTHI et al., 2011). O ácido ferúlico é o ácido fenólico mais abundante 

encontrado nas plantas, inclusive já foi detectado em amostras de pólen apícola, possui 

atividade antitrombósica (OU, KWOK, 2004) como diferencial em relação aos outros 

compostos. 

O ácido galactônico ou glucônico é um ácido orgânico, considerado não fenólico 

muito comum em méis de várias origens botânicas e que contribui para a capacidade 

antioxidante verificada nesses produtos, uma vez que eles podem quelar metais e pode 
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aumentar sinergicamente a ação de outros antioxidantes, como os fenólicos (GHELDOF et al., 

2002). Nenhuma referência com pólen apícola foi encontrada. 

O extrato analisado possui uma variedade considerável de flavonoides. Estes são 

subdivididos em seis grupos, conforme o arranjo da estrutura e as substituições do anel C: 

flavonóis (catequinas) e antocianidinas se o anel for um pirano heterocíclico; ou flavonóis 

(caempferol e quercetina), flavonas (luteolinas e apigeninas), isoflavonas (daidzeina; 

gliciteina; genisteína) e flavanonas (taxifolina; naringenina) se o anel for uma pirona 

(HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Dos compostos identificados nesta pesquisa, duas 

atividades biológicas comuns são atividade antioxidante e anti-inflamatória. 

Como a identificação ocorreu em função dos fragmentos gerados, o primeiro 

composto detectado na amostra ficou indefinido se correspondia à epigalocatequina ou à 

galocatequina, pois os principais fragmentos foram coincidentes. O primeiro composto é 

conhecido por inibir a síntese do DNA em Proteus vulgaris (proteus), uma vez que as 

catequinas, de um modo geral, demonstram atividade antimicrobiana. (KUMAR, PANDEY, 

2013). Já a galocatequina inibe a peroxidação lipídica da fosfatidilcolina (PLUMB et al., 

2013), o qual é o principal fosfolipídio que compõe a membrana celular dos mamíferos e está 

envolvido na sinalização, crescimento proliferativo e nos processos de morte celular (CUI, 

HOUWELING, 2002; RIDGWAY, 2013). Ambas as substâncias são encontradas com 

frequência e em maior quantidade em chá verde (COLON, NERIN, 2012) e nenhum dos dois 

havia sido notificado em pólen apícola. 

A quercetina, facilmente encontradas em pólen apícola de diversas origens botânicas 

(TRUCHADO, FERRERES, TOMAS-BARBEAN, 2009; MIHAJLOVIC et al., 2015; 

MOHDALY et al., 2015, DE-MELO et al., 2018), apresenta como funções adicionais a ação 

anti-hipertensiva, efeito vasodilatador, antiobesidade, anti-hipercolesterolêmico e 

antiaterosclerótico (DAVID, ARULMOLI, PARASURAMAN, 2016). Sua presença na 

natureza é bastante comum em formas glicosiladas, o que corrobora com as três formas 

encontradas na amostra: quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3,7-di-O-hexosídeo e 

quercetina rutinosideo.  

Observa-se que foram encontrados três tipos de caempferol glicosilado nesta pesquisa: 

caempferol-3-O-glucosideo-7-ramnosideo, caempferol-3-O-malonilglucosideo e caempferol-

3-O-acetilglucosideo. Isto porque este composto está disponível na natureza principalmente 

na sua forma glicosilada, assim como a quercetina, e responde pelas funções adicionais de 
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proteção cardiovascular, antidiabético, hepatoprotetor, neuroprotetor e preventivo contra 

câncer (WANG et al., 2018).  

A isoramnetina é um composto bioativo presente em plantas medicinais com amplas 

funções biológicas, tais como: inibir a ativação da via apoptótica induzida pelo H2O2, por 

captura de espécies reativas de oxigênio livres; protege contra quadros de cardiopatias e 

contra injúrias endoteliais causadas por lipoproteína de baixa densidade oxidada (LUO et al., 

2015). Neste experimento foram encontradas a isoramnetina-3-O-diglicosídeo, isoraminetina-

3-O-rutinosídeo e derivado de ramnetina-3-O-(6-O-acetilglucosideo). 

A luteolina é um dos flavonoides mais comuns em alimentos e mais usados pela 

medicina tradicional. Isto porque além das ações supracitadas foram comprovados efeitos 

quimioprotetores e quimiopreventivos, ação antimicrobiana (contra microrganismos 

fitopatogênicos), neuroprotetor e antialergênico (LOPEZ-LAZARO, 2009; ALI et al., 2019). 

Substâncias encontradas nesta pesquisa foram: luteolina-6,8-di-C-glicosideo; luteolina-4-O-

ramnosideo(1-2)glicosídeo; luteolina-7-O-glicosídeo. 

A naringina é uma flavanona glicosilada naturalmente. Encontrada especialmente em 

frutas cítricas, que possui atividades antiapoptóticas, previne contra o dano oxidativo 

promovendo a síntese da glutationa (GSH) e diminui o nível de malondialdeído (MDA), 

melhora os efeitos do diabetes e de suas complicações (PEREIRA et al., 2007; ZHANG et al., 

2017). Sua ocorrência em amostras de pólen de outras origens botânicas já foi relatada. Essas 

atividades são bem similares às descrita para floretina e seus glicosídeos (ZHANG et al., 

2016). 

Percebe-se que a maioria dos flavonoides aparece ligada a glicosídeo, isto porque é 

como eles estão comumente disponíveis na natureza (HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 

2008). É possível que a presença desses glicosídeos possa ter interferido na reação de 

determinação da capacidade antioxidante pelos métodos empregados nesta pesquisa, 

diminuindo sua reatividade, pois são métodos in vitro e com radicais que não são fisiológicos. 

