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RESUMO

O polen apicola tem sido alvo de estudos que investigam sua composicdo quimica,
fitoquimica e atividade antioxidante, bem como seus efeitos bioldgicos de acdo anti-
inflamatoria, antiviral, antimicrobiana, hepatoprotetora, preventivo de prostatite benigna,
antienvelhecimento e cicatrizante. Fundamentada nestas informacdes, o objetivo do estudo foi
desenvolver membrana de colageno contendo extrato de pélen apicola no tratamento de lesdes
cutaneas, avaliando seu efeito cicatrizante. A caracterizacdo de bioativos do extrato de pdlen
baseou-se em testes colorimétricos para determinacdo do conteido de polifenois totais, de
flavonoides totais e da atividade antioxidante avaliada por trés testes in vitro: DPPH, ABTS e
FRAP, com identificacdo 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 a avaliacdo genotdxica via cometa alcalino e
micronucleo. As membranas foram implantadas via intraperitoneal nos animais e verificadas
as alteracBes em exposicao aguda e crbnica. A cicatrizacdo foi acompanhada histologicamente
em trés periodos 7, 14 e 21 dias, sendo quatro grupos experimentais (n=5): grupo controle,
sem cobertura; grupo pomada, representando o parametro comercial; grupo membrana, que
recebeu a membrana contendo o extrato; e grupo que recebeu a membrana sem o extrato. Pela
avaliacdo fitoquimica, notou-se um conteudo de polifenois consideravel quando comparados
aos dados da literatura, os quais apds identificacdo indicavam para uma boa atividade anti-
inflamatdria. Os extratos mostraram acdo antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa.
Além disso, para ambos os testes de genotoxicidade, as membranas nao apresentaram
alteracbes mutagénicas significativas, indicando a seguranca de uso. A avaliacdo histolégica
comprovou a eficiéncia da membrana no processo de cicatrizacdo, mostrando um
comportamento de cicatrizacdo superior ao tratamento comercial usado como referéncia,
sendo observado que aos 21 dias a area da lesdo encontrava-se restaurada e sem sinais

inflamatorios.

Palavras-chave: Biomaterial; produto apicola; fitoquimica; genotoxicidade; cicatrizacao



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. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e um dos mais complexos, estando mais
susceptivel a ser afetado por lesdes, pois atua como barreira de protecdo contra patdgenos,
danos internos e externos ao corpo e contra a desidratacao excessiva. Ferimentos que resultam
em danos extensos a 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
anatdmica ou funcional do tecido vivo. Nesta denominacdo também podem ser incluidas
mordidas, queimaduras, abrasdo da ferida cirargica, laceracdo ou fase inflamatdria aguda. A
cicatrizagdo/reparo de feridas € um processo natural do organismo para regeneracdo do tecido
dérmico e epidérmico, no qual ocorre sintese de colageno e macromoléculas extracelulares
que séo, posteriormente, remodeladas para formar cicatriz. No entanto, feridas e lesdes de
distarbios fisiologicos merecem cuidados adequados. E para quaisquer casos Sao necessarios
apoios médicos capazes de acelerar o processo cicatricial, bem como proteger lesdes contra
infeccOes oportunistas (KOKANE et al., 2009; VASHISTH et al., 2016 RAMOS et al., 2016).

O reparo tecidual, algumas vezes também chamado de cura, refere-se a restauracao da
arquitetura e da funcdo dos tecidos apés uma lesdo. Por convencdo, o termo reparo é
frequentemente empregado para tecidos parengquimatosos e conjuntivos, enquanto o termo
cura é utilizado para os epitélios superficiais. A cura de feridas cuténeas envolve tanto a
regeneracdo epitelial como a formacdo de tecido conjuntivo cicatricial e, assim, ilustra o0s
principios gerais que se aplicam ao reparo de todos os tecidos (ROBBINS, COTRAN, 2016).

Resumindo as ocorréncias das fases de cura epitelial (Figura 01), tem-se que: na fase
inflamatoria, a prostaglandina favorece a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a
guimiotaxia de leucocitos. Na etapa de proliferacdo ocorre a neo-angiongénese, onde sdo
formados novos vasos sanguineos na regido danificada, responsaveis pela producdo de
fibroblastos que sintetizardo o colageno e os macrdfagos para o centro da ferida, sendo que a
matriz extracelular age na restauracdo da continuidade do tecido lesado, servindo como um
suporte para a migracdo celular. E na fase de maturagdo ocorre um aumento da resisténcia da
ferida, sem aumento na quantidade de colageno, pois ha um equilibrio de produgédo e
destruicdo das fibras de colageno, por acdo da colagenase (MORAES, 2013; LOZADA,
CORREA, 2017).
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Figura 01: Fases do processo de cicatriza¢do da pele
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Fonte: MOURA et al., 2013 (Adaptada).
O tratamento de feridas representa alto impacto socioecondmico no segmento de

cuidados com a salde para pacientes, familias e instituicGes publicas de salde nos paises em
desenvolvimento e desenvolvidos (AGYARE et al., 2016). Logo, para acelerar o processo de
cicatrizacao, considera-se como padrdo-ouro para feridas crénicas o auto-enxerto de espessura
parcial. No entanto, h& limitagBes nesse modelo, como: morbidade e dor severa no local
doador. Outros métodos sao 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 ceélulas-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 acessivel, € o uso de
scaffolds poliméricos tridimensionais. Estudos com polimeros naturais ou sintéticos
biocompativeis e biodegradaveis levaram a um desenvolvimento substancial de novos tipos
de curativos e a aplicagfes notaveis na &rea biomeédica, especialmente para medicina

regenerativa. Nesse sentido, os materiais mais promissores para o curativo de feridas e
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queimaduras ainda sdo a base de polimeros naturais, como polissacarideos (alginatos, quitina,
quitosana, heparina, condroitina), proteoglicanos e proteinas (coldgeno, gelatina, fibrina,
queratina, fibroina de seda, casca de ovo membrana) (MOGOSANU, GRUMEZESCU, 2014).

O emprego de polimeros no tratamento de feridas tem sido amplamente estudado com
base nas muitas vantagens do uso desses agentes macromoleculares, como a
biocompatibilidade e suas propriedades ndo irritantes e ndo tdxicas (DANTAS et al., 2011). O
colageno é um biomaterial importante em aplicacdes médicas devido as suas caracteristicas
especiais, como a biodegradabilidade e a baixa antigenicidade. Assim, o colageno, como um
biomaterial, tem sido usado em sistemas de administracdo de medicamentos e engenharia de
tecidos. As membranas a base de colageno também sdo utilizadas na terapia periodontal e de
implantes como barreiras para prevenir a migracdo epitelial e permitem células com
capacidade regenerativa para repovoar a area de defeitos (KHAN, KHAN, BEY, 2011).

Na maioria dos casos, a complicacdo na cicatrizacdo é devida a inflamacdo. Esta
resulta em uma geracdo continua de espécies reativas, como o radical superdxido ou o
peréxido de hidrogénio ndo radical. Um desequilibrio entre as espécies de oxigénio e 0s
mecanismos de defesa antioxidante de uma célula, leva a uma producdo excessiva de
metabdlitos de oxigénio, promovendo a condi¢do de "estresse oxidativo". O estresse oxidativo
resulta em peroxidacdo lipidica, quebras de DNA e inativacdo enzimaética, incluindo enzimas
eliminadoras de radicais livres. A evidéncia do papel dos oxidantes na patogénese de muitas
doencas sugere que o0s antioxidantes podem ser de uso terapéutico nessas condicdes
(GOMATHI et al., 2003).

O meio cientifico dispde de dados sobre plantas medicinais que afetam varias fases do
processo de cicatrizagdo de feridas, como coagulacdo, inflamacéo, fibroplasia, epitelizacéo,
colagénese e contracdo da ferida. De posse dessas informacdes, profissionais da medicina
alternativa fazem uso dos extratos de plantas medicinais para tratar seus pacientes (JIN et al.,
2013). Essa pratica € comum em paises em desenvolvimento, onde o uso de remédios herbais
para o tratamento eficaz das feridas contribui para minimizar as despesas do tratamento
médico. Varios parametros in vitro e in vivo sdo utilizados para avaliar a atividade funcional
de plantas medicinais usando extratos, fragdes e compostos isolados. (AGYARE et al., 2016).

Os produtos apicolas sdo bem conhecidos na medicina tradicional e seus usos se
expandiram da area de alimentos saudaveis para a médica. O pdlen é um pé fino produzido

pelas flores das plantas, especificamente sdo as células reprodutoras masculinas de flores, e
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recolhido por abelhas (MOHDALY et al., 2015), que tem se destacado em funcéo da presenca
de compostos bioativos associados a beneficios para a saude.

O polen é um dos produtos apicolas comumente usados pela medicina popular, e
embora seus efeitos farmacoldgicos ainda ndo estejam todos cientificamente comprovados,
sabe-se que ele representa uma fonte consideravel de compostos com potencial de protecdo da
salde, como fitoesterois e € rico em fitoquimicos, como compostos fendlicos. Entretanto, a
composicao do pélen ainda ndo esta padronizada e nem definida na farmacopeia, pois podem
variar devido a sua origem botanica e geografica, as espécies vegetais, as condicdes
ambientais, a idade e o estado das plantas (ALICIC et al., 2014; SATTLER et al., 2015). Os
principais constituintes ativos do polen apicola incluem isoflavonas, flavonois e lignanas,
importantes na modula¢do hormonal de mulheres e homens; e compostos fendlicos, que
possuem altos niveis de atividade antioxidante e sequestradora de radicais, e associados a
esses polifenois hd muitas funcbes farmacoldgicas como antimicrobiano, anti-inflamatério,
hepatoprotetor, antiaterosclerético e antitumoral (MOHAMED et al., 2018).

Olczyk et al. (2016) verificaram a acdo cicatrizante do pdlen apicola através de uma
pomada, que demonstrou reepitelizacdo e fechamento da ferida de queimadura, com efetiva
atividade antimicrobiana. Tomando por base estes achados e tendo consciéncia da abertura
gue o ramo de materiais para recuperacdo cutanea possui, desenvolveu-se uma biomembrana
para implantar sobre lesbes de pele, aproveitando o conteldo de substancias bioativas

presentes no pélen apicola e que podem ser importantes na aceleracdo desse processo de cura.

18



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver membrana de coldgeno contendo extrato de polen apicola e avaliar sua atividade

cicatrizante no tratamento de lesfes cutaneas.

2.2 Objetivos especificos

Identificar a origem boténica do pdlen apicola adquirido na regido norte do estado do Piaui;
Estabelecer o perfil de compostos bioativos presentes no pélen apicola;

Identificar e quantificar os polifenois e flavonoides presentes no polen apicola por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas;

Avaliar a atividade antimicrobiana por concentracao inibitéria minima do extrato de pdlen
apicola;

Analisar por teste cometa e de micronlcleo o potencial genotoxico e mutagénico do
biomaterial desenvolvido;

Analisar através de estudo histoldgico e de deposicdo colagénica o efeito cicatrizante do

material desenvolvido.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomia da Pele e Etiologia da Ferida

A pele desempenha diversas fun¢fes no organismo humano, tais como: ser o principal
obstaculo contra a acdo de agentes externos, como microrganismos; impedir a perda excessiva
de liquidos; manter a temperatura corporea; sintetizar vitamina D a partir da exposicdo aos
raios solares; agir como 6rgdo sensorial; e participar da termorregulacdo (BAJAY, JORGE,
DANTAS, 2003). Além disso, ela previne a perda substancial de fluidos corporais e tem papel
importante na defesa imunolodgica. Sua estrutura apresenta trés camadas principais: epiderme,
derme e hipoderme, as quais contam com queratindcitos, melandcitos, fibroblastos e células
endoteliais para desempenharem suas fungdes, conferindo uma pele ativa (BOTTCHER-
HABERZETH, BIEDERMANN, REICHMANN, 2010; CASTANEDA, 2017).

A camada mais externa € a epiderme, a qual se constitui em tecido estratificado
queratinizado com variacBGes estruturais e funcionais, cuja principal funcdo é produzir
queratina. Ela é composta por quatro camadas distinguiveis: estrato cérneo, granuloso,
espinhoso e estrato basal (Figura 02). Neste ultimo, ha células epiteliais que se proliferam
continuamente para que seja mantido o seu numero (MENDONCA, RODRIGUES, 2011).

Por ser a camada mais externa, é a que esta mais sujeita a sofrer lesdes.
Figura 02: Demonstracdo dos estratos da pele: composicao geral e morfologia

Estrato cérneo /
. ' Epiderme
Estrato licido ‘3

Estrato granuloso ¢Y ,:; L - Lg/ Derme

Estrato espinhoso (A4 .
‘ | P~ Hipoderme
Estrato basal j

Fonte: POOL, 2018 (adaptada)

Assim, quando este 6rgdo sofre uma injaria, seja ela de natureza fisica, quimica,
mecénica ou por afeccdo clinica, isto pode gerar a abertura de uma ferida, a qual representa a
descontinuidade do tecido corpdéreo em maior ou em menor extensdo, conduzindo o

organismo a reacéo, 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 dermatolégicos ou por traumatismos e no reparo
ocorre reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou epitélio derivado da pele adjacente nao
injuriada, gerando uma cicatriz praticamente imperceptivel. J& no segundo caso, forma-se
tecido de granulagéo e a epitelizacdo acontece apenas nas margens da ferida, resultando em
uma cicatriz perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (MANDELBAUM, SANTIS,
MANDELBAUM, 2003).

As feridas podem ser classificadas quanto: (1) a causa em: cirdrgicas de incisao, de
excisdo ou por puncao, traumaticas mecanicas, quimicas ou fisicas, e ulcerativas; (1) ao
conteddo microbiano: limpas, limpas contaminadas, contaminadas ou infectadas; (I11) ao tipo
de cicatrizacdo: por primeira, segunda ou terceira intencdo; (IV) ao grau de abertura: abertas
ou fechadas; e (V) a duracdo: agudas ou crénicas (SANTOS et al., 2011).

A cicatrizacdo envolve como eventos centrais o fechamento oportuno da ferida, alivio
imediato da dor e uma cicatriz esteticamente aceitavel. Com as pesquisas sobre cicatrizacao
de feridas é possivel compreender melhor os processos implicados no reparo e regeneracao de
tecidos (DREIFKE, JAYASURIYA, JAYASURIYA, 2015).