Contudo, no organismo esses glicosídeos seriam importantes para a absorção desses 

compostos, permitindo que eles cheguem ao sitio celular e promovam suas ações (HUBER, 

RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). 

Em relação ao tipo polínico dominante, estudos prévios indicam a presença marcante 

de taninos, especialmente nas folhas, em função das intempéries próprias da região Nordeste 

(GUIMARAES-BEELEN et al., 2006; BRITO et al., 2017). Outros trabalhos com cascas e 

raízes da mesma planta (NASCIMENTO et al., 2012; SILVA et al., 2014b; MONÇÃO et al., 
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2015) mostraram a presença de outros compostos, dos quais apenas o ácido ferúlico derivados 

de quercetina foram iguais aos encontrados nesta pesquisa.  

Essas divergências podem ser creditadas ao fato de o pólen ser coletado das 

inflorescências das plantas, parte essa que não foi encontrado estudo de identificação de 

compostos fenólicos. Por isso esta avaliação é tão importante, pois é a composição polínica 

quem responde pelas características apresentadas por determinada amostra de pólen, 

justificando os efeitos demonstrados por produtos que o contenham. 

5.1.3 Atividade antimicrobiana 

Os microrganismos foram escolhidos em função da sua importância em infecções 

hospitalares, por estarem frequentemente na pele humana. Esta quando íntegra protege o 

organismo da ação patogênicas desses seres, porém quando injuriada fornece os elementos 

fundamentais para a multiplicação dos mesmos, ou seja, água, nutrientes e pH conforme a sua 

tolerância. Os resultados estão representados na Tabela 06. 

 

Tabela 06: Atividade antimicrobiana dos extratos de pólen apícola contra as espécies testadas 

por Concentração Inibitória Mínima – CIM 

 

Microrganismos 

Concentração do extrato (mg/mL) 

 0,67 1 1,5 2 a 75 80 

Staphylococcus aureus + + + + + 

Enterococcus faecalis
 
 + + + + + 

Pseudomonas aeruginosa
 
 + - - - - 

Candida albicans  + + + + + 

Pool  + + + + + 

 + crescimento visível; - ausência de crescimento. 

 

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram similares aos encontrados por Carpes et al. 

(2009), destoando de alguns estudos prévios (FATCOVA-SRAMKOVA et al., 2014; 

PASCOAL et al., 2014; MOHDALY et al., 2015), uma vez que o material analisado não 

mostrou atividade contra os microrganismos selecionados, exceto para Pseudomonas 

aeruginosa que à concentração de 1 mg mL
-1

 não apresentou crescimento visível, o que é 
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bastante positivo, considerando que esta bactéria gram-negativa oportunista é responsável por 

grande parte das infecções hospitalares, especialmente em pacientes imunocomprometidos, 

sujeitos a transplantes, intervenções cirúrgicas, entre outros. Além de apresentar uma 

resistência inata a vários antimicrobianos e antissépticos (REIS, 2011).  

Carpes (2008) ressalta que esta capacidade está relacionada tanto com a inativação de 

enzimas celulares quanto com mudanças na permeabilidade da membrana celular dos 

microrganismos. E atribui à composição botânica a responsabilidade pelas diferenças de 

resultados entre os estudos que serviram de comparação, uma vez que a composição química 

está intrinsecamente relacionada à origem floral, ao solo e condições climáticas. 

5.2 Estudos in vivo 

Plantas biossintetizam uma grande variedade de fitoquímicos benéficos para a saúde 

humana, entre eles compostos que possuem propriedades antimutagênicas e 

anticarcinogênicas. Entretanto, elas também podem produzir compostos tóxicos, mutagênicos 

e / ou carcinogênicos naturais, sendo que apenas uma pequena parte das espécies existentes no 

reino vegetal foi avaliada por suas atividades biológicas e propriedades genotóxicas, enquanto 

a crescente demanda por produtos naturais derivados de plantas em cosméticos, medicina e 

indústria de alimentos requer uma avaliação mais sistemática e abrangente dos seus benefícios 

e possíveis efeitos adversos, como genotoxicidade (PUKALSKIENĖ et al., 2018). 

O teste de micronúcleo identifica um pequeno grupo de quebras de fita de DNA não 

reparadas, enquanto o ensaio do cometa alcalino identifica quebras de fita e locais sujeitos a 

serem removidos posteriormente pelo sistema de reparo de DNA. Assim, pode-se dizer que 

esses métodos se complementam e ambos são amplamente usados para quantificar danos no 

DNA, sendo considerados como padrão-ouro (HEUSER et al., 2008). O uso desses testes 

permite também avaliar a genotoxicidade sistêmica ou in situ, uma vez que os dois ensaios 

podem ser empregados em tecidos ou células específicos. (ARALDI et al., 2015). 

5.2.1 Teste cometa alcalino 

O ensaio cometa é uma das técnicas mais amplamente utilizadas para avaliar danos no 

DNA. Isto pode ser motivado pelo fato da técnica ser de alta sensibilidade, requerer pequeno 

número de células, baixo custo e facilidade de aplicação. O ensaio de cometa alcalino detecta 

uma mistura de lesões de DNA, incluindo quebras de cadeia simples e dupla, e locais lábeis a 

álcalis (COLLINS et al., 2008). A Figura 07 demonstra de modo gráfico os resultados obtidos 

quanto ao comprimento da cauda do DNA formada a partir do dano. 
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Figura 07: Avaliação do dano/reparo pelo comprimento da cauda de DNA formada 

 

a – diferença significativa em relação ao controle positivo; b – diferença significativa em relação ao 

controle negativo (p<0,05). 

 

Após 4h da implantação tanto da membrana sem extrato quanto com extrato observa-

se aumento dos danos genéticos em relação ao comprimento da cauda, o qual não mostrou 

diferença significativa do controle positivo. Após 24h este aumento foi estatisticamente 

diferente da primeira avaliação, não mostrando diferença significativa em relação ao controle 

negativo, para ambas as membranas. 