3.2 Processo de Reparo Cutaneo

O reparo da ferida é o esforco dos tecidos para restaurar a funcao e estruturas normais
da pele. Essa recuperacao pode ser diferenciada em dois processos: regeneracdo e reparacgao.
A primeira consiste na restauracdo perfeita da estrutura do tecido pré-existente e ndo ha
formacdo de cicatriz, entretanto ela s6 é observada no desenvolvimento embrionario, em
organismos inferiores e em 6rgdos como 0ssos e figado. Enquanto o reparo envolve quatro
fases basicas: hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e maturacdo, gerando cicatrizes em maior
ou menor extensdao (TAZIMA, VICENTE, MORIYA, 2008; CARDOSO et al., 2013;
BORTOLI, PRATO, KROTH, 2016).

A seguir sdo descritos, resumidamente, 0s eventos que ocorrem em cada fase de
acordo com Chin, Diegelmann e Schultz (2005):

(a) Hemostasia: ocorre imediatamente ap6s a lesdo para prevenir sangramento. Ha a
vasoconstri¢do e ativacdo das plaquetas, as quais aderem e se agregam no local da lesdo. As
plaquetas também liberam fatores de crescimento, AMP ciclico e glicoproteinas adesivas,

cujas principais sdo: o fibrinogénio, a fibronectina, a trombospondina e o fator de von
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Willebrand. Com a sucessdo da agregacdo plaquetaria, forma-se um coagulo de fibrina que
funciona como uma matriz proviséria. De acordo com Kumar, Abas e Aster (2016), a
liberacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumenta a permeabilidade
vascular e o edema. A proporcao que ocorre desidratacdo na superficie externa, forma-se uma
crosta que recobre a ferida.

(b) Inflamagdo: ocorre nas primeiras 24 horas apds a lesdo e pode durar até duas
semanas no processo de cura por primeira intencdo e significativamente mais em feridas
crénicas. Os mastocitos sdo responsaveis pelos primeiros sinais da inflamacgédo: rubor
(vermelhiddo), ardor (calor), tumor (inchago) e dolor (dor) ao redor do local da ferida.
Neutréfilos, mondcitos e macréfagos sdo as células-chave durante esta fase, porque removem
bactérias e detritos da ferida e liberam mediadores soltveis. Os neutrofilos sdo as primeiras
células inflamatdrias que respondem aos mediadores solUveis liberados pelas plaquetas e pela
cascata de coagulacdo, sendo substituidos no terceiro dia por macréfagos e o tecido de
granulacdo (proliferacdo de fibroblastos e capilares de paredes finas em meio a uma matriz
extracelular - MEC - frouxa contendo células inflamatdrias) ocupa o espaco da ferida. Os
macrofagos teciduais diferem dos neutrofilos em sua capacidade de regular mais estritamente
a destruicdo proteolitica do tecido da ferida secretando inibidores das proteases; e
favorecerem a transicdo da fase inflamatoria para a fase proliferativa da cicatrizagdo, pois
liberam fatores de crescimento e citocinas, dentre os quais estdo os que ativam fibroblastos
para a nova matriz tecidual, enquanto outros promovem a angiogénese. A auséncia de
neutréfilos e uma diminuicdo no nimero de macréfagos na ferida € uma indicacdo do inicio
da fase proliferativa.

(c) Proliferacdo: as células epiteliais das bordas da ferida mostram atividade mitotica
intensa e dentro de 24 a 48 horas iniciam a migracdo e a proliferacdo ao longo da derme.
Nesta fase ocorre também a substituicdo da matriz provisoria de fibrina por uma nova matriz
de fibras de colageno, proteoglicanos e fibronectina para restabelecer a estrutura e a fungéo do
tecido, bem como a angiogénese e a formacdo do tecido de granulacdo. Por volta do quinto
dia, a neovascularizacdo atinge seu pico, mantendo o tecido de granulacdo recém-formado
edemaciado. Os fibroblastos, fundamentais nesta fase, migram para a ferida em resposta a
multiplos mediadores sollveis, aparecendo em numero aumentado e bastante ativos no tecido
de granulacdo, onde modificam sua morfologia e comecam a proliferar e sintetizar os
componentes do tecido de granulagdo, incluindo coldgeno, elastina e proteoglicanos. A

epitelizagdo é a marca clinica da cicatrizacéo.

22



(d) Remodelamento/maturacdo: o tecido de granulagdo amadurece e aumenta a
resisténcia a tracdo da cicatriz e do tecido. A maturacdo do tecido de granulacdo envolve
reducdo no numero de capilares por meio da agregacdo em vasos maiores e uma diminuicao
na quantidade de glicosaminoglicanos e da agua associada a eles, e proteoglicanos. A
densidade celular e atividade metabdlica no tecido de granulagcdo diminuem durante a
maturagdo. AlteracBes também ocorrem no tipo, quantidade e organizacdo do colédgeno, com
aumento da resisténcia a tracdo e substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo I, o colageno
fibrilar dominante na pele.

O resultado do processo de reparo é influenciado pelo equilibrio entre a sintese e a
degradacdo das proteinas da MEC. A degradacdo dos colagenos e de outros componentes da
MEC ¢ realizada por uma familia de metaloproteinases de matriz (MMPS), que abrangem
colagenases, que clivam o colageno fibrilar; gelatinases, que degradam o colageno amorfo e a
fibronectina; e estromelisinas, que degradam proteoglicanos, laminina, fibronectina e
coladgeno amorfo. As MMPs sdo produzidas na forma inativa por fibroblastos, macréfagos,
neutrofilos, sinovidcitos e por células epiteliais ativadas por proteases presentes na area
lesada. Ao fim do primeiro més, a cicatriz compreende um tecido conjuntivo em grande parte
desprovido de células inflamatérias, recoberto por uma epiderme essencialmente normal,
porém sem anexos cutdneos, uma vez que desaparecem de forma permanente (KUMAR,
ABAS, ASTER, 2005).

Percebe-se entdo que todos esses fatos sdo regulados, em cada etapa, por uma série de
mediadores estando envolvidos os derivados da circulacédo, tais como fatores de coagulacéo,
moléculas do sistema fibrinolitico e horménios (esteroidais, tireodianos e insulina); cininas,
como histamina, bradicinina e serotonina; mediadores peptidicos, como citocinas, fatores de
crescimento, neuropeptideos e estruturas de matriz extracelular; e mediadores lipidicos, os
eicosanoides e PAF. A variacdo na concentracdo dos mediadores ao longo das fases
demonstra a existéncia de interdependéncia destes para um mesmo evento (BALBINO,
PEREIRA, CURI, 2005).

A cicatrizagdo das feridas pode ocorrer por primeira intencdo, quando a perda tecidual
ndo impede que as bordas da lesdo sejam aproximadas ou por segunda intencdo, quando a
perda tecidual impossibilita a juncdo das bordas lesadas, formando tecido de granulacdo; ou
por terceira intencdo, quando a ferida é mantida aberta para uma cicatrizacdo por segunda
intencdo até substituicdo do tecido perdido através de enxertos (TAZIMA, VICENTE,
MORIYA, 2008).
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Uma das estratégias empregadas para auxiliar no processo de cicatriza¢do por segunda
intengdo é o transplante de pele autloga de um sitio de doador saudavel, seja como uma
espessura total ou como enxerto de pele de espessura parcial, que representa o padréo-ouro
atual para tratamento de feridas severas. Entretanto, as areas doadoras séo limitadas por danos
prolongados e a producdo de uma area suficiente de enxertos, com preparacdao de folhas de
celulas epidérmicas confluentes multicamadas em cultura, € um procedimento demorado.
Além disso, ha muitas dificuldades para 0 manejo desses enxertos devido a sua natureza fragil
(REZAPOUR-LACTOEE, et al., 2016).

Desta forma, o uso de substitutos dérmicos permite a manipulacdo de feridas
complexas e queimaduras, com exposicao 6ssea e de tendao, de forma adequada. Em geral, a
escolha do material deve ser feita de acordo com os resultados e fungdes esperados
(URBINA, RIDER, 2016) e considerar os fatores de eficacia, seguranca e custo, para que o
paciente possa manté-lo e conseguir um resultado satisfatorio, pois, em geral, as lesbes tém
evolugéo longa e cicatrizacdo demorada (FRADE et al., 2011).

Os curativos ideais sdo 0s que promovem a cicatrizacdo de feridas, mantendo um meio
umido enquanto absorvem o excesso de exsudato, fornecem protecdo mecanica, ajudam no
desbridamento, permitem a troca gasosa, mas Sdo impermeaveis aos microrganismos, faceis
de usar e econdmicos (DRYDEN, SHOEMAKER, KIM, 2012). Logo, a escolha da cobertura
da ferida deve ser assertiva, pois além de ajudar no processo de cicatrizacdo, minimiza a dor,
confere conforto ao paciente e recupera o tecido lesado. Dentre os mais utilizados tem-se:
hidrogel a base de carboximetilcelulose; alginato de calcio; filme de poliuretano; papaina,
gaze ndo 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 reconstrucao de defeitos cutaneos profundos (WANG et al., 2016). Dada a variedade
de filmes curativos, a induastria farmacéutica os classifica conforme seu modo de agédo em:
passivos — apenas cobrem a ferida e ndo auxiliam na cicatrizacdo; interativos — contribuem
para a cicatrizacdo impedindo a passagem de bactérias e permitindo a passagem apenas de
oxigénio e vapor de agua; e ativos — fornecem agentes antimicrobianos ou farmacos que
contribuem para o0 processo de cicatrizagdo dos ferimentos. (PAUL; SHARMA, 2004;
VASCONCELOS et al., 2011; ROMANO et al., 2015).
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Um dos grandes desafios da pesquisa na &rea de regeneracdo de pele consiste no
desenvolvimento de biomateriais a partir de matérias-primas de baixo custo, facil acesso e
com caracteristicas adequadas para a funcdo destinada (DALLAN, 2005). O sucesso dos
biomateriais na recuperacdo de tecidos depende das caracteristicas fisica e quimica do
material, da capacidade de ser degradado, da absor¢do celular, da ligacdo celular e forca
mecanica (HIRATA et al., 2015). Chaudhari et al. (2016) destacam que o campo da
engenharia de tecido mostrou grande evolucdo com amplo desenvolvimento de materiais para
este segmento, e por isso € necessario o conhecimento das propriedades, vantagens e
desvantagens de cada biomaterial e scaffolds para acelerar a producéo de suportes adequados
para aplicacdes de regeneracdo de tecidos de pele.

Como caracteristicas adequadas dos biomateriais podem-se destacar as propriedades
bioldgicas: biocompatibilidade, hemocompatibilidade, citotoxicidade, alergenicidade,
estimulagdo de adesdo e proliferagdo celular; as propriedades fisicas: morfologia da
superficie, energia superficial, encaixe anatbmico, rugosidade, porosidade, cor, transparéncia
e permeabilidade; as propriedades mecanicas: tensdo de ruptura, alongamento e flexibilidade;
e as propriedades quimicas: densidade, estabilidade, resisténcia a esterilizacdo e forma de
degradacdo quando em contato com o organismo (SAMPAIO, CARVALHO, CARNEIRO,
2018). Dentre essas caracteristicas € dado destaque para a biocompatibilidade, pois esta
propriedade é a garantia de que um material ndo é toxico para o sistema bioldgico, sendo
possivel obter respostas satisfatorias a partir da interacdo entre um implante e os tecidos vivos
do organismo apo6s a sua aplicacdo especifica (TORRES, COMMEAUX, TRONCOSO, 2012;
BARUD et al., 2016).

Além disso, a projecdo € que os curativos evitem a perda de fluido corporal, bem
como o acumulo de exsudato, protejam as feridas de contaminacdo externa, com efeitos
bactericidas suficientes para inibir a infeccdo, e criem um leito de ferida ideal para auto
enxertar (DANTAS et al,, 2011). A ascensdo de curativos antimicrobianos, que se
caracterizam por serem produtos que fornecem tratamentos topicos para feridas, considera a
inclusdo de substancias que possam agir como antimicrobianos. Desta forma, além de auxiliar
na cicatrizacdo dos ferimentos, os curativos ativos impedem que 0s microrganismos que
habitam a pele humana infectem a ferida (Hess, 2012 citado por HUBNER, 2017).

Para a confeccdo de curativos o material mais utilizado é a gaze fibrosa devido a sua
pronta disponibilidade e baixo custo. Contudo, hidrogéis também tém sido explorados, em

funcdo da textura macia, flexibilidade, adaptar-se a area da ferida, ser biocompativel e
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permeével ao vapor de &gua e aos metabdlitos. Além disso, quando utilizados para essa
finalidade, eles podem absorver o exsudato liberado pelo ferimento, a0 mesmo tempo em que
permitem o acesso de oxigénio ao local da ferida, acelerando a cicatrizacao. (LU et al., 2010).

Os curativos de feridas em bicamadas hibridas também sdo muito promissores, uma
vez que combinam as vantagens de uma subcamada natural e uma camada superior sintética.
E importante notar que o complexo design de integrar duas camadas distintas em uma Unica
estrutura requer boa aderéncia entre as duas camadas para garantir que a delaminacdo nao
ocorra durante o uso (SHEMESH, ZILBERMAN, 2014).

Dreike, Jayasuriya e Jayasuriya, (2015) demonstram a existéncia de uma variedade de
curativos no mercado, dentre eles tem-se a base de quitosana, acido hialurénico, colageno e
silicio. Entretanto, outros biomateriais estdo sob avaliacdo: alginatos, heparina, celulose e
gelatina. O desenvolvimento e utilizacdo de membranas biocompativeis para estimular a
cicatrizacdo de feridas dérmicas e mucosas tém sido bastante recorrentes. Elas podem ser
absorviveis ou ndo, e fatores como sua constituicdo, morfologia, textura da superficie,
tamanho das porosidades e duracdo da integridade funcional podem influenciar no éxito da
sua utilizacdo 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 amniética humana (AM). Usada pela primeira vez no transplante de
pele, passou a ser empregada no tratamento de queimaduras, como curativo cirurgico; na
reconstrucdo cirdrgica da cavidade oral; para reconstrucdo da superficie ocular, bexiga,
vagina, oclusdo do pericardio; e na prevencdo de adesbes cirurgicas. Foi consolidada sua
capacidade de reduzir a cicatrizacdo e inflamagcdo devido as suas propriedades
antimicrobianas (MUNOYATH, SATHISHWARAN, PRASAD, 2015).