A Figura 08 demonstra os resultados obtidos para o parâmetro percentual de DNA na 

cauda. 

 

Figura 08: Avaliação do dano/reparo pelo percentual de DNA na cauda do cometa 

 

a – diferença significativa em relação ao controle positivo; b – diferença significativa em relação ao 

controle negativo; c – diferença significativa em relação a ambos os controles (p<0,05). 

 

É possível verificar pela análise da Figura 06 que houve diferença estatística entre a o 

controle negativo e as duas formas de apresentação estudada (membrana com e sem extrato), 

bem como houve diferença significativa entre a membrana com extrato do controle positivo. 

Contudo, transcorridas 24 h do implante, notou-se um reparo significativo do DNA, uma vez 

que não houve diferença significativa do percentual de DNA tanto para a membrana com 

extrato e sem extrato em comparação ao grupo controle negativo. Portanto, pode-se afirmar 

b 
b 
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b 
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que os resultados do comenta indicam reparação do DNA após 24 horas da implantação do 

material, notada tanto no comprimento da cauda quanto no percentual de DNA na cauda. Isto 

sinaliza para a possibilidade de uso do material desenvolvido, uma vez que o mesmo não 

prosseguiu promovendo danos ao longo do experimento. Pascoal et al. (2014) apontam os 

flavonoides como preventivos de mutações, pois os mesmos são capazes de inativar 

eletrófilos, eliminar radicais livres e espécies reativas de oxigênio, elementos importantes na 

alteração do DNA. Ainda, Denisow e Denisow-Pietrzyk (2016) destacam que as atividades 

anticarcinogênicas associadas ao pólen apícola podem ser derivadas de suas propriedades 

antioxidantes, tais como supressão da formação das espécies reativas de oxigênio e remoção 

ou inativação destas, bem como a habilidade do pólen induzir à apoptose e estimular a 

secreção de fator de necrose tumoral (TNF- ). 

5.2.2 Teste de micronúcleo 

Micronúcleo (MN) corresponde a uma pequena massa nuclear delimitada por 

membrana e separada do núcleo principal. Ele se forma no processo de divisão celular 

(mitose), quando fragmentos cromossômicos acêntricos ou inteiros não são englobados pelo 

envelope nuclear, sendo excluídos do núcleo principal das células filhas. Assim, a detecção de 

micronúcleos indica perda de cromatina devido a dano cromossômico estrutural ou no 

aparelho mitótico. Cabe ressaltar que a expressão dano no DNA decorrente da exposição a 

agentes mutagênicos em MN só é segura após um ciclo de divisão celular (CHEQUER, 

2008). 

Os resultados do teste de micronúcleo estão apresentados na tabela 07. O agente 

indutor de alterações escolhido como parâmetro positivo foi a ciclofosfamida, um 

quimioterápico anticancer comumente utilizado no tratamento de tumores malignos 

(TAMAYO-CHUC, GARZA-GONZALEZ, 2015; TELES et al., 2017).  

 

Tabela 07: Frequência de eritrócitos policromáticos micronucleados (PCEMNs) em medula 

óssea de Rattus norvegicus expostos à membrana de pólen apícola 

Tratamento Nº PCEs analisados PCEMNs Média ± desvio padrão 

Nº % 

Ciclofosfamida 10.000 226 0,0226 45,20±8,258ª 

Água destilada 10.000 61 0,0061 12,20±1,924
b
 

Membrana com extrato 10.000 74 0,0074 12,33±1,751
b
 

Resultados expressos em média±desvio padrão (n=6). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença 

significativa ao nível de 5% (p<0,05). 
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Como a diferença entre as duas versões da membrana consistia apenas na presença do 

extrato, optou-se por trabalhar com a membrana com extrato com o intuito de uma racionar o 

uso de animais de experimentação. Pelos dados apresentados observa-se que os animais que 

receberam o implante da membrana exibiram diferença significativa do controle positivo e 

não houve diferença significativa do controle negativo, indicando que o material não induz a 

alterações cromossômicas. 

Cabe ressaltar que o estudo dos micronúcleos consiste na avaliação de danos 

cromossômicos espontâneos ou induzidos, por isso é considerado como um teste primário em 

genética toxicológica, tendo como principais vantagens a simplicidade e rapidez. Seu número 

e tamanho dependem do grau e do tipo de alteração cromossômica que os originaram 

(AGOSTINI, 1993). A existência de números aumentados de micronúcleos é evidência de 

indução prévia de danos cromossômicos estruturais ou de mudanças no número de 

cromossomos (RODEIRO et al., 2006). O teste requer um controle negativo e um positivo, 

dentre as opções está a ciclofosfamida (ARALDI et al., 2015). 

A ciclofosfamida é um agente quimioterápico anticancer e imunossupressor 

(CARVALHO, 2016), sendo o padrão para controle positivo por sua capacidade de causar 

alterações celulares. Após sofrer uma bioativação pelo citocromo P450 associado ao sistema 

oxidase funcional, a ciclofosfamida gera dois metabólitos tóxicos, a acroleina e mostarda de 

fosforamida, as quais são responsáveis pela indução de estresse oxidativo (EL-NAGGAR et 

al., 2015). 

Os resultados desta pesquisa demonstram que o material testado não é genotóxico. 

Acredita-se que o potencial antioxidante do pólen, resultante do conteúdo de polifenóis, pode 

ter promovido efeito positivo em relação à quantidade de micronúcleos verificados, uma vez 

que o estresse oxidativo pode estar envolvido na formação dos mesmos, de acordo com Araldi 

et al. (2015). 

Esta é a primeira vez que o pólen apícola é testado direta e separadamente em teste de 

genotoxicidade e mutagenicidade in vivo. El-Filky et al. (2013) e Fahmy et al., (2015) 

testaram uma mistura de produtos apícolas (mel puro, geleia real e grãos de pólen) associados 

à ciclofosfamida para verificar sua ação quimiopreventiva afim de minimizar os efeitos 

genotóxicos da droga, mas preservando sua eficácia quimioterápica. Ambos os estudos 

demonstraram diminuição dos efeitos colaterais deletérios do medicamento sem prejudicar 

sua eficácia farmacológica da droga. 
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A geleia real também foi testada com fins de minimização dos efeitos colaterais 

tóxicos do ácido valproico, usado no tratamento da epilepsia. Igualmente, foi testada 

associada com a droga e houve minimização dos efeitos genotóxicos em ratos, sendo este 

efeito relacionado com prevenção de processos oxidativos, levando em consideração os 

resultados no teste de MDA (GALALY et al., 2014). 

Pinto et al. (2010) avaliaram o potencial genotóxico de extratos de pólen apícola das 

espécies C. incanus e S. alba junto  a um controle positivo (bleomicina), em teste in vitro de 

cultura de células, e ambas as espécies não induziram qualquer variação significativa na 

frequência espontânea de MN. Os polifenóis foram apontados como os possíveis 

responsáveis, pois poderiam eliminar produtos químicos ativos ou enzimas responsáveis pela 

ativação de agentes mutagênicos, logo tanto o conteúdo total como a variação em sua 

composição, poderiam explicar os efeitos antimutagênicos observados. 

Estes resultados representam um avanço no levantamento de informações 

comprovadas a respeito da segurança de uso do pólen apícola, pois as plantas originárias 

podem conter tanto compostos com propriedades antimutagênicas e anticarcinogênicas, como 

também podem produzir compostos tóxicos, mutagênicos e / ou carcinogênicos naturais 

(PUKALSKIENĖ et al., 2018).  

5.2.3 Ensaio biológico de cicatrização 

A descontinuidade da pele pode ser induzida tanto por trauma quanto por 

procedimentos cirúrgicos. Em função disso, mudanças no tecido podem ser causadas por 

substâncias endógenas que estão envolvidas no processo inflamatório agudo. Esse processo é 

caracterizado por estimulação, migração e proliferação de células do estroma, síntese de 

matriz extracelular, resultando na remodelação do tecido (MELO et. al., 2011). 

O emprego sistemático dos biomateriais como curativos, inicialmente focava-se na 

obtenção de materiais biocompatíveis que pudessem substituir um tecido danificado e prover 

suporte mecânico, com mínima resposta biológica do paciente e, posteriormente, buscou-se 

um biomaterial que promovesse a regeneração do tecido funcional de fato, considerando o 

aspecto biológico (SAMPAIO, CARVALHO, CARNEIRO, 2018). 

É nesse contexto que a membrana à base de pólen surge como uma opção para 

tratamento de feridas de segunda intenção. A Figura 09 exibe a contração das feridas 

produzidas intencionalmente nos camundongos ao longo do tempo de observação, ou seja, 

nos períodos 0, 7, 14 e 21 dias. 
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Figura 09: Aspecto macroscópico da contração da ferida dos camundongos para os períodos 

de 7, 14 e 21 dias após a lesão  

 

A – Grupo controle – CTRL; B – grupo pomada – CP; C – grupo da membrana com extrato – GMP; D – grupo 

membrana sem extrato – CMSP. 

O material implantado manteve-se afixado sobre a ferida ao longo de todo o período 

de cura, já indicando uma possível absorção do mesmo pelo organismo. Visualmente, 

percebe-se que aos 21 dias, os quatro grupos mostraram a cura da área lesionada. Contudo, as 

análises histológicas mostraram diferenças quanto à qualidade do referido processo em todos 

os grupos. 

As Figuras abaixo (10-18) são imagens da área do leito da ferida nos períodos de 

observação coradas com diferentes corantes. 
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Figura 10: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em HE, 7 dias após a lesão 

(400x) 

 

Grupo CTR: elevado número de neutrófilos e piócitos condensados na faixa mais superficial da ferida (seta 

menor); ausência de tecido de granulação bem definido (A). Grupo CP: material fibrinoide na superfície (seta 

menor); tecido de granulação (seta maior) com MEC edemaciada, capilares neoformados, macrófagos, linfócitos 

e neutrófilos (B). Grupo CMP: material fibrino-hemorrágico superficial (seta menor); tecido de granulação com 

numerosos fibroblastos volumosos, alinhados em paralelo à superfície da ferida (seta maior). Grupo CMSP: 

neutrófilos e piócitos condensados na faixa mais superficial da ferida (seta); ausência de tecido de granulação 

(D). 

O estudo histológico demonstrou que, nos quatro grupos, o reparo da lesão seguiu as 

fases classicamente descritas, mas com algumas diferenças significativas entre os grupos. 

Como o processo de cura ocorre de forma centrípeta, para efeitos comparativos a 

documentação fotográfica limitou-se à linha média das lesões. 

Em todos os grupos a superfície cruenta estava recoberta por crosta de espessura 

variável, composta por material fibrino-hemorrágico e restos necróticos. A epiderme marginal 

apresentou hiperplasia mais ou menos intensa. No leito da ferida do grupo CTR (ferida aberta 

– sem cobertura), notou-se elevado número de neutrófilos e piócitos sobre a ferida e ocupando 

toda a espessura da derme, não se observando tecido de granulação bem definido (Fig. 10A), 

D
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fato ocorrido de forma semelhante no grupo CMSP (ferida aberta com cobertura de membrana 

sem extrato de pólen), demonstrando elementos inflamatórios e sem tecido de granulação 

(Fig. 10D). No grupo CP (ferida aberta com cobertura de pomada cicatrizante comercial), os 

neutrófilos apareceram em menor número e distribuídos em um tecido de granulação com 

matriz extracelular (MEC) edemaciada, contendo capilares neoformados e células 

inflamatórias mononucleadas, como macrófagos e linfócitos (Fig. 10B). Enquanto no grupo 

CMP (ferida aberta com cobertura de membrana de colágeno com pólen apícola), o número 

de neutrófilos foi muito menor, notando-se tecido de granulação com células inflamatórias e 

fibroblastos volumosos, alinhados em paralelo à superfície da ferida (Fig. 10C). Essa presença 

reduzida dos elementos inflamatórios neste grupo pode ser devida à presença de substâncias 

anti-inflamatórias que constituíam o extrato de pólen apícola. 