A partir de entdo vérias opcdes de membrana foram desenvolvidas, Cardoso et al.
(2013) desenvolveram uma membrana de poli(L-acido) (PLLA)/Trietil-citrato que favoreceu
0 processo de reparacdo e cicatrizacdo da ferida de forma organizada, protegendo a leséo,
apresentando-se promissora como alternativa para curativos cutaneos, principalmente nos
pacientes em que ha lesGes cutineas agudas extensas, dificultando a obtencdo de enxertos
autdlogos, além de ser um procedimento cirargico 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 liberagédo
foi reduzida, aumentando a dose total de NO e o seu tempo de liberagéo, resultando no

aperfeicoamento da contracdo da ferida, diminuindo o intervalo da ferida e a densidade
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celular e acelerando a fase inflamatoria. Esta melhoria é caracterizada por uma elevagdo na
diferenciacdo miofibroblastica e aumento da expressdo do colageno tipo Il1l, mostrando seu
potencial como uma nova abordagem para o curativo de feridas. J& Unnithan et al. (2012)
desenvolveram, por técnica de electrospun, nanofibras de poliuretano contendo cloridrato de
ciprofloxacina (CipHCI) visando o controle microbiano, cuja presenca do CipHCI mostrou
acdo com um largo grupo de bactérias, evitando infecgdes.

Entretanto, dentre a variedade de polimeros usados para a producdo de materiais para
acelerar os processos cicatriciais um dos mais empregados € o colageno. Assim, devido a sua
biocompatibilidade e fraca interagdo com a matriz extracelular, as membranas contendo
coladgeno tém sido bastante aplicadas na reparacdo de traumas mucocutaneos quimicos e
mecanicos (YAMATOGI et al., 2005).

3.3.1 Colageno

Até a década de 1980, a importancia do coldgeno como biomaterial era restrita a
producdo de suturas cirurgicas. JA na década de 1990, foram identificados 26 tipos de
colageno (tabela 01) devido a complexidade e diversidade de estrutura, presenca adicional de
dominios ndo-helicoidais, estrutura de montagem e funcdo do colageno. O grupo foi
segmentado em colageno formador de fibrilas (tipos I, 1, 111, VV e XI), colageno associado a
fibrilas (tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX e XX) e outros tipos de colageno (tipos IV , VI, VI,
VIl e X) (CARDOSO et al., 2017). Entretanto, todos os membros sdo caracterizados por
conter dominios com repeticdes do tripéptido d Gly-X-Y envolvido na formacédo de colageno.
As funcbes desta familia heterogénea ndo se limitam a fornecer componentes estruturais do
esqueleto fibrilar da matriz extracelular, mas uma grande variedade de fungdes € definida por
dominios proteicos adicionais (GELSE, POSCHL, AIGNER, 2003).

Entre os varios tipos de colageno, o tipo | é o mais abundante nos animais,
constituindo pele, tenddes, ligamentos e 0ssos. Essa diversidade bioldgica do colageno
depende da composicdo aminoacidica do mesmo, a qual agrega tanto aminoacidos néo
essenciais, como: glicina, prolina, hidroxiprolina, arginina e alanina, quanto essenciais:
metionina, tirosina e histidina (WOLF, 2007).
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Tabela 01: Tipos de colagenos e respectivos tecidos cuja composi¢cdo majoritaria do tecido

conectivo seja correspondente

Tipo de colageno

Tecidos

VIl
VI

Xl
Xl
X1
XV
XV
XVI
XVII
XV
XIX
XX-XXV

A maioria dos tecidos conjuntivos, isto é, 0ssos, pele, tenddo, vasos
sanguineos.

Cartilagem e vitreo do olho.

Veias de sangue.

Membranas de pordo em todos 0s 6rgaos.

TendGes, cdrnea e tecidos intersticiais.

Figado, rim e pericondrio.

Juncéo epidérmica / dérmica.

Células endoteliais.

Cartilagem.

Cartilagem hipertrofica e mineralizadora.

Cartilagem.

Tenddes e colageno associado a fibrilas.

Epiderme, foliculos pilosos e células de raizes de unhas.
O mesmo que o tipo I.

Fibroblastos, células musculares lisas, rim, pancreas.
Fibroblastos, amnios, queratindcitos.
Hemidesmossomas, pele, juncdes dérmico-epidérmicas.
Pulmdes, figado e rins.

Olhos, cerebro, testiculos e tecidos embrionarios.
Epitélio da cdrnea, pele embrionaria, cartilagem esternal, tendéo,

parede do vaso sanguineo.

Fonte: GELSE, POSCHL, AIGNER, 2003; OLSEN et al., 2003.
As principais aplicagdes de colageno como sistemas de administragdo de farmacos sdo

protecdes de coldgeno em oftalmologia, esponjas para queimaduras / feridas e associacdes de

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

2010). Essa extensa aplicagdo ocorre em funcdo da perfeita biocompatibilidade,

biodegradabilidade e atividade bioldgica apresentada por esta proteina (BARRETO et al.,

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

Tabela 02.
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Tabela 02: Membranas de coldgeno comercialmente disponiveis

Curativo Composicao Aplicacao
Alloderm™ Derma de Acellular de origem Auto-enxerto na reconstrucdo de
de pele cadavérica. feridas de queimaduras devido a
sua origem humana. (Kearney
2001)

Integra™ GAGs de coldgeno e tubardo Enxertos de pele de espessura
bovino. parcial, tratamento de Ulceras
nas pernas e ferimento de feridas

graves. (Fitton et al., 2001).
Promogram® Colageno animal (55%) com Absorve proteases em excesso
celulose regenerada oxidada da  superficie da  ferida

(45%). (Schonfelder et al., 2005).
Puraply® Colageno porcino de tipo | Feridas de espessura parcial e

reconstruido.

total incluindo feridas cronicas,
sitios doadores e para cirurgia de
MOHS (Sanjay et al., 2009).

Fibrocol Plus®

Colageno animal 90% com um
alginato 10%.

Feridas de espessura parcial,
Ulceras venosas, feridas
traumaticas agudas, queimaduras
de segundo grau.

Apligraft™/Graftskin™

Fibroblasto humano e colageno
de tenddo bovino.

Ulceras de perna venosa e
Ulceras de pé diabético (Curran e
Plosker 2002).

Orce|™

Queratindcitos epidérmicos
humanos e fibroblastos
dérmicos cultivados em esponja
de col&geno bovino tipo I.

Excesso cirurgico agudo (Still et
al., 2003).

Fonte: VASCONCELOS, CAVACO-PAULO, 2011.

Atualmente, o uso do colageno varia desde revestimento de protese vascular de amplo

calibre até suporte a orientagdo das células nervosas crescentes (CARDOSO et al., 2017).
Contudo, os substitutos dérmicos comercialmente disponiveis a base de colageno, ainda que
muito utilizados na pratica clinica tem como desvantagem a baixa for¢ca mecanica do
colageno, o que pode interferir nos seus efeitos bioldgicos, bem como os resultados de
reparacdo (ZAO et al., 2015; WANG et al., 2016).

Entretanto, de acordo com Chaudry et al. (1997), modificagdes quimicas em matrizes
colagénicas podem representar alternativas de elevado potencial para refinar ou mesmo
modificar propriedades nativas do colageno, sejam elas mecanicas ou fisico-quimicas, para

atender necessidades especificas na area de biomateriais. Dinga, Zhangb e Lia (2015)
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apontam que uma das desvantagens dos filmes puros de coladgeno consiste na superficie
aspera e na baixa termoestabilidade que limitam as suas aplicagbes, por isso h&
desenvolvimento de misturas de colageno com outros polimeros naturais ou sintético. Desta
forma, eles prepararam uma blenda de coldgeno/HPMC comprovando melhoria nas
propriedades mecanicas e térmicas, bem como a hidrofilicidade comparado ao filme puro de
coladgeno, em funcdo das ligacbes de hidrogénio e emaranhamento entre coldgeno e as
moléculas de HPMC, sendo que a utilizacdo do PEG 1500 apurou o estiramento e
“suavidade” do filme.

Para melhorar a estabilidade mecanica da membrana de quitosana-colageno (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 hibrido, cujos resultados
indicaram que PLGAmM/CCS confere forca mecanica melhorada e uma microestrutura porosa
estavel. Quando transplantado para feridas, 0 PLGAmM/CCS resistiu a contracdo da ferida e
promoveu a formacdo 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 mecénica de PU-PLGAM/CCS facilitaram ainda mais a
regeneracdo tecidual, pois a camada dérmica de PU-PLGAmM/CCS combina as vantagens dos
biomateriais bioldgicos e sintéticos, e alcanca um equilibrio entre porosidade,
biocompatibilidade e resisténcia mecéanica.

Paunica-Panea et al. (2016) desenvolveram scaffolds de colageno e dextrana
adicionados de particulas de ZnO. As particulas de ZnO foram capazes de reduzir a absorcédo
de agua para ambas as matrizes de colageno e de coldgeno/dextrana, pois causaram a
diminuicdo dos tamanhos de poros e um aumento na uniformidade, além de causarem efeito
farmacoldgico benéfico.

Yamano et al. (2014) aplicaram fator de crescimento/diferenciacdo 5 (GDF-5) em
membrana de colageno para processo de reparo 0sseo, uma vez que ele € essencial para o
desenvolvimento normal e formacao de 0sso, articulagdes, tenddes e ligamentos no esqueleto
axial e apéndice, e comprovaram que o GDF-5 induziu nova formagdo 06ssea de uma maneira
dose-dependente. Assim, a membrana de coldgeno com GDF-5 pode levar a uma melhora no
tratamento clinico atual de defeitos 0sseos para terapia periodontal e de implante.

Estudos tem relatado a insercdo de produtos naturais na elaboracdo de membranas
bioativas. Dentre os produtos naturais utilizados, a prépolis vermelha tem sido bem

explorada. Albuquerque-Junior et al. (2009) verificaram que a incorporagdo de extrato deste
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produto aos filmes de colageno, aparentemente, estimulou a fibroplastia cicatricial, sem
efeitos toxicos. Assim, esses filmes podem ser considerados promissores para oclusdo da
ferida e reparacéo de tecidos. Ainda, Barreto (2009) desenvolveu membrana de colageno tipo-
I com prépolis vermelha e o estudo indicou que o produto natural propiciou melhorias
importantes no reparo cicatricial e as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos
biofilmes permitiram seu emprego em uma larga faixa de condigdes clinicas onde haja
desnudamento epitelial ou ulceracdo com perda de substancia, sem possibilidade de coaptacao
de bordas.

As membranas de coldgeno contendo genipina e prépolis vermelha obtidas por
Rezende Neto (2011) mostraram caracteristicas aceitaveis para sua aplicagdo no tratamento de
feridas abertas, pois induziram maior indice de contracdo da ferida, reduziram a magnitude e
aceleraram a cronificacdo do processo inflamatorio e aumentaram o grau de colagenizacao
cicatricial nos estagios iniciais do reparo. Elas também propiciaram uma melhor organizagéo
das fibras colagenas nos estdgios tardios do reparo. A reticulagdo com genipina conferiu
melhores condic¢Ges de uso devido a maior resisténcia a manipulacdo. Situacao semelhante foi
obtida por Souza (2013), onde a modificacdo do colageno melhorou as propriedades
mecénicas da membrana bioativa e com a incorporagdo do extrato de propolis vermelha
incrementou a resposta fibroblastica e acelerou a maturagdo epidérmica, bem como a
neoformacado de anexos dérmicos.

Pesquisas voltadas para o melhoramento de membranas de colageno tém se
concentrado em incorporar compostos bioativos (farmacos sintéticos ou produtos naturais) a
fim de que haja uma liberacdo controlada do produto diretamente no tecido danificado. Isto
mantém a substancia em niveis constantes no organismo, implicando em maior eficiéncia do
agente devido a aplicacdo ser diretamente no sitio de acdo, com altas concentracdes
localizadas e reduzindo ou evitando efeitos colaterais sistémicos e menor frequéncia de
administracdo do agente ativo, aumentando o conforto do paciente e eficicia do tratamento
(GOPINATH et al., 2004; LEE, SINGLA e LEE, 2001).

3.4 Pélen Apicola

Estudos recentes demonstram que produtos naturais como frutas, vegetais, plantas
medicinais e ervas tém boas propriedades farmacologicas e podem ser utilizados como
medicina complementar e alternativa para o tratamento de muitas doencas humanas
(YILMAZ et al., 2016; KARASAWA,; STEYGER, 2015). Um produto bem conhecido na
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medicina tradicional € o polen apicola e seus usos se expandiram da area de alimentos
saudaveis para a médica (MOHDALY et al., 2015).

O pdlen apicola é uma aglutinacdo de varios polens florais coletados pelas abelhas
operarias e misturados com néctar e secrecdes hipofaringeanas (enzimas a e B-glicosidase),
resultando na formacéo de “bolotas”, as quais diferem do pélen colhido das plantas (COUTO,
COUTO, 2006). Este produto € rico em proteinas, aminoacidos essenciais, 6leos, &cidos
graxos, minerais, enzimas e co-enzimas, carboidratos e flavonoides, carotenodides e
fitoesterois (XU et al., 2009; CAMPOS et al., 2003). Além disso, conta com um aporte
consideravel de sais minerais (célcio, cobre, ferro, magnésio, iodo, selénio, estroncio, estanho,
boro, fldor, fésforo, potéssio, enxofre, aluminio, manganés, e zinco) e vitaminas (A, do
complexo B, C, D, E, B-caroteno), além de ser uma fonte preciosa de oligominerais (cobalto,
niquel, silicio, titanio, etc.) com mais de vinte elementos (RIBEIRO, SILVA, 2007
FERREIRA, 2012). Considerado por isso um alimento completo (FEAS et al., 2012).