 

Figura 11: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em picrossírius 7 dias após a 

lesão (400x) 

 

 
A: grupo CTRL; B: grupo CP; C: grupo CMP; D: grupo CMSP. 

A Figura 11 mostra as imagens da coloração de picrosirius que traz o colágeno 

presente nos cortes histológicos. A avaliação da mesma leva a inferir que em nenhum dos 

grupos testados a área central da ferida mostrou reepitelização. Havia grande número de 

células inflamatórias (indicado pelas setas) sobre uma matriz extracelular frouxa contendo 
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material fibrinoso, não se observando deposição de colágeno. Esses dados corroboram as 

informações obtidas com HE. E destaca-se o grupo GMP, que apresenta menor quantidade de 

elementos inflamatórios que todos os outros grupos, o que sugere a ação das substâncias anti-

inflamatórias e antioxidantes presentes no extrato. 

A partir das imagens obtidas com o picrosirius foi possível fazer o tratamento 

estatístico para acompanhar o índice de maturação do colágeno presente no leito da ferida, 

uma vez que isso é o indicativo da evolução da cicatrização, pois o colágeno tipo I presente é 

destruído e colágeno tipo III passa a ser sintetizado em seu lugar. Este, posteriormente, é 

degradado e substituído por colágeno tipo I, novamente. 

 

Figura 12: Índice de maturação do colágeno 7 dias após a lesão 

 

a = p<0,05 quando comparado ao grupo controle; b = p<0,05 quando comparado ao grupo Membrana 

Na Figura 12, verifica-se que tanto o grupo que recebeu a pomada comercial (controle 

positivo) como o que recebeu a membrana com extrato de pólen apícola (membrana pólen) 

apresentaram índices de maturação de colágeno superiores aos grupos que ficaram sem 

cobertura (controle) e ao que recebeu o implante da membrana pura (membrana). E foram 

semelhantes entre si. Cabe ressaltar que as membranas são com base em colágeno diferindo 

apenas na inclusão do extrato de pólen apícola. Desta forma, o resultado indica a eficiência do 

extrato de pólen, nesta etapa inicial, uma vez que o grupo da membrana sem extrato exibiu 

comportamento semelhante ao grupo que não recebeu tratamento. 

Os resultados de HE indicaram a presença de um tecido de granulação formado no 

grupo CMP, enquanto nos demais ainda estava em estágio inicial, especialmente o grupo 

CTR. Pode-se dizer que estes dados são corroborados pelo índice de maturação, uma vez que 
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o colágeno tipo III (ou reticulina) parece ter importância crucial na orientação da migração 

endotelial durante os estágios iniciais da reação de granulação (RAMOS, MIRANDA, 2007), 

ou seja, quanto menor o índice de maturação do colágeno, maior a concentração de colágeno 

tipo III, que é o mais flexível. 

 

Figura 13: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em HE, 14 dias após a lesão 

(400x) 

 

 

Grupo CTR: sem reepitelização na área central; material fibrinoide (seta menor) e grande número de neutrófilos 

e macrófagos (seta maior) (A). Grupo CP: material seroso contendo células inflamatórias sobre epiderme imatura 

(seta menor); MEC compacta (seta maior), com de fibroblastos jovens dispostos em diferentes orientações (B). 

Grupo CMP: epiderme delgada, porém madura (seta menor), com as camadas granulosa e córnea já presentes. 

Na derme, granulomas tipo corpo estranho em torno de material amorfo (seta maior). (C). Grupo CMSP (400x) 

 

Nesta fase, o grupo CTR mostrou que a ferida ainda não estava epitelizada na área 

central, sendo seu leito ocupado por material fibrinoide e grande número de neutrófilos e 

macrófagos (Fig. 13A). No grupo CP, observou-se que a ferida já estava recoberta por 

epiderme neoformada, porém imatura, sem as camadas granulosa e córnea; sobre a epiderme 

neoformada havia material seroso contendo neutrófilos e macrófagos. A derme exibiu MEC 

mais compacta, com grande número de fibroblastos dispostos em diferentes orientações (Fig. 

D 
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13B). O grupo CMP também revelou reepitelização, com epiderme delgada, porém madura, 

com as camadas granula e córnea já presentes. Na derme, além de tecido de granulação bem 

organizado, foram encontrados granulomas tipo corpo estranho em torno de material amorfo 

(Fig. 13C). O grupo CMSP apresentou reepitelização, com tecido de granulação e vasos 

neoformados na derme, porém com alguns elementos inflamatórios ainda presentes, não tendo 

sido observado a presença de corpo estranho como no grupo CMP (Fig. 14D). Com esses 

dados reforça-se a participação do extrato no processo de conforto e celeridade na 

cicatrização, uma vez que a presença de elementos inflamatórios remete a permanência na 

fase inflamatória e, em alguns casos, quadros de dor ou infecção para o paciente. 

 

Figura 14: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em picrossírius em 14 dias 

após a lesão (100x) 

  

 

A: grupo CTRL; B: grupo CP; C: grupo CMP; D: grupo CMSP. 

Pela Figura 14, nota-se que no grupo CTR (Fig. 14A), a reepitelização da ferida não 

está completa, com a presença de exsudato superficial de células inflamatórias (indicado por 

seta) e que o tecido de granulação na derme exibe deposição discreta de colágeno (indicado 

por *), conforme constatado também em HE. No Grupo CP (Fig. 14B), a epiderme está refeita 
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(indicada pela seta), sendo recoberta por células inflamatórias e na derme, o tecido de 

granulação mostra deposição moderada de colágeno (indicado por *).  Nos Grupos CMP (Fig. 

14C) e CMSP (Fig. 14D), a epiderme neoformada recobre a ferida; na derme, presença de 

numerosas fibras colágenas dispostas em feixes paralelos à superfície cutânea (indicada por*). 

 

Figura 15: Índice de maturação do colágeno em 14 dias após a lesão 

 

 

a = p<0,05 quando comparado ao grupo controle; b = p<0,05 quando comparado ao grupo controle positivo 

Percebe-se que o grupo da membrana contendo pólen apícola apresentou maior índice 

de maturação de colágeno, ou seja, maior substituição do colágeno tipo III pelo tipo I em 

relação aos outros três grupos. Quando comparamos estes dados aos de HE é possível notar a 

confluência dos eventos, uma vez que o único grupo que apresentou tecido de granulação 

organizado foi o grupo CMP, novamente sugerindo a importância do extrato nos processos de 

cura da pele, reduzindo os índices inflamatórios e facilitando o processo de síntese de 

colágeno. O grupo membrana também demonstrou índice de maturação maior em relação ao 

controle positivo (pomada comercial), provavelmente devido à sua própria composição, que 

auxiliaria nesse processo, porém ainda em escala menor que a membrana com extrato de 

pólen apícola. 

 

 

 

 

, 
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Figura 16: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em HE, 21 dias após a lesão 

(400x) 

 

 

Grupo CTR: reepitelização da ferida, com epiderme com todas as suas camadas (seta menor); deposição 

superficial de material seroso e células inflamatórias (*). Tecido de granulação com MEC pouco edemaciada, 

contendo capilares neoformados, fibroblastos, e macrófagos (seta maior) (A). Grupo CP: epiderme madura (seta 

menor); na derme, área cicatricial densa com fibroblastos dispostos em feixes paralelos (seta maior) (B). Grupo 

CMP: epiderme madura recobrindo a ferida (seta menor). Na derme, presença de folículos pilo-sebáceos (seta 

maior) apenas nas margens da área cicatricial (*). Não foi observada atividade inflamatória (C). Grupo CMSP: 

epiderme madura (seta menor); na derme, tecido de granulação maduro, com células inflamatórias 

remanescentes (D). 

 

O grupo CTR mostrou reepitelização da ferida, com a epiderme dotada de todas as 

suas camadas. Contudo, ainda havia deposição superficial de material seroso e células 

inflamatórias. Na derme, havia tecido de granulação com MEC pouco edemaciada, contendo 

capilares neoformados, fibroblastos, e macrófagos (Fig. 16A). O grupo CP exibiu ferida 

recoberta por epiderme madura, enquanto na derme há a presença de área cicatricial com 

escassos fibroblastos maduros dispostos em feixes paralelos à superfície. Não foram 

encontrados folículos pilo-sebáceos nem células inflamatórias (Fig. 16B). O grupo CMP 

também revelou a presença de epiderme madura recobrindo a ferida, cuja derme continha área 
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cicatricial caracterizada por raros fibroblastos maduros em meio a uma matriz; presença de 

folículos pilo-sebáceos foram encontrados apenas nas margens da ferida. Não foi observada 

atividade inflamatória (Fig. 16C). O grupo que recebeu a membrana sem extrato (Fig. 16D) 

mostrou tecido de granulação maduro, porém ainda apresentou células inflamatórias, quadro 

não verificado na membrana com extrato. 

 

Figura 17: Fotomicrografias das secções histológicas coradas em picrossírius em 21 dias 

após a lesão (400x) 

 

 
A: grupo CTRL; B: grupo GP; C: grupo GMP; D: grupo CMSP. 

No grupo CTR, a reepitelização da ferida está completa (indicado pela seta) e 

recoberta por discreto exsudato inflamatório; o tecido de granulação na derme (indicado por 

*) exibe deposição discreta de colágeno, notando-se ainda capilares e células inflamatórias 

(Fig. 17A). Nos demais grupos (Fig. 17B, 17C e 17D), a epiderme neoformada recobre a 

ferida; na derme, presença de numerosas fibras colágenas (indicadas por *) dispostas em 

feixes paralelos á superfície cutânea. No CMP (Fig. 17C), os feixes colágenos parecem mais 

organizados. No Grupo CMSP (Fig. 17D), também se nota discreto número de células 

inflamatórias. 

* 

A 

* 

B 

C D 

* * 
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Figura 18: Índice de maturação do colágeno em 21 dias após a lesão 

 

a = p<0,05 quando comparado ao grupo controle; b = p<0,05 quando comparado ao grupo controle positivo 

O índice de maturação do colágeno no último período de observação dos grupos 

revelou que os dois grupos que receberam o implante da membrana alcançaram as maiores 

faixas, não sendo observada diferença significativa (p<0,05) entre eles (Fig. 18). Isso indica 

que a utilização das membranas induziu à colagenização das feridas, pois o grupo controle 

positivo apresentou índice inferior ao do grupo CMSP. Contudo, ao avaliarmos a margem de 

erro, podemos perceber que o desvio padrão do grupo CMP é menor do que o do grupo 

CMSP, indicando maior uniformidade nas respostas. Ao compararmos os índices de 

maturação do colágeno de 14 dias para 21 dias do grupo CMP, nota-se um aumento pequeno, 

indicando que este grupo já havia atingido um grau de colágeno tipo I no segundo período 

observacional. 