Efeitos terapéuticos e protetores sdo associados ao contetdo de compostos funcionais,
como os polifenois, que sdo as principais substancias responsaveis pela atividade antioxidante
do polen apicola. Os grupos mais relevantes presentes no pélen sdo acidos fendlicos e
flavonoides, e sua atividade bioldgica esta condicionada a sua estrutura quimica especifica
(RZEPECKA-STOJKO et al., 2017). Ao fazer suas considera¢des sobre os constituintes do
polen, Menezes (2009) utilizou-se de outras referéncias para embasar sua afirmacao de que
dentre os carotenoides encontrados geralmente no pdlen apicola sdo predominantes o o-
caroteno e [-caroteno e em menor quantidade criptoxantina, xantofilas e flavoxantina.
Ressalta-se que o perfil de flavonoides e fendlicos, tanto em quantidade como em variedade,
esta diretamente relacionado aos tipos polinicos florais que compdem o pélen de abelha.
Rocha (2013) em sua revisdo cita trabalhos que identificaram o0s principais compostos
fenolicos presentes no polen apicola, apontando flavonoides glicosilados e éacidos
hidroxicinamicos. LeBlanc et al. (2009) identificou os seguintes compostos fendlicos no
polen apicola dos Estados Unidos: acidos p-hidroxibenzoéico, p-cumarico, vanilico, galico e
feralico.

O grupo de compostos bioativos, representado largamente pelos compostos fenélicos
ou polifendis, compreende em torno de 8 mil estruturas diferentes conhecidas. A essas
substancias estdo associadas atividades: anticarcinogénica, anti-inflamatdria, anti-aterogénica,
anti-trombotica, imunomoduladora e analgésica. Por suas caracteristicas quimicas, foram

genericamente divididas em 10 tipos: fendis simples, &cidos fendlicos, cumarinas e
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iIsocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides e ligninas,
sendo os flavonoides a classe mais importante de polifendlicos (GOMEZ-CARAVACA et al.,
2006). Aos flavonoides associados ao polen apicola, atribuiu-se a quercetina a atividade anti-
inflamatdria, ao campferol e seus derivados a reducdo da hiperplasia prostatica e a miricetina
0 combate das alergias (ROCHA, 2013).

Assim como outros produtos de apicultura, o pdlen ganhou maior atengdo em virtude
da potencial aplicacdo de suas propriedades terapéuticas, anti-bacteriana e antifungica
(GARCIA et al., 2001), anti-cariogénica (ALMAS et al., 2001) e pelos efeitos
imunomoduladores (GEBARA et al., 2002; TOHAMY et al., 2014). Prevencéo de problemas
de prostata, arteriosclerose, gastroenterite, doengas respiratérias, dessensibilizacdo 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 acdo ansiolitica (KARAMPOUR, HEMMATI,
MALMIR, 2016).

Pascoal et al. (2014) realizaram extensivos testes com polen apicola comercial,
verificando sua atividade bioldgica nos aspectos antimicrobiano, anti-inflamatério,
antimutagénico e antioxidante. Observaram maior agdo dos extratos frente as bactérias Gram-
positivas, especialmente das estirpes de referéncia — mais sensiveis do que o isolado a partir
de fluidos biolégicos —, sugerindo o uso combinado com antibi6ticos. Seus testes ratificaram a
atividade antigenotdxica substancial do pdlen apicola, uma vez que todos eles diminuiram as
frequéncias de conversdo do gene. Sua pesquisa indicou boa atividade antioxidante.

Basim, Basim e Ozcan (2006) testaram a atividade antimicrobiana do p6len apicola
com varias bactérias fitopatogénicas, observando que dentre todo o grupo, a Agrobacterium
tumefaciens mostrou-se mais sensivel a uma concentracdo de 1/5 do extrato de pdlen.
Fatrcova-"Sramkova et al. (2013) também comprovaram a a¢do, em maior ou menor grau, do
polen, cuja origem boténica era conhecida, contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica CCM 4420; Escherichia coli.
Entretanto, Cabrera e Montenegro (2013) esclarecem que essa acdo depende da origem
botéanica. Isto pode ser confirmado pelo trabalho de Carpes et al. (2009) que ndo encontraram
acao antimicrobiana de polens da regiéo sul do Brasil.

Frigerio (2009), em seu estudo sobre a bioatividade do pélen apicola, citou trabalhos
sobre o efeito de extratos de polen apicola de Eucaliptus globulus e de Salix atrocinerea em

ratos, cujos resultados mostraram que ambas as espécies tém propriedades antidiarréicas,
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reduzindo em cerca de 30% o0s excrementos diarreicos. Este estudo concluiu que a atividade
antidiarréica do pdlen apicola das espécies testadas pode ser devida aos constituintes
polifendlicos, especialmente a quercetina e seus derivados, embora outros compostos possam
ter um papel nesta atividade e ser também responsaveis pelas diferencas nos resultados.

Akkol et al. (2010) testando a atividade in vivo de um mix de pdlen apicola
comercializado na regido da Turquia, verificaram acéo antinociceptiva e anti-inflamatoria a
dosagens de 500 mg/Kg administrado oralmente, sem causar danos gastricos ou toxicidade
aguda. Os principais flavonoides encontrados foram a quercetina, campferol e mirecetina
glicosideos, enquanto os acidos fendlicos foram os derivados de &cido cindmico.

Tohamy et al. (2014) testaram extrato aquoso de pélen e prépolis contra os efeitos
histoldgicos e genotoxicos de cisplatina, observando no po6len maior atividade potencial para
melhorar os efeitos colaterais da administracdo de cisplatina, uma vez que seus efeitos na
diminuicdo do marcador de peroxidagdo lipidica foram significativamente maiores e sua
capacidade de eliminar radicais livres foi melhor do que os da propolis.

El-Asely, Abbass e Austin (2014) constataram que a incorporacao de polen apicola
na dieta de tilapias promoveu melhorias na taxa de crescimento, na imunidade ndo especifica
e foi benéfica para o controle de infec¢des por Aeromonas hydrophila.

Martins (2010) em seu estudo também relacionou uma serie de beneficios atribuidos
ao consumo do pdlen apicola, foram eles: capacidade de amenizar os sintomas de hiperplasia
prostatica benigna e prostatite cronica; melhorar a funcdo hepética; proteger o figado dos
efeitos de irradiacdo por raios-X e de algumas substancias toxicas; diminuir os niveis de
lipideos séricos em animais e em humanos; além de reduzir a formacdo da placa
aterosclerdtica induzida experimentalmente em coelhos.

Martin-Mufioz et al. (2010) afirmaram que o uso do pélen apicola como suplemento
alimentar tem sido recomendado para o tratamento de véarias doencas infecciosas e para
doengas alérgicas, mas foi encontrado casos em que ele foi responsavel por reacOes
anafilaticas. Isto porque o polen de abelha € uma mistura heterogénea de polens de plantas de
diferentes espécies, e seu papel como desencadeador de crises alérgicas manifestadas apos a
sua ingestdo ou de outros produtos das abelhas tem sido demonstrado quando o fator
alergénico compde 0 mesmo.

Os estudos de Feas et al. (2012) sugerem que, em funcdo de o polen apicola
representar uma boa fonte de compostos fenolicos, possa ser Util na prevencao de doengas em

que os radicais livres estdo implicados. Ja os resultados da pesquisa de Omar et al. (2016)
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sugerem que o extrato de pélen de abelha sem ferrdo da Malésia pode ser usado para
complementar tratamentos quimioterdpicos devido a sua atividade antiproliferativa e sua
capacidade de aumentar o efeito do agente de quimioterapia, mesmo em baixa concentracao,
pois foi observado efeito sinérgico com a cisplatina.

Huang et al. (2017) constataram que o extrato de pdlen apicola de magndlia-chinesa
(Schisandra chinensis) reduziu os danos causados por cisplatina no figado e nos rins, reduziu
0 nivel de estresse oxidativo, inflamacao e apoptose e melhorou a capacidade antioxidante,
antiinflamatdria e antiapoptotica do corpo. Reforcando a importancia do uso do pélen para
fins medicinais.

Os resultados de Maruyama et al. (2010) indicam que o efeito anti-inflamatério do
extrato de etanol do pdlen age por inibicdo da producéo de NO, além da atividade inibitoria da
COX-2. Alguns flavondides incluidos no polen de abelha podem parcialmente participar de
alguma acao anti-inflamatoria.

Mohamed et al. (2018) trataram ratos macho diabéticos com suspensdes de polen
apicola e polen de palmeira constatando potencial papel protetor contra a disfuncdo do eixo
testicular hipofisario induzido pela diabetes e as alteracdes deletérias histologicas testiculares
em associacdo com acdes anti-hiperglicémicas através de suas propriedades antioxidantes e
sua eficiéncia para melhorar o nivel de insulina no sangue e a funcao das células beta.

Komosinska-Vassev et al. (2015) referenciam esse efeito hipoglicemiante do pdlen
como decorrente da presenca de acidos graxos insaturados, fosfolipidios e fitoesterdis. Citam
também estudos que indicam reducdo da capacidade de agregacdo plaquetaria e aumento da
atividade do sistema fibrinolitico e efeito antiaterosclerético que protege contra doencas
cardiacas e tragos cerebrais.

O polen apicola é uma fonte consideravel de compostos com potencial de protecédo da
salde, certa concentracdo de fitoesterois e é rico em fitoquimicos como compostos fendlicos.
(ALICIC et al., 2014). A ingestdo diaria de polen de abelha pode regular as funcdes
intestinais, efetivamente reduzir a fragilidade capilar e tem efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular, viséo e pele (PIETTA, 2000).

Os polifendis presentes no pélen de abelhas e outros produtos de abelhas contém
atividades antioxidantes e antiproliferativas que podem regular a proliferacdo celular e induzir
a apoptose (PREMRATANACHAI; CHANCHAO, 2014). O efeito cicatrizante do polen

apicola também foi testado com sucesso por Olczyk et al. (2016) a partir de pomada a base de
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polen, a qual demonstrou reepitelizacdo e fechamento da ferida de queimadura, com efetiva
atividade antimicrobiana.

O polen apicola possui forte potencial para o desenvolvimento de produtos com fins
farmacologicos, em virtude de todas as propriedades supracitadas. Assim, foi desenvolvida
uma biomembrana contendo extrato hidroetanolico liofilizado de pdlen apicola polifloral, a
qual foi submetida a avaliagdo genotoxica, a fim de atestar a seguranca de uso da mesma, pois

é fundamental que o produto ndo ofereca risco de alteracdes genémicas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Pélen apicola
4.1.1 Anédlise polinica

As amostras de polen apicola (desidratadas) foram obtidas diretamente no apiario
produtor na zona rural da cidade de Esperantina (Pl), situado nas coordenadas 03° 54' 06" S
42° 14' 01" O, nos periodos de producdo entre 0s meses de fevereiro a maio de 2017, sempre
no turno da manha. O acesso foi cadastrado junto a plataforma do Sistema Nacional de Gestdo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (anexo ).

A anélise polinica procedeu-se no Laboratério de Micromorfologia Vegetal da
Universidade Estadual de Feira de Santana — BA, seguindo a metodologia descrita por Santos
(2011). O polen desidratado (4,0 g) foi desagregado em agua destilada morna (20 mL) por 2
h, aproximadamente, agitando-se com bastdo de vidro até a completa desagregacdo das
bolotas. Depois, essa preparagdo 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
maceracao por 3 h. Ao final desse tempo, realizou-se nova centrifugacéo para separacao do
alcool. Esta fase de preparo foi finalizada com a adicéo de etanol 95% ao sedimento polinico,
para a sua desidratagéo, sendo centrifugado para remocao completa do etanol.

Os sedimentos polinicos foram submetidos ao método de acetélise (ERDTMAN,
1960), sendo tratado com uma mistura de acido sulfurico e anidrido acético na proporcao de
1:9. Em seguida, o sedimento resultante foi lavado com agua destilada por duas vezes, com as
respectivas centrifugacdes, e acrescentado dgua glicerinada (50%) por um intervalo de tempo
de 1-24 horas, procedendo-se a nova centrifugacdo e com o sedimento polinico residual,
foram confeccionadas as laminas para as anélises palinoldgicas em microscépio.

A partir de cada amostra foram montadas cinco laminas (corada com safranina), nas
quais foram contados os grdos de pdlen, pelo menos 500 por ldmina, para estabelecer a
frequéncia dos tipos de polen. Os tipos polinicos foram identificados em sua afinidade
botanica por comparacdo com laminas da palinoteca do Laboratorio de Micromorfologia

Vegetal (Universidade Estadual de Feira de Santana).
4.1.2 Preparacdo e caracterizacdo dos extratos etandlicos do pélen apicola

Preparou-se extrato bruto do podlen apicola com etanol 75%, na proporgao
polen:solvente de 1:5 (m/v), mantidos em maceracdo por 24 h a temperatura ambiente
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(~28°C), no escuro. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador a 45°C sob vécuo, conforme o descrito por Zhang et al. (2015).

Uma aliquota do extrato foi retirada para realizacdo dos testes de fenolicos totais,
flavonoides, para os testes de atividade antioxidante (FRAP, DPPH e ABTS) e atividade
antimicrobiana empregou-se 0 concentrado rotaevaporado liofilizado, armazenado em

eppendorff e acondicionado em freezer, protegido da luz até o uso.
4.1.2.1 Analise de fendlicos totais

Seguiu-se 0 método espectrofotométrico utilizando-se o reagente de Folin Ciocalteau
descrito por Slinkard e Singleton adaptado por Vieira et al., 2011. Para a construcéo da curva
de calibragdo foi utilizado a 4cido galico como padrdo, nas concentrages de 5 a 240 pg mL™,
e a partir da equacdo da reta obtida por regressdo linear efetuou-se o calculo do teor de
fenolicos 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 solucédo de carbonato de sodio (0,2 g mL"
) e a mistura foi incubada ao abrigo da luz por 1 hora, a temperatura ambiente. A
quantificacdo de fendlicos totais foi feita pela interpolacdo na curva padrao de &cido galico e
os valores expressos em miligramas de equivalente de acido galico (EAG) por g de amostra.
O branco foi feito com o solvente empregado na elaboracdo dos extratos (usando a mesma
guantidade da amostra) e subtraiu-se dos resultados finais com a amostra para ndo

superestimar os resultados, sempre em triplicata.
4.1.2.2 Determinacéo de flavonoides totais

Usou-se 0 método colorimétrico, como descrito por Zhishen, Mengcheng, Jianming
(1999) adaptado. Tomou-se 0,5 mL do extrato, adicionou-se 2,2 mL de agua destilada e 0,15
mL de NaNO; 5% (m/v) e homogeneizou-se em voértex. Apds 6 minutos foi adicionado 0,15
mL de solugdo de AICl3 10% (m/v), homogeneizou-se em vortex. Apos 6 minutos, foi
adicionado 2 mL de solucdo de NaOH 4% (m/v), homogeneizado e aguardou-se por 15 min.

A leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 510 nm, utilizando a agua destilada como
branco. A quantificacdo de flavonoides totais se fez pela interpolagdo na curva padrdo de
catequina e os valores sdo expressos em miligramas de equivalente de catequina por g de

amostra.
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4.1.2.3 Determinacao da atividade antioxidante via DPPH

Usou-se 0 método de Brand-Willians et al. (1995) com algumas adaptagdes de Zhang
et al. (2015). Inicialmente, 0,2 mL do extrato de polen em varias concentracées (5,0-40,0 mg
mL™) foi misturado com 2 mL de etanol e 1,8 mL de 4gua e 2 mL de solucéo alcodlica de
DPPH (0,2 mmol L™). A mistura foi agitada e mantida por 30 minutos ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente (~28°C). A absorbéncia foi medida em 517 nm em espectrémetro UV-
Vis.

A absorbancia do controle foi medida usando 1,8 mL de 4gua e 2 mL de solucdo de
DPPH. O célculo da atividade de protecdo seguiu a formula:

%AA=AbS;m — Absp, x 100 (Eq. 1)
Abs;m

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 espectrofotdmetro modelo SP-220. Adicionou-se
40 pL do extrato reduzido em rotaevaporador a 1960 uL do radical ABTS, homogeneizando-
se bem em vortex. Foi deixado em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e a descoloracdo
verde para amarela foi medida em 734 nm. O branco foi feito com os mesmos solventes das
amostras e em triplicata. A quantificacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS se fez
pela interpolacdo na curva padrdo 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 analise, seguiu-se a metodologia descrita por Arnous, Makris e Kefalas
(2002). Foi pipetado 0,2 mL da solucdo de cloreto férrico 3 mM para os tubos de ensaio;
foram preparados duas provas em branco, isto €, 0,2 mL da solugéo de cloreto férrico 3mM e
0,2 mL do solvente utilizado para a extracdo 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 adicdo foi realizada em intervalos de 1 minuto entre os tubos; a reagdo foi
mantida durante 30 minutos em banho-maria a 37°C; retirou-se do banho e adicionou-se 3,6
mL da solucdo de TPTZ preparada recentemente; ap6s 10 minutos da adi¢cdo do TPTZ,

mediu-se a absorbancia a 620nm, sempre em triplicata.
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4.1.2.6 ldentificagéo dos compostos fenolicos por CLAE-DAD/EM-ESI

Os principais flavonois e &cidos fenolicos foram separados e identificados por CLAE-
DAD-EM-ESI usando coluna de fase reversa Luna C18(2) HST (100 x 3.0 mm, 2,5 um;
Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Como fase mdvel usou-se agua acidificada com &cido
férmico 0,1% (solvente A) e acetonitrila (solvente B). A separacdo ocorreu sob gradiente a
uma taxa de fluxo de 0,5 mL min™, com gradiente programado de 22 min, iniciando com 5%
de acetonitrila, sequindo para 8% de acetonitrila em 5 min, com aumento para 15% em 8 min,
mantendo nessa proporgao por 2 min, em seguida novo aumento para 20% de acetonitrila em
12 min, a proporcdo foi de acetonitrila aumentando novamente para 35% em 15 min e
mantendo a 3min, finalmente houve uma diminui¢do na proporcéo de acetonitrila para 5%,

que foi mantida por 2 min.

O sistema cromatografico foi da Shimadzu (modelo LC-20ADX Proemnience, Kyoto,
Japan) equipado com duas bombas de alta pressdo e um detector de arranjos de diodo
acoplado ao espectrometro de massas Bruker (modelo Amazon Speed, Billerica, MA, EUA)
com analisador de ions e ionizacdo por electrospray (ESI) operado em modo negativo e
controlado por software HyStar, nas seguintes condicGes: voltagem capilar 3,5 Kkv;
temperatura 230°C; fluxo de gas de dessolvatacdo (N,), 360 L/h; intervalo m/z de 100-1000.
As amostras foram injetadas em triplicata e os flavonoides e &acidos fendlicos foram
identificados correlacionando relacdo massa:carga do ion (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 pdlen apicola 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 colec¢Ges da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As cepas foram
ressuspendidas em solucdo salina 0,9%, cuja concentracdo 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 espectrofotdmetro Bioespectro modelo SP-22.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) — a menor concentracéo do
extrato de polen apicola capaz de inibir o crescimento visivel do inoculo — contra os
microrganismos selecionados, foi realizada de acordo com a adaptagdo de compéndios

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 diluicdo seriada do extrato em
4gua destilada esterilizada (0,67 a 80 mg mL™), com base verificado na literatura cientifica.
Prepararam-se trés tubos para cada microrganismo e foi preparado um grupo contendo a
mistura de todos os microrganismos, denominado de POOL, uma forma de simular a presenca
dos varios microrganismos presentes na pele. Ao caldo foram adicionados 0,1 mL da
suspensdo de microrganismos e 0,1 mL das diluicbes do extrato, em seguida os tubos
contendo o caldo nutritivo, microrganismo e extrato foram incubados a 37°C por 24 horas em
estufa incubadora modelo B.O.D. CT-705 Cientec. Todas as diluicdes dos extratos e

microrganismos foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em mg mL™.

Figura 03: Esquema representativo do procedimento experimental para realizacdo da analise

de atividade antimicrobiana por CIM
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4.2 Obtencio da membrana

Para a preparacdo das membranas utilizou-se colageno hidrolisado, adquirido no
comércio local, o qual foi disperso em &cido acético 0,5 mol L™ com agitacdo magnética a
500 rpm em temperatura ambiente (~28°C). Em seguida, adicionou-se o extrato liofilizado do
polen apicola, dissolvido em polimero hidroxilado de baixo peso molecular, ambos em
quantidade proporcional ao peso do coladgeno seco. A dispersdo polimérica foi misturada a
composi¢do e mantida em agitador magnético para a completa homogeneiza¢do, mantido
ainda a temperatura ambiente (~28°C), conforme descrito por Rezende Neto (2011).

As membranas foram produzidas por casting process, isto €, desidratagdo de uma
solucdo filmogénica, onde a dispersdo polimérica foi vertida em placa de petri de vidro e
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postas em capela de exaustdo continua até a formacdo da biomembrana (SOUZA, 2013). Cabe
ressaltar que por questdes de o produto estar em processo de protecdo inventiva, as

proporcOes exatas foram omitidas (anexo I11).

Figura 04: Esquema representativo do procedimento experimental para realizacdo de
confec¢do das membranas de coladgeno
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4.3 Estudos in vivo da membrana

Esta pesquisa seguiu o0s principios éticos da experimentacdo animal, estando de acordo
com critérios proposto pela Lei n°® 11.794/2008: experimentacdo animal. O projeto de
pesquisa foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de animais da
Universidade Estadual do Piaui, sob protocolo n® 15486/2015 (anexo I), somente apds a sua
aprovacao, a coleta de dados foi iniciada.

Para os testes de genotoxicidade foram utilizados ratos adultos da espécie Rattus
norvegicus variedade Wistar, machos e fémeas, pesando entre 280-300 g, provenientes do
Biotério da Universidade Estadual do Piaui, mantidos em condi¢fes de temperatura e umidade
controladas, ciclo claro-escuro de 12 h, iniciando-se as 6 h. Os mesmos foram abrigados em
suas gaiolas moradias (5/gaiola) com livre acesso a agua e alimentagéo.

Para os testes de cicatrizagdo foram utilizados camundongos Mus musculus Swiss,
machos, pesando entre 100-180 g, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do
Piaui, mantidos em condi¢des de temperatura e umidade controladas, ciclo claro-escuro de 12
h, iniciando-se as 6 h. Os mesmos foram abrigados, individualmente, em gaiolas moradias

(1/gaiola) com livre acesso a &gua e alimentag&o.
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4.3.1 Ensaio cometa alcalino

Para realizacdo do ensaio cometa, foi utilizado o procedimento padrdo 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 individuos: grupo tratado, que recebeu
implante intraperitoneal de membrana a base de polen apicola, 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 inclusdo do grupo tratado; grupo controle parametro negativo, que recebeu agua
destilada; e grupo controle parametro positivo, que empregou ciclofosfamida na dosagem de
50 mg/kg de peso corpdreo. Nos quatro grupos foi observado o grau de dano (4h) e reparo
(24h).

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

cometa alcalino
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Fonte: Tice et al., 2000 (adaptada)
Ap0s cada coleta de sangue periférico dos animais, 5 pL de células sanguineas (sangue
heparinizado) foram pipetados e misturados a 95 pL de agarose Low Mellting e espalhados

sobre laminas embebidas em gel de agarose e cobertas com laminulas. Foram confeccionadas

43



2 laminas por animal, em cada coleta. As laminas foram inseridas em solucdo de lise por 2
horas. Apos este periodo, as laminas foram imersas em tampéo de pH alcalino (>13) por25
minutos. Este processo permitiu o desenovelamento das cadeias de DNA por meio do
rompimento das estruturas secundaria e terciaria, presentes no nucleo celular. Apos o
desenovelamento, as laminas foram submetidas a uma corrente elétrica em cuba de
eletroforese, que induziu a migragéo dos fragmentos de DNA no sentido do anodo, 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 laminas foram neutralizadas logo apos a eletroforese com tampdo Tris 0,4 M, pH
7.5, fixadas, lavadas com &gua destilada e secas por 12 h. Apés hidratagcdo durante 5 minutos
em agua destilada, as laminas foram coradas com Gelred e analisadas ao microscépio de
fluorescéncia em aumento de 40 x. Avaliou-se a extensdo dos danos ao DNA a partir do
comprimento da distancia de migracdo 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 publicacdes anteriores (COLLINS et al., 2008;
AZQUETA, COLLINS, 2013).

4.3.2 Teste do micronucleo

Foram utilizados 30 animais, divididos em trés grupos: grupo experimental, que
recebeu o implante intraperitoneal de membrana a base de polen apicola, a qual foi
implantada através de uma Laparotomia, que seguiu 0 mesmo procedimento do teste do
cometa; grupo controle pardmetro negativo agua destilada; grupo controle positivo,
ciclofosfamida 50 mg/kg de peso corpéreo, via Intraperitoneal. Dos dez animais de cada
grupo, cinco foram utilizados para exposi¢do aguda (48h) e 05 para exposi¢édo croénica (72h).

A coleta foi realizada imediatamente apds a eutanésia 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 fémur, promovendo a lavagem do componente
medular em direcdo a outra extremidade, colhido em tubo Falcon, previamente marcado com
0 codigo do animal. O material da medula foi ressuspendido em soro fetal bovino, até atingir
uma homogeneidade.

Em seguida, a suspensdo foi centrifugada por 5 minutos a 1.000 rpm, descartando o
sobrenadante. Adicionou-se 0,5 mL de soro fetal bovino a amostra, suspendendo-a até a
homogeneizacdo. As laminas com os esfregacos foram preparadas a partir de 02 gotas da

suspensdo; estas laminas foram secas ao ar livre e apos 24h, elas foram imersas em corante
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Giemsa por 3 minutos. Para cada animal foram confeccionadas 2 laminas, contabilizando-se
2.000 eritrocitos policromaticos (PCEs) por lamina. Todo o protocolo foi desenvolvido de
acordo com Hayashi et al. (1994) e Hamada et al. (2015).

4.3.3 Ensaio bioldgico de cicatrizacéo

Para 0 procedimento cirurgico, 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 a
temperatura controlada de 22°C aproximadamente, em regime de luz com ciclo claro-escuro
de 12h, recebendo &gua ad libitum e dieta padrdo. A confeccdo das feridas foi realizada sob
anestesia geral, com injecdo intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de peso de uma solugéo
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 topico a 1%.

Foram entdo realizadas feridas cirurgicas padronizadas com éarea de 1,0 cm2 A
profundidade foi determinada através da penetracdo da parte ativa da lamina do bisturi, em
torno de 5,0 mm. Os animais foram entdo subdivididos nos seguintes grupos (n=5): CTR
(ferida aberta — sem cobertura), CMP (ferida aberta com cobertura de membrana de colageno
com polen apicola), CP (ferida aberta com cobertura de pomada cicatrizante comercial) CM
(ferida aberta coberta com membrana sem extrato).

Apoés 7, 14 e 21 dias a partir dos procedimentos cirdrgicos, cinco animais de cada
grupo foram eutanasiados por analgesia. Constatada a morte dos animais, foi realizada a
remocdo do tecido equivalente a area cicatricial com margens de 3,0 mm. Os tecidos
removidos foram acondicionados em frascos plasticos contendo formol (10%, pH 7,4) e

fixados por 48h.
4.3.3.1 Procedimentos histoldgicos

Decorrido o periodo de 48 horas para a fixacdo, as pecas foram seccionadas
transversalmente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina sob a
forma de blocos. Os blocos foram montados no micréotomo e obtidos cortes com 5 um de
espessura e, a seguir, submetidas a coloragcdo Hematoxilina/Eosina (HE) e Picrossirius.

Para avaliacdo das caracteristicas histomorfologicas associadas ao processo
inflamatdrio/reparativo, foram analisadas as seccdes histoldgicas coradas em HE (BARRETO,
2009).
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Para a analise qualitativa do colageno foi obtido fragmento longitudinal de 5 mm do
corpo, compreendendo a sutura gastrica. Estas amostras foram conservadas em frascos
separados em formol a 10%. ApOs microtomia, os cortes histoldgicos foram submetidos a
coloracdo pelo picrosiriusred - F3BA. Para identificacdo de coldgenos maduro (tipo I) e
imaturo (tipo 1), analisaram-se os cortes histolégicos por meio de microscépio éptico, em
aumento de 400 vezes, com fonte de luz polarizada.

As imagens foram captadas por uma camera e transmitidas a monitor colorido,
congeladas e digitalizadas por meio de placas. Finalmente, foi realizada a analise das imagens
mediante o aplicativo Image Pro-Plus versdo 4.5 para Windows (Midia Cibernética, S&o
Paulo,SP). No sistema RGB (Red, Blue, Green) foram considerados valores para tons de
vermelho, amarelo e laranja (colageno tipo 1) e para tons de verde (colageno tipo IlI).

Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas condicGes de regulagem, dentro dos
pardmetros exigidos pelo referido aplicativo. Nos cortes histoldgicos analisados determinou-
se 0 campo microscopico sobre a area de cicatrizacdo e foram obtidas medidas de duas areas
distintas. Em cada uma delas o “software” calculou a percentagem da area ocupada pelas
fibras que continha colageno dos tipos I e 11l em relacdo a area total examinada. Considerou-
se como medida da percentagem de fibras colagenas, a média das duas areas analisadas. A
partir da medida da percentagem de fibras colagenas foi calculado o indice de maturacdo de
colageno (IMaC) foi realizado segundo o descrito por Trubian, sendo obtido através da razao
percentual de colageno tipo | pelo Percentual de colageno tipo Ill, onde valores maiores do
qgue 1 indicam que a percentagem de colageno tipo | € maior do que a percentagem de

colageno do tipo IlI.

4.4 Analise Estatistica

Os dados serdo analisados utilizando One-Way ANOVA e teste o teste t de Student.
Para todos os testes sera considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados serdo
expressos como médias, desvio padrdo das trés experiéncias independentes. O resultado sera

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

5.1 Caracterizacdo do Pdlen Apicola
5.1.1 Identificacdo polinica

No processo de caracterizacdo de amostras de p6len apicola, a analise polinica é de
grande importancia, especialmente levando em consideragdo dois aspectos: o fato de as
abelhas da espécie Apis mellifera possuirem habitos alimentares amplamente generalistas
quanto ao pasto visitado (MINUSSI, ALVES-DOS-SANTOS, 2007); e a influéncia que essa
composigdo exerce sobre a composi¢do quimica, fitoquimica e biologica do pdlen (FEAS et
al., 2012).

A identificacdo da origem boténica das amostras de pdlen baseou-se na morfologia
dos grdos acetolisados. A Figura 06 apresenta os principais tipos polinicos encontrados nas

amostras analisadas, permitindo observar as diferengas entre eles.

Figura 06: Microfotografia das laminas produzidas a partir do sedimento polinico acetolisado

em microscopio éptico em lente de aumento de 100x
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A frequéncia dos tipos polinicos esta representada na Tabela 03. A partir dela foi
possivel definir as informacdes sobre o pasto apicola utilizado pelas abelhas, apontando o tipo
de vegetacdo de sua preferéncia, cabendo ressaltar que isto contribui para a preservacdo ou

ampliacdo do mesmo para garantir a boa producao de polen apicola pelo apiario.

Tabela 03: Espectro polinico das amostras de polen apicola da regido norte do Piaui

Familia Tipo polinico
%
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 polinico M. pudica pode
corresponder a outras plantas do género, por exemplo: M. sensitiva, M. scabrella (arvore e
ocorre com maior frequéncia no Sudeste, mas pode ser ornamental), M. lewisii etc. Os tipos
polinicos “Poaceac” e Cecropia sdo anemdfilos, e, em geral, contaminantes de produtos
apicolas, entretanto as plantas da Cecropia sdo heliéfitas, ocorrendo em matas secundérias e

areas de clareiras. Ja o tipo Typha, é anemofilo, a coleta de sua inflorescéncia é feita por
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abelhas-sem-ferrdo e as plantas s&o indicadoras de areas alagadas, pois s6 crescem em charcos
ou bordas de lagos e lagoas.

Baseado na frequéncia dos tipos polinicos, o pdlen apicola pode ser considerado
monofloral ou heterofloral. Neste caso, considerando as afirmacdes de Arruda et al. (2013),
quando a amostra possui mais de 45% de um mesmo tadxon boténico na sua composicao, o
polen pode ser considerado monofloral. Contudo, os autores destacam que além do percentual
€ necessario que o taxon seja um grande produtor de graos de polen.

Nota-se que Mimosa caesalpinifolia é a espécie dominante no polen coletado, com
mais de 45% de contribuigdo. Esta planta é uma Fabaceae subfamilia Mimosaceae, conhecida
popularmente como sabié& ou sansdo-do-campo, uma planta nativa e das mais representativas
da vegetacdo do Nordeste brasileiro, cujas flores apresentam alto teor de néctar e, por isso,
grandes produtoras de polen (ALVES, 2013), denotando seu alto valor apicola. De acordo
com Souza (2012), seu periodo de floragdo coincide de margo a abril, justificando a
predominancia desse tipo polinico nas amostras analisadas, visto que a coleta compreendeu
este periodo.

Pela Tabela 03 é possivel verificar que algumas espécies foram destacadas em
relacdo as demais, isto porque elas sdo grandes produtoras de graos de pélen, corroborando a
atribuicdo de polen apicola monofloral, uma vez que a espécie Mimosa caesalpinifolia esta
entre as assinaladas. Logo, essas amostras podem ser consideradas monoflorais. Nascimento
(2015) obteve resultado semelhante pesquisando a origem botanica do pélen produzido nesta
regido. Isto pode ser justificado porque o principal periodo de producdo de pdlen por essa
unidade constituir-se entre os meses de fevereiro a maio, nos quais o indice pluviométrico é
mais significativo, favorecendo a alimentacdo das abelhas.

Melo et al. (2009) também identificaram amostras de polen do interior do estado de
Sdo Paulo com predominancia do tipo polinico tipo Mimosa caesalpinifolia, demonstrando
que este tipo polinico influencia de modo inversamente proporcional a concentracdo de
lipideos. O impacto deste parametro pode ser sentido na composi¢éo de substancias bioativas
que sejam lipossoltveis ou hidrossoliveis, aumentando ou reduzindo o potencial bioldgico
dessas amostras.

Modro, Marchini e Moreti (2011) destacam que esse tipo polinico é mais frequente
nas amostras coletadas no verdo, o que corrobora com os resultados obtidos por nossa
pesquisa. Enfatizam ainda que nessa estacdo do ano ha maior riqueza em recursos polinicos,

tanto em quantidade como em variedade, uma vez que os indices pluviométricos, em geral,
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sdo maiores, 0 que implica em maior desenvolvimento de flores, representando mais opgoes
de pasto para as abelhas, justificando a variedade observada na Tabela 03.

A maioria dos estudos sobre a M. caesalpinifolia é direcionada para 0 aspecto de
cultivo e manejo propriamente dito. Contudo, Cartaxo (2009) indica propriedades medicinais
e/ou farmacologicas da planta, sendo utilizada no combate a inflamag&o em geral. Além disso,
pesquisas apontam para o potencial antioxidante de suas inflorescéncias, devido a presenca 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 populacéo
com finalidade medicinal: a casca do caule pode ser usada tanto por via oral, para o
tratamento de doencas respiratdrias, quanto externo, para o tratamento de ferimentos e
sangramento. Além da casca, suas inflorescéncias tem uso tradicional pela populacdo no
tratamento de hipertenséo.

De acordo com levantamento feito por Moncéo et al. (2015), espécies de Mimosa sédo
ricas em polifenois como flavonoides, lignanas, alcaloides, esteroides entre outros,
substancias essas que poderiam ser responsaveis pelos efeitos de: potencial antioxidante,
atividade antimicrobiana, acdo anti-inflamatéria, antifingica, antinociceptiva e
antiulcerogénica e efeitos citotdxicos. Eles revelaram em sua pesquisa fitoquimica e bioldgica
da casca do caule de M. caesalpiniifolia, que a mesma pode representar uma fonte alternativa
de compostos antitumorais, associando esse efeito a presenca do acido betulinico e por co-
sinergismo quimico com outros compostos.

Essas informagdes sdo importantes para servir de suporte para a avaliagdo de
compostos bioativos encontrados nessas amostras, uma vez gque essa composi¢do botanica

reflete-se diretamente sobre a caracterizacdo dos extratos.
5.1.2 Identificacdo de compostos bioativos do polen apicola

O polen apicola é relatado como uma importante fonte de substancias bioativas tais
como fitoesterois, carotenoides e polifenois (GABRIELE et al., 2015). Estes séo
guimicamente definidos como substancias com um anel aromético unido a um ou mais grupos
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais que lhes confere o poder antioxidante, isto
porque eles atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio e eliminadores de
oxigénio singlet (SOARES et al., 2008; NEGRI et al., 2011; LIN et al., 2016).
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Por ndo haver um padrdo metodoldgico de extracdo dos polifenois, optou-se utilizar
como referéncia a pesquisa de Zhang et al. (2015) que demonstraram uma condi¢do de
trabalho com resultados superiores as demais utilizadas. Assim sendo, na Tabela 04 constam
os resultados obtidos na caracterizacdo qualitativa de compostos bioativos presentes nas

amostras de extrato de p6len apicola empregadas na confeccdo da membrana.

Tabela 04: Conteudo de polifenois, flavonoides e de atividade antioxidante do extrato de

hidroetandlico de pélen apicola

Polifenois* Flavonoides* DPPH ABTS* FRAP*

Amostra (M9 GAE gt (mgCAEg*  (ECs))  (umol detrolox (pmol de trolox

pélen) pélen) g™ pélen) g™ pélen)

EXtralo 19604059  479:1,20  40mg/ml  33,72+0,35 2,75+0,07

*Resultados expressos em mediatdesvio padrdo (n=3). FT — Fendlicos totais; FL — Flavonoides.

Na Tabela 04 constam os resultados verificados nesta pesquisa e dados comparativos
obtidos na literatura, sendo possivel observar as diferencas entre os valores registrados. Isto
porque o conteddo de compostos bioativos sofre influéncia de varios fatores, tais como: época
de coleta, florada, solvente, forma de extracdo, manuseio do extrato, regido geografica de
plantio, variacdo a exposi¢do solar, método de cultivo e fertilizacdo aplicados, cultivar
analisado, dentre outros (FALLER, FIALHO, 2009). Essas variacdes tendem a ser
observadas, especialmente, em polens produzidos por abelhas da espécie Apis mellifera por
possuirem habitos alimentares amplos (MINUSSI, ALVES-DOS-SANTQOS, 2007), o que
dificulta comparar tipos polinicos da mesma origem botéanica.

Na literatura cientifica encontrou-se os resultados de LeBlanc et al. (2009), como é
possivel notar pela tabela, que trabalharam com espécies familiares as identificadas nesta
pesquisa, contudo suas amostras eram provenientes do deserto de Sonoran, entdo, acredita-se
que essa alta taxa de insolacdo tenha contribuido para essa maxima producdo de compostos
fenolicos. Amostras do mesmo género foram estudadas por Menezes et al. (2010), entretanto
0 modo de extracdo pode ter influenciado na resposta — uma vez que o solvente foi 0 mesmo —
pois utilizaram agquecimento e agitacdo para a obtencdo do extrato, enquanto o desta pesquisa
foi extracdo a frio. Isso reforca o impacto das condi¢cdes ambientais sobre estas analises.

Além desses interferentes, a combinacdo de solventes representa um ponto de

relevancia para uma extracdo eficiente de compostos fenolicos de uma matriz vegetal,
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destacando o0 metanol e o etanol como os solventes mais indicados como meios extratores
devido as 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 a satide humana (BARBI, 2016).

Os flavonoides apresentam caracteristicas estruturais diferentes e exibem varias
atividades bioldgicas. Como grupo predominante na classe dos polifenois, sua atividade
antioxidante se da pela sua oxidacédo, causada por radicais, estabilizando-os (ALICIC et al.,
2014). A atividade antioxidante € uma das mais comuns atribuidas aos polifenois. De acordo
com o modo de acdo sobre os radicais livres (direta ou indireta) eles sdo considerados
antioxidantes primarios, pois reagem diretamente com radicais formando produtos
termodinamicamente estaveis ou complexos mais estaveis que o radical livre precursor,
interrompendo a reagdo radicalar (ARCHELA, DALL’ANTONIA, 2013). Essa ¢ uma
informacdo interessante que justificaria a variacdo de respostas aos testes realizados, visto a
variedade de testes antioxidantes in vitro que podem ser aplicados aos extratos.

Esse estudo aplicou trés tipos de teste para realizacdo de uma avaliagdo mais ampla
(Tabela 04), pois tém sido relatados comportamentos distintos de acdo. Isto porque ha
compostos que possuem excelente propriedade de quelacdo do ferro e de outros metais de
transicdo, e outros agem neutralizando a acdo oxidativa dos radicais livres (FIORANI et al.,
2002). Outro ponto é a variacdo na sensibilidade dos métodos de atividade antioxidante. A
medida do DPPH foi feita por ECso, que representa a concentracdo minima onde ocorre a
reducéo de 50% da concentracdo do radical, verificando-se a concentragdo de 40 mg mL™ 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
determinacdo da atividade de estabilizacdo de radicais de produtos apicolas e destacam a
variacdo dos resultados obtidos pelas pesquisas em funcdo das diferencas entre as espécies de
flores visitadas e, consequentemente, a composicdo quimica, bem como pelo solvente.
Duarte-Almeida et al., (2006) explicam que essa avaliagdo baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, neste caso o DPPH. Como a
atividade é dada pela perda da absorbancia em 515 nm, quanto maior a perda, maior sera 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 coloracéo azul/verde com absor¢do méxima em
734 nm, a partir do momento em que € estabilizado, perde a coloracdo se tornando incolor,
logo quanto maior a perda, mais ativa é a amostra. Quanto maior a concentracdo pmol de
trolox.g de pdlen, 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 fon Fe** a Fe**, analisando a
capacidade que determinada amostra tem de transferir elétrons e causar reducdo de ions
metélicos ou radicais livres, medindo assim a sua capacidade redutora, a qual é proporcional
ao ganho de absorcdo, quanto maior o ganho mais eficiente ela sera (CARVALHO, 2016).

Ainda é pouco usual nas metodologias de avaliacdo da atividade antioxidante das
amostras de pélen, mas o resultado deste teste pode ser considerado um pouco menor do que 0
encontrado por LeBlanc et al.(2009), pois a quantidade de substdncia necessaria para
promover a reducdo do fon Fe** é menor, sinalizando que o extrato possui baixa capacidade
de transferéncia de elétrons. Este método representa uma alternativa desenvolvida para
determinar a reducdo do ferro em fluidos bioldgicos e solu¢des aquosas de compostos puros
(PULIDO et al., 2000), uma vez que os métodos in vitro sdo radicais que nao sdo encontrados
no organismo humano.

LeBlanc et al., (2009) enfatizam as diferencas nos resultados das amostras utilizadas,
destacando a planta Mimosa como uma excelente contribuinte em compostos fendlicos, uma
vez que ela foi relatada como fonte de altos niveis de polifendis e possuidora da maior
atividade antioxidante comparada a outras culturas de energia renovavel como: Sericea
lespedeza, Pueraria, arunzu, Panicum virgatum, Mucuna pruriens.