A análise histológica demonstrou que, em feridas abertas e de espessura total 

induzidas experimentalmente em ratos, os grupos CP e CMP apresentaram um processo de 

cura mais acelerado que no grupo CTR e CMSP, em algumas fases. No sétimo dia de 

experimento, enquanto nestes grupos predominavam fenômenos inflamatórios, com elevado 

número de neutrófilos (Fig. 10A, 10D), nos demais grupos o número de neutrófilos era menor 

e o tecido de granulação já se mostrava mais organizado no grupo CMP, em que os 

fibroblastos se dispunham em paralelo à superfície da ferida (Fig. 10C).  

Aos quatorze dias, no grupo CTR não ocorreu reepitelização na área média da ferida 

(Fig. 13A), em contraste com os demais grupos, de modo mais evidente no grupo CMP, em 

que as a epiderme recém-formada parecia mais madura. A presença de granulomas tipo corpo 

estranho em torno de material amorfo (Fig. 13C), certamente restos da membrana de colágeno 

com pólen apícola, indica que este material é absorvido pelo organismo. Também aos vinte e 
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um dias, o processo de cura da ferida me mostrou muito mais avançado nos grupos CP, CMP 

e CMSP que no grupo CTR (Fig.16). Estes resultados foram corroborados pelas lâminas 

coradas com picrosirius. 

Acredita-se que esses resultados superiores apresentados pela membrana contendo 

pólen apícola podem ser atribuídos a dois fatores: aos compostos presentes no extrato da 

membrana, pois como constatado o extrato empregado apresenta uma grande variedade de 

flavonoides e ácidos fenólicos que possuem tanto atividade antioxidante como anti-

inflamatória, assim como aconteceu nos experimentos de Olczyk et al. (2016). Gomathi et al. 

(2003) destacam que a quercetina é um dos flavonoides que retardam a oxidação da área 

lesionada e morte celular por eliminação de radicais livres, elementos estes que podem 

retardar a cicatrização devido à inflamação, uma vez que esta resulta em uma geração 

contínua de espécies reativas, por isso o grupo que recebeu o implante apresentou reduzida 

quantidade de elementos inflamatórios desde o primeiro período observacional, comprovando 

a eficiência dessas substâncias no biomaterial. Uma vez que, embora o grupo da membrana 

sem extrato também tenha apresentado resultados importantes no processo de cura, ainda foi 

possível verificar elementos inflamatórios aos 21 dias, fato não verificado no grupo da 

membrana com extrato de pólen. 

E em segundo, cabível para os dois grupos, devido à cobertura propriamente dita, uma 

vez que Ori et al., (2017) afirmam que a utilização de barreiras artificiais sobre a ferida 

auxilia na proteção contra contaminação microbiana e inflamação, pois mantém um ambiente 

regenerativo limpo, ajudando a acelerar a cicatrização, evitando a desidratação celular, bem 

como apoia a síntese de colágeno e a angiogênese. Porém, Ramos et al. (2016) destacam que 

além da eficiência dos biomateriais desenvolvidos, o quesito custo de produção representa um 

obstáculo para o desenvolvimento de novos curativos, por isso é importante a busca por novos 

agentes de cicatrização de feridas com menor toxicidade e custo, especialmente em plantas 

medicinais. No caso, aqui empregado um produto natural. 

Esses resultados são bastante favoráveis ao desenvolvimento da membrana contendo 

extrato de pólen apícola, pois a mesma é um produto totalmente natural, havendo indicativos 

histológicos de sua absorção pelo organismo, que não contribuiu para reações alérgicas ou de 

rejeição pelo organismo e que não geraria subprodutos ao ser dispensado na natureza 

causando contaminação do meio, como pode acontecer nos descartes de produtos comerciais, 

que estariam contaminados com sangue e outros elementos, como antibióticos por exemplo. 
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Além disso, como o material tem condição de ser fixado com cola cirúrgica sobre o 

ferimento, dispensaria o uso de suturas, tornando o processo menos indolor e minimizaria os 

riscos de infecção e inflamação. Nem há necessidade de reaplicação, como ocorre com 

pomadas ou curativos, isto é, a sua substituição dar-se-ia quando o material aplicado já tivesse 

sido absorvido pelo organismo, representando além de conforto para o paciente uma medida 

de economicidade. Outro ponto a se considerar em relação ao público atendido por esta 

membrana, é possibilidade de auxiliar no tratamento de pessoas que sofreram lesões cutâneas 

extensas, funcionando como biocurativo e como agente terapêutico de cicatrização 

bioabsorvível, biocompatível e biodegradável.  
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6. CONCLUSÃO 

As amostras de pólen apícola adquiridas mostraram-se predominantemente do mesmo 

tipo polínico e por isso foram consideradas monoflorais, o qual além de não apresentar 

estudos de toxicidade associados, ainda mostrou um alto teor de compostos bioativos. Este 

aspecto foi avaliado nos extratos etanólicos das amostras de modo quantitativo pela analise de 

polifenois totais e flavonoides totais, mostrando um conteúdo relevante perante outros dados 

citados na literatura. O extrato mostrou-se efetivo na inibição do crescimento 

de Pseudomonas aeruginosa, um microrganismo oportunista importante em casos de infecção 

hospitalar. 

A membrana desenvolvida não causou alterações cromossômicas significativas tanto 

em exposição aguda quanto crônica, indicando que seu uso pode ser considerado seguro do 

ponto de vista genotóxico. Além disso, sua aplicação como agente cicatrizante acelerou o 

processo de cura das feridas em ratos (colocar a espécie), reduzindo os índices de inflamação 

já nos primeiros sete dias e demonstrando uma cicatrização organizada aos 21 dias, 

comparáveis ao tratamento comercial, com a vantagem de ser utilizado com uma única 

aplicação e ser absorvido pelo tecido ao longo do tratamento. 