Juntamente a essa capacidade dos polifenois neutralizarem radicais livres, outros
efeitos fisiolégicos podem ser registrados, tais como: anti-infamatorio, antialergénico,
antiviral, anticancer, antifingico, quimioprotetor, imunoestimulador, hepatoprotetor e inibidor
de enzimas especificas (KOSTIC et al., 2015; RZEPECKA-STOJKO et al., 2017).

Ainda que esses radicais testados ndo sejam encontrados nos organismos vivos, é uma
medida quimica importante para avaliar o potencial de acdo dos extratos de polen apicola. E
isto ganha um significado ainda mais relevante dentro do escopo desta pesquisa, pois a
inclusdo deste extrato na membrana para tratamento de lesdes cutaneas pode acelerar esse

processo de cura, uma vez gque, como afirmam Carvalho e Coutinho Neto (2016), as espécies
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reativas de oxigénio produzidas pelo proprio organismo podem desestruturar as membranas,

prejudicando seu funcionamento e impedindo o metabolismo celular.

Os resultados obtidos na identificacdo via CLAE-DAD/EM-ESI estao relacionados na

Tabela 05. A identificacdo dos compostos sO foi possivel a partir da comparacdo dos

fragmentos gerados na espectroscopia de massa dos picos de maior intensidade com os

existentes na literatura.

Tabela 05: Compostos fenolicos identificados no extrato etanolico de pélen apicola da regido
norte do Piaui por CLAE-DAD/EM-ESI (tempo de retencdo, m/z)

T, MS ID
114 305 Epigalocatequina ou galatocatequina
2 |15 191 Acido quinico
3|16 195 Acido galactdnico
4152 335 Acido cafeoilchiquimico
5|88 353 Acido clorogénico (isbmero)
6 | 91 273 Floretina
7 11,7 625 Quercetina-3-O-glicosideo
8 | 11,8 625 Quercetina 3,7-di-O-hexosideo
9 12,8 436 Floretina hexosideo
10 | 13,2 609 Quercetina rutinosideo (isdmero)
11 |13,4 194 Acido feralico
12 | 13,4 195 Acido galactdnico
13| 13,4 609 Luteolina-6,8-di-C-glicosideo
141 13,6 639 Isoramnetina-3-O-diglicosideo
15| 14,0 623 Isoraminetina-3-O-rutinosideo (isdmero)
16 | 14,3 463 Quercetina-3-O-glicosideo
17 | 14,3 593 Luteolina-4-O-ramnosideo(1-2)glicosideo
18| 14,9 623 Isoraminetina-3-O-rutinosideo (isdmero)
19 | 15,0 593 Caempferol-3-O-glucosideo-7-ramnosideo
20 | 15,4 447 Luteolina-7-O-glicosideo
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 Acido oxo-dihidroxi-octadecenoico
(isbmero)

26 | 19,3 580 Naringina

Nota-se a presenca tanto de acidos fenolicos quanto de flavonoides no extrato
analisado, sendo estes ultimos o grupo mais abundante em alimentos. Néo foi verificada nesta
pesquisa a presenca de acido galico, o qual foi utilizado como padrdo para a composicao de
fenolicos totais pelo método de Folin-ciocalteu, o que poderia justificar a concentracdo
inferior aos dados de LeBlanc et al. (2009) que utilizou 0 mesmo tipo polinico. O mesmo
procede para a andlise colorimétrica de flavonoides totais, uma vez que ndo foi encontrada
rutina entre as substancias constituintes do extrato utilizado.

Quanto aos &cidos fendlicos, o acido quinico demonstra atividades radioprotetoras,
antidiabéticas, antineuroinflamatorias e efeitos antioxidantes (JANG et al., 2017). A seus
inimeros derivados tem sido registrado como efeitos benéficos fungdo antiviral, efeito
hipoglicemiante e hepatoprotetor (FARAH, DANGELO, 2006). Foi apontado como um
regulador crucial da inflamacdo na lesdo aterosclerotica precoce (ARYA et al., 2014). Este
composto s6 foi detectado em pdlen floral de ambrosia, uma planta tipica da América do
Norte e presente na Europa. Nesta amostra também foi encontrado o acido clorogénico, um
derivado do &cido quinico, que além das propriedades supracitadas, a literatura revela sua
acao anti-obesidade, efeito anti-hipertensivo, efeitos antitumorais e citotoxicidade em tumores
orais e efeitos antimutagénicos e anti-inflamatoérios (KRAUJALYTE et al., 2013).

O écido cafeoilquimico foi registrado como um dos fatores de resisténcia das raizes de
palma em relacdo a Fusarium oxysporum e como responsavel por mais da metade do
contetdo fendlico total do 6leo de palma, o qual apresenta elevada atividade antioxidante
(SAMBANTHAMURTHI et al., 2011). O &cido ferdlico é o acido fendlico mais abundante
encontrado nas plantas, inclusive ja foi detectado em amostras de polen apicola, possui
atividade antitrombosica (OU, KWOK, 2004) como diferencial em relagdo aos outros
compostos.

O 4cido galacténico ou glucdnico é um éacido organico, considerado ndo fendlico
muito comum em meis de varias origens boténicas 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 acdo de outros antioxidantes, como os fenélicos (GHELDOF et al.,
2002). Nenhuma referéncia com polen apicola foi encontrada.

O extrato analisado possui uma variedade consideravel de flavonoides. Estes sdo
subdivididos em seis grupos, conforme o arranjo da estrutura e as substituicdes do anel C:
flavondis (catequinas) e antocianidinas se o anel for um pirano heterociclico; ou flavondis
(caempferol e quercetina), flavonas (luteolinas e apigeninas), isoflavonas (daidzeina;
gliciteina; genisteina) e flavanonas (taxifolina; naringenina) se o anel for uma pirona
(HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Dos compostos identificados nesta pesquisa, duas
atividades biolégicas comuns sdo atividade antioxidante e anti-inflamatoria.

Como a identificagdo ocorreu em funcdo dos fragmentos gerados, 0 primeiro
composto detectado na amostra ficou indefinido se correspondia a epigalocatequina ou a
galocatequina, pois os principais fragmentos foram coincidentes. O primeiro composto é
conhecido por inibir a sintese do DNA em Proteus vulgaris (proteus), uma vez que as
catequinas, de um modo geral, demonstram atividade antimicrobiana. (KUMAR, PANDEY,
2013). Ja a galocatequina inibe a peroxidacdo lipidica da fosfatidilcolina (PLUMB et al.,
2013), o qual é o principal fosfolipidio que comp&e a membrana celular dos mamiferos e esta
envolvido na sinalizacdo, crescimento proliferativo e nos processos de morte celular (CUI,
HOUWELING, 2002; RIDGWAY, 2013). Ambas as substancias sdo encontradas com
frequéncia e em maior quantidade em cha verde (COLON, NERIN, 2012) e nenhum dos dois
havia sido notificado em polen apicola.

A quercetina, facilmente encontradas em pdélen apicola de diversas origens botanicas
(TRUCHADO, FERRERES, TOMAS-BARBEAN, 2009; MIHAJLOVIC et al., 2015;
MOHDALY et al., 2015, DE-MELO et al., 2018), apresenta como funcdes adicionais a acao
anti-hipertensiva, efeito  vasodilatador, antiobesidade, anti-hipercolesterolémico e
antiaterosclerético (DAVID, ARULMOLI, PARASURAMAN, 2016). Sua presenca na
natureza € bastante comum em formas glicosiladas, o que corrobora com as trés formas
encontradas na amostra: quercetina-3-O-glicosideo, quercetina-3,7-di-O-hexosideo e
quercetina rutinosideo.

Observa-se que foram encontrados trés 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 estd disponivel na natureza principalmente

na sua forma glicosilada, assim como a quercetina, e responde pelas funcdes adicionais de
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protecdo cardiovascular, antidiabético, hepatoprotetor, neuroprotetor e preventivo contra
cancer (WANG et al., 2018).

A isoramnetina € um composto bioativo presente em plantas medicinais com amplas
funcBes bioldgicas, tais como: inibir a ativacdo da via apoptética induzida pelo H,O,, por
captura de espécies reativas de oxigénio livres; protege contra quadros de cardiopatias e
contra injurias endoteliais causadas por lipoproteina de baixa densidade oxidada (LUO et al.,
2015). Neste experimento foram encontradas a isoramnetina-3-O-diglicosideo, isoraminetina-
3-O-rutinosideo 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 acfes supracitadas foram comprovados efeitos
qguimioprotetores e quimiopreventivos, acdo antimicrobiana (contra microrganismos
fitopatogénicos), neuroprotetor e antialergénico (LOPEZ-LAZARO, 2009; ALI et al., 2019).
Substéncias encontradas nesta pesquisa foram: luteolina-6,8-di-C-glicosideo; luteolina-4-O-
ramnosideo(1-2)glicosideo; luteolina-7-O-glicosideo.

A naringina € uma flavanona glicosilada naturalmente. Encontrada especialmente em
frutas citricas, que possui atividades antiapoptoticas, previne contra o dano oxidativo
promovendo a sintese da glutationa (GSH) e diminui o nivel de malondialdeido (MDA),
melhora os efeitos do diabetes e de suas complica¢es (PEREIRA et al., 2007; ZHANG et al.,
2017). Sua ocorréncia em amostras de pdlen de outras origens botanicas ja foi relatada. Essas
atividades sd@o bem similares as descrita para floretina e seus glicosideos (ZHANG et al.,
2016).

Percebe-se que a maioria dos flavonoides aparece ligada a glicosideo, isto porque é
como eles estdo comumente disponiveis na natureza (HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA,
2008). E possivel que a presenca desses glicosideos possa ter interferido na reacdo de
determinacdo da capacidade antioxidante pelos métodos empregados nesta pesquisa,
diminuindo sua reatividade, pois sdo metodos in vitro e com radicais que ndo séo fisiologicos.
Contudo, no organismo esses glicosideos seriam importantes para a absorcdo desses
compostos, permitindo que eles cheguem ao sitio celular e promovam suas a¢es (HUBER,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Em relagéo ao tipo polinico dominante, estudos prévios indicam a presenga marcante
de taninos, especialmente nas folhas, em funcdo das intempéries proprias da regido Nordeste
(GUIMARAES-BEELEN et al., 2006; BRITO et al., 2017). Outros trabalhos com cascas e
raizes da mesma planta (NASCIMENTO et al., 2012; SILVA et al., 2014b; MONCAO et al.,
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2015) mostraram a presenca de outros compostos, dos quais apenas o acido feralico derivados
de quercetina foram iguais aos encontrados nesta pesquisa.

Essas divergéncias podem ser creditadas ao fato de o pdlen ser coletado das
inflorescéncias das plantas, parte essa que nao foi encontrado estudo de identificacdo de
compostos fenolicos. Por isso esta avaliagdo é tdo importante, pois é a composicdo polinica
quem responde pelas caracteristicas apresentadas por determinada amostra de polen,

justificando os efeitos demonstrados por produtos que o contenham.
5.1.3 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos foram escolhidos em funcdo da sua importancia em infecgdes
hospitalares, por estarem frequentemente na pele humana. Esta quando integra protege o
organismo da acdo patogénicas desses seres, porém quando injuriada fornece os elementos
fundamentais para a multiplicacdo dos mesmos, ou seja, agua, nutrientes e pH conforme a sua

tolerancia. Os resultados estdo representados na Tabela 06.

Tabela 06: Atividade antimicrobiana dos extratos de pdlen apicola contra as espécies testadas

por Concentracdo Inibitoria Minima — CIM

Concentragéo do extrato (mg/mL)
Microrganismos

0,67 1 1,5 2a75 80

Staphylococcus aureus + + + + +
Enterococcus faecalis + + + + +
Pseudomonas aeruginosa + - - - -
Candida albicans + + + + +
Pool + + + + +

+ crescimento visivel; - auséncia 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 néo
mostrou atividade contra 0s microrganismos selecionados, exceto para Pseudomonas

aeruginosa que a concentracdo de 1 mg mL™ ndo apresentou crescimento visivel, o que é
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bastante positivo, considerando que esta bactéria gram-negativa oportunista é responsavel por
grande parte das infecgOes hospitalares, especialmente em pacientes imunocomprometidos,
sujeitos a transplantes, intervencdes cirdrgicas, entre outros. Além de apresentar uma
resisténcia inata a varios antimicrobianos e antissepticos (REIS, 2011).

Carpes (2008) ressalta que esta capacidade esta relacionada tanto com a inativacéo de
enzimas celulares quanto com mudangas na permeabilidade da membrana celular dos
microrganismos. E atribui a composicdo botanica a responsabilidade pelas diferencas de
resultados entre os estudos que serviram de comparagdo, uma vez que a composi¢do quimica

esta intrinsecamente relacionada & origem floral, ao solo e condigdes climaticas.
5.2 Estudos in vivo

Plantas biossintetizam uma grande variedade de fitoquimicos benéficos para a salde
humana, entre eles compostos que possuem propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas. Entretanto, elas também podem produzir compostos toxicos, mutagénicos
e / ou carcinogénicos naturais, sendo que apenas uma pequena parte das espécies existentes no
reino vegetal foi avaliada por suas atividades biologicas e propriedades genotoxicas, enquanto
a crescente demanda por produtos naturais derivados de plantas em cosméticos, medicina e
indUstria de alimentos requer uma avaliacdo mais sistematica e abrangente dos seus beneficios
e possiveis efeitos adversos, como genotoxicidade (PUKALSKIENE et al., 2018).

O teste de micronucleo identifica um pequeno grupo de quebras de fita de DNA nao
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 sdo amplamente usados para quantificar danos no
DNA, sendo considerados como padréo-ouro (HEUSER et al., 2008). O uso desses testes
permite também avaliar a genotoxicidade sistémica ou in situ, uma vez que 0s dois ensaios

podem ser empregados em tecidos ou células especificos. (ARALDI et al., 2015).
5.2.1 Teste cometa alcalino

O ensaio cometa € 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
namero de células, baixo custo e facilidade de aplicacdo. O ensaio de cometa alcalino detecta
uma mistura de lesdes de DNA, incluindo quebras de cadeia simples e dupla, e locais labeis a
alcalis (COLLINS et al., 2008). A Figura 07 demonstra de modo grafico os resultados obtidos

guanto ao comprimento da cauda do DNA formada a partir do dano.
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Figura 07: Avaliacdo do dano/reparo pelo comprimento da cauda de DNA formada
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a — diferenca significativa em relacdo ao controle positivo; b — diferenca significativa em relacdo ao
controle negativo (p<0,05).