Portanto, o material desenvolvido atendeu ao propósito de cicatrização, promovendo 

uma cicatrização organizada e sem elementos inflamatórios, apresentando-se como uma 

potencial alternativa segura e eficaz para o tratamento de lesões cutâneas em seres humanos. 
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ANEXOS 

ANEXO I – Termo de aprovação do projeto no Comitê de Ética – UESPI 
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ANEXO II – Termo de cadastro na plataforma SisGen 
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ANEXO III – Solicitação de depósito da patente junto ao NINTEC – UFPI 
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APENDICES 

APENDICE I – Curvas de calibração dos testes de bioativos 

Figura A: Curva de calibração de ácido gálico (5-240 µg.mL
-1

) a 720 nm 

 

 

 

Figura B: Curva de calibração de catequina a 510 nm 
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Figura C: Curva de calibração com padrão de trolox para ABTS a 734 nm 

 

 

 

Figura D: Curva de calibração com padrão de trolox para FRAP a 620 nm 
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APENDICE II – Cromatograma CLAE-DAD/EM-ESI 200-600 nm do extrato etanólico de pólen apícola 
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APENDICE III - Compostos fenólicos identificados no extrato etanólico de pólen apícola da 

região norte do Piauí por CLAE-DAD/EM-ESI (tempo de retenção, m/z) 

Tr MS MS2 MS3 ID Fonte 

1,4 305 177, 125  Epigalocatequina ou 

galatocatequina 

Hofmann, 

Nebehaj, Albert, 

2016 

1,5 191 111, 173 111 Ácido quínico Simirgiotis et al., 

2015 

1,6 195 128, 176 128, 178 Ácido galactônico Goger et al., 2015 

5,2 335 317, 291, 249 249, 231, 179 Ácido cafeoilchiquimico Habib et al., 2014 

8,8 353 353, 191, 179 191, 173, 109 Ácido clorogênico 

(isômero) 

Hofmann, 

Nebehaj, Albert, 

2016 

9,1 273 273, 193, 111 191, 122 Floretina Zhao et al., 2014 

11,7 625 625, 463, 301 463, 344, 301, 

257, 179 

Quercetina-3-O-

glicosideo 

Barros et al., 2013 

11,8 625 301, 463 300, 179 Quercetina 3,7-di-O-

hexosídeo 

Karar e Kuhnert, 

2015 

12,8 436 436, 316 316, 273, 145 Floretina hexosideo Bystrom et al., 

2008 

13,2 609 301 301 Quercetina rutinosideo 

(isômero) 

De-Melo et al., 

2018 

13,4 194 195, 176, 149, 

132 

176, 162, 132, 

119 

Ácido ferúlico De-Melo et al., 

2018 

13,4 195 195, 177, 149 177, 133, 119 Ácido galactônico Goger et al., 2015 

13,4 609 609, 490, 429, 

285 

429, 369, 339 Luteolina-6,8-di-C-

glicosideo 

Brito et al., 2014 

13,6 639 459, 315 315, 300 Isoramnetina-3-O-

diglicosídeo 

De-Melo et al., 

2018 

14,0 623 608, 444, 381, 

314, 298, 270 

314, 298, 271, 

255, 242, 228 

Isoraminetina-3-O-

rutinosídeo (isômero) 

Li et al., 2016; 

De-Melo et al., 

2018 

14,3 463 301 301 Quercetina-3-O- Simirgiotis et al., 
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glicosídeo 2015 

14,3 593 473, 429, 284 428, 309, 284 Luteolina-4-O-

ramnosideo(1-

2)glicosídeo 

Zhao et al., 2013 

14,9 623 608, 464, 459, 

357, 315, 300, 

270, 254, 227 

315, 298, 285, 

256, 241 

Isoraminetina-3-O-

rutinosídeo (isômero) 

Li et al., 2016 

15,0 593 592, 327, 285, 

229, 186 

285, 256, 241 Caempferol-3-O-

glucosideo-7-

ramnosideo 

Ibrahim et al., 

2015 

15,4 447 447, 327, 285, 

269, 255 

286, 285, 284, 

256, 255, 254 

Luteolina-7-O-

glicosídeo 

Chen et al., 2016 

15,5 477 315, 300 315, 300 isoramnetina-3-O-

glucosideo 

Brito et al., 2014 

De-Melo et al., 

2018 

15,8 563 520, 519 521, 315, 299, 

271, 254 

Derivado de raminetina-

3-O-(6-O-

acetilglucosideo) 

Negri, Tabach, 

2013 

16,0 533 533, 490, 489 489, 285, 284 Caempferol-3-O-

malonilglucosideo 

Kajdzanoska, 

Gjamovski, 

Stefova, 2010 

16,0 489 489, 327, 285, 

257 

285, 266, 257, 

229,213, 197 

Caempferol-3-O-

acetilglucosideo 

Kajdzanoska, 

Gjamovski, 

Stefova, 2010 

18,8 327 327, 309, 291, 

273, 238, 229, 

221, 211, 193, 

183, 171, 165, 

155 

229, 227, 210, 

209, 183, 167, 

127 

Ácido oxo-dihidroxi-

octadecenoico 

(isômero) 

 

Agalar et al., 2018 

19,3 580 579, 565, 516, 

472, 459, 415, 

310, 271  

565, 548, 499, 

471, 432, 415, 

342, 270 

Naringina Ibrahim et al., 

2015 
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APENDICE IV – Trabalho apresentado em 2018 
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APENDICE V – Mini-revisão publicada em 2018 sobre as propriedades do pólen apícola 
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APENDICE VI – Artigo submetido à revista LWT – Food Science and Technology, qualis B1 

em Biotecnologia. 

 