Apds 4h da implantacdo tanto da membrana sem extrato quanto com extrato observa-
se aumento dos danos genéticos em relacdo ao comprimento da cauda, o qual ndo mostrou
diferenca significativa do controle positivo. Apds 24h este aumento foi estatisticamente
diferente da primeira avaliacdo, ndo mostrando diferenca significativa em relagdo ao controle
negativo, para ambas as membranas.

A Figura 08 demonstra os resultados obtidos para o parametro percentual de DNA na

cauda.

Figura 08: Avaliacao do dano/reparo pelo percentual de DNA na cauda do cometa

a — diferenca significativa em relacdo ao controle positivo; b — diferenca significativa em relacdo ao
controle negativo; ¢ — diferenga significativa em relacdo a ambos os controles (p<0,05).

E possivel verificar pela analise da Figura 06 que houve diferenca estatistica entre a o
controle negativo e as duas formas de apresentacdo estudada (membrana com e sem extrato),
bem como houve diferenca 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 ndo houve diferenca significativa do percentual de DNA tanto para a membrana com

extrato e sem extrato em comparacao ao grupo controle negativo. Portanto, pode-se afirmar
60



que os resultados do comenta indicam reparacdo do DNA ap06s 24 horas da implanta¢do 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 0 mesmo néo
prosseguiu promovendo danos ao longo do experimento. Pascoal et al. (2014) apontam 0s
flavonoides como preventivos de mutagdes, pois 0s mesmos sdo capazes de inativar
eletrofilos, eliminar radicais livres e espécies reativas de oxigénio, elementos importantes na
alteracdo do DNA. Ainda, Denisow e Denisow-Pietrzyk (2016) destacam que as atividades
anticarcinogénicas associadas ao pélen apicola podem ser derivadas de suas propriedades
antioxidantes, tais como supressdo da formacdo das espécies reativas de oxigénio e remocao
ou inativacdo destas, bem como a habilidade do pdlen induzir a apoptose e estimular a

secrecdo de fator de necrose tumoral (TNF-a).
5.2.2 Teste de microndcleo

Micronucleo (MN) corresponde a uma pequena massa nuclear delimitada por
membrana e separada do nudcleo principal. Ele se forma no processo de divisdo celular
(mitose), quando fragmentos cromossdmicos acéntricos ou inteiros ndo sdo englobados pelo
envelope nuclear, sendo excluidos do ndcleo principal das células filhas. Assim, a deteccdo de
micronucleos indica perda de cromatina devido a dano cromossémico estrutural ou no
aparelho mitotico. Cabe ressaltar que a expressdo dano no DNA decorrente da exposicdo a
agentes mutagénicos em MN s é segura apds um ciclo de divisdo celular (CHEQUER,
2008).

Os resultados do teste de micronucleo estdo apresentados na tabela 07. O agente
indutor de alteracBes escolhido como parametro positivo foi a ciclofosfamida, um
quimioterapico anticancer comumente utilizado no tratamento de tumores malignos
(TAMAYO-CHUC, GARZA-GONZALEZ, 2015; TELES et al., 2017).

Tabela 07: Frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados (PCEMNS) em medula
Ossea de Rattus norvegicus expostos a membrana de polen apicola

Tratamento N° PCEs analisados PCEMNs  Meédia + desvio padrao
N° %
Ciclofosfamida 10.000 226 0,0226 45,20+8,2582
Agua destilada 10.000 61 0,0061 12,20+1,924°
Membrana com extrato 10.000 74 0,0074 12,33+1,751°

Resultados expressos em médiatdesvio padrdo (n=6). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa ao nivel de 5% (p<0,05).
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Como a diferenca entre as duas versdes da membrana consistia apenas na presencga do
extrato, optou-se por trabalhar com a membrana com extrato com o intuito de uma racionar o
uso de animais de experimentacdo. Pelos dados apresentados observa-se que 0s animais que
receberam o implante da membrana exibiram diferenca significativa do controle positivo e
ndo houve diferenca significativa do controle negativo, indicando que o material n&o induz a
alteracdes cromossémicas.

Cabe ressaltar que o estudo dos micronucleos consiste na avaliagdo de danos
cromossémicos espontaneos ou induzidos, por isso é considerado como um teste primario em
genética toxicoldgica, tendo como principais vantagens a simplicidade e rapidez. Seu nimero
e tamanho dependem do grau e do tipo de alteragdo cromossdémica que 0s originaram
(AGOSTINI, 1993). A existéncia de numeros aumentados de microndcleos é evidéncia de
inducdo prévia de danos cromossdmicos estruturais ou de mudancas no ndmero de
cromossomos (RODEIRO et al., 2006). O teste requer um controle negativo e um positivo,
dentre as opcoes esta a ciclofosfamida (ARALDI et al., 2015).

A ciclofosfamida é um agente quimioterdpico anticancer e imunossupressor
(CARVALHO, 2016), sendo o padrdo para controle positivo por sua capacidade de causar
alteracOes celulares. Apds sofrer uma bioativacdo pelo citocromo P450 associado ao sistema
oxidase funcional, a ciclofosfamida gera dois metabdlitos toxicos, a acroleina e mostarda de
fosforamida, as quais sdo responsaveis pela inducdo de estresse oxidativo (EL-NAGGAR et
al., 2015).

Os resultados desta pesquisa demonstram que o material testado ndo € genotoxico.
Acredita-se que o potencial antioxidante do polen, resultante do contetdo de polifendis, pode
ter promovido efeito positivo em relacdo a quantidade de micronucleos verificados, uma vez
gue o estresse oxidativo pode estar envolvido na formacgédo dos mesmos, de acordo com Araldi
et al. (2015).

Esta é a primeira vez que o polen apicola 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 apicolas (mel puro, geleia real e grdos de p6len) associados
a ciclofosfamida para verificar sua acdo quimiopreventiva afim de minimizar os efeitos
genotoxicos da droga, mas preservando sua eficacia quimioterapica. Ambos 0s estudos
demonstraram diminuicdo dos efeitos colaterais deletérios do medicamento sem prejudicar

sua eficacia farmacolégica da droga.
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A geleia real também foi testada com fins de minimizacdo dos efeitos colaterais
toxicos do &cido valproico, usado no tratamento da epilepsia. Igualmente, foi testada
associada com a droga e houve minimizacdo dos efeitos genotoxicos em ratos, sendo este
efeito relacionado com prevencdo de processos oxidativos, levando em consideracdo 0s
resultados no teste de MDA (GALALY etal., 2014).

Pinto et al. (2010) avaliaram o potencial genotoxico de extratos de polen apicola das
espécies C. incanus e S. alba junto a um controle positivo (bleomicina), em teste in vitro de
cultura de ceélulas, e ambas as espécies ndo induziram qualquer variacdo significativa na
frequéncia espontdnea de MN. Os polifendis foram apontados como 0s possiveis
responsaveis, pois poderiam eliminar produtos quimicos ativos ou enzimas responsaveis pela
ativacdo de agentes mutagénicos, logo tanto o conteddo total como a variagdo em sua
composicao, poderiam explicar os efeitos antimutagénicos observados.

Estes resultados representam um avanco no levantamento de informagdes
comprovadas a respeito da seguranca de uso do pdlen apicola, pois as plantas originarias
podem conter tanto compostos com propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas, como
também podem produzir compostos toxicos, mutagénicos e / ou carcinogénicos naturais
(PUKALSKIENE et al., 2018).

5.2.3 Ensaio bioldgico de cicatrizacéo

A descontinuidade da pele pode ser induzida tanto por trauma quanto por
procedimentos cirargicos. Em funcdo disso, mudancas no tecido podem ser causadas por
substancias enddgenas que estdo envolvidas no processo inflamatorio agudo. Esse processo é
caracterizado por estimulacdo, migracdo e proliferacdo de células do estroma, sintese de
matriz extracelular, resultando na remodelagéo do tecido (MELO et. al., 2011).

O emprego sistematico dos biomateriais como curativos, inicialmente focava-se na
obtencdo de materiais biocompativeis que pudessem substituir um tecido danificado e prover
suporte mecanico, com minima resposta biolégica do paciente e, posteriormente, buscou-se
um biomaterial que promovesse a regeneracdo do tecido funcional de fato, considerando o
aspecto bioldgico (SAMPAIO, CARVALHO, CARNEIRO, 2018).

E nesse contexto que a membrana & base de pdlen surge como uma op¢io para
tratamento de feridas de segunda intencdo. A Figura 09 exibe a contracdo das feridas
produzidas intencionalmente nos camundongos ao longo do tempo de observacao, ou seja,

nos periodos 0, 7, 14 e 21 dias.
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Figura 09: Aspecto macroscopico da contracdo da ferida dos camundongos para o0s periodos
de 7, 14 e 21 dias apds a lesdo

L@l AL
LoJL- A1)

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 periodo
de cura, ja indicando uma possivel absor¢do do mesmo pelo organismo. Visualmente,
percebe-se que aos 21 dias, 0s quatro grupos mostraram a cura da area lesionada. Contudo, as
analises histologicas mostraram diferencas quanto a qualidade do referido processo em todos
0S grupos.

As Figuras abaixo (10-18) sdo imagens da area do leito da ferida nos periodos de
observacao coradas com diferentes corantes.
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Figura 10: Fotomicrografias das seccOes histoldgicas coradas em HE, 7 dias apds a leséo
(400x)

Grupo CTR: elevado numero de neutrofilos e pidcitos condensados na faixa mais superficial da ferida (seta
menor); auséncia de tecido de granulacdo bem definido (A). Grupo CP: material fibrinoide na superficie (seta
menor); tecido de granulacéo (seta maior) com MEC edemaciada, capilares neoformados, macréfagos, linfocitos
e neutrofilos (B). Grupo CMP: material fibrino-hemorragico superficial (seta menor); tecido de granulagdo com
numerosos fibroblastos volumosos, alinhados em paralelo a superficie da ferida (seta maior). Grupo CMSP:

neutrdfilos e pidcitos condensados na faixa mais superficial da ferida (seta); auséncia de tecido de granulacdo

(D).

O estudo histoldgico demonstrou que, nos quatro grupos, o reparo da lesdo seguiu as
fases classicamente descritas, mas com algumas diferencas significativas entre 0s grupos.
Como o processo de cura ocorre de forma centripeta, para efeitos comparativos a
documentacao fotografica limitou-se a linha média das lesGes.

Em todos os grupos a superficie cruenta estava recoberta por crosta de espessura
variavel, composta por material fibrino-hemorragico e restos necréticos. A epiderme marginal
apresentou hiperplasia mais ou menos intensa. No leito da ferida do grupo CTR (ferida aberta
— sem cobertura), notou-se elevado nimero de neutréfilos e pidcitos sobre a ferida e ocupando

toda a espessura da derme, ndo se observando tecido de granulacdo bem definido (Fig. 10A),
65



fato ocorrido de forma semelhante no grupo CMSP (ferida aberta com cobertura de membrana
sem extrato de poélen), demonstrando elementos inflamatorios e sem tecido de granulacéo
(Fig. 10D). No grupo CP (ferida aberta com cobertura de pomada cicatrizante comercial), 0s
neutréfilos apareceram em menor ndmero e distribuidos em um tecido de granulacdo com
matriz extracelular (MEC) edemaciada, contendo capilares neoformados e células
inflamatorias mononucleadas, como macréfagos e linfécitos (Fig. 10B). Enquanto no grupo
CMP (ferida aberta com cobertura de membrana de colageno com poélen apicola), o nimero
de neutrdfilos foi muito menor, notando-se tecido de granulacdo com células inflamatérias e
fibroblastos volumosos, alinhados em paralelo a superficie da ferida (Fig. 10C). Essa presenca
reduzida dos elementos inflamatorios neste grupo pode ser devida a presenca de substancias

anti-inflamatorias que constituiam o extrato de polen apicola.

Figura 11: Fotomicrografias das sec¢des histologicas coradas em picrossirius 7 dias apds a
lesdo (400x)

A Figura 11 mostra as imagens da coloracdo de picrosirius que traz o colageno
presente nos cortes histologicos. A avaliacdo da mesma leva a inferir que em nenhum dos
grupos testados a area central da ferida mostrou reepitelizacdo. Havia grande nimero de
células inflamatdrias (indicado pelas setas) sobre uma matriz extracelular frouxa contendo
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material fibrinoso, ndo se observando deposi¢do de coldgeno. Esses dados corroboram as
informacdes obtidas com HE. E destaca-se o grupo GMP, que apresenta menor quantidade de
elementos inflamatdrios que todos 0s outros grupos, 0 que sugere a a¢ao das substancias anti-
inflamatdrias e antioxidantes presentes no extrato.

A partir das imagens obtidas com o picrosirius foi possivel fazer o tratamento
estatistico para acompanhar o indice de maturacdo do colageno presente no leito da ferida,
uma vez que isso € o indicativo da evolucdo da cicatrizacdo, pois o colageno tipo | presente é
destruido e colageno tipo Il passa a ser sintetizado em seu lugar. Este, posteriormente, €

degradado e substituido por colageno tipo I, novamente.

Figura 12: indice de maturag&o do colageno 7 dias apds a lesdo
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Na Figura 12, verifica-se que tanto o grupo que recebeu a pomada comercial (controle
positivo) como 0 que recebeu a membrana com extrato de polen apicola (membrana polen)
apresentaram indices de maturacdo de coladgeno 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 s&o com base em colageno diferindo
apenas na inclusao do extrato de polen apicola. Desta forma, o resultado indica a eficiéncia do
extrato de pélen, nesta etapa inicial, uma vez que o grupo da membrana sem extrato exibiu
comportamento semelhante ao grupo que néo recebeu tratamento.

Os resultados de HE indicaram a presenca de um tecido de granulagdo formado no
grupo CMP, enquanto nos demais ainda estava em estagio inicial, especialmente o grupo

CTR. Pode-se dizer que estes dados sdo corroborados pelo indice de maturagdo, uma vez que
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o coléageno tipo Il (ou reticulina) parece ter importancia crucial na orientacdo da migracao
endotelial durante os estdgios iniciais da reacdo de granulacdo (RAMOS, MIRANDA, 2007),
ou seja, quanto menor o indice de maturacdo do colageno, maior a concentracdo de colageno

tipo 111, que € o mais flexivel.

Figura 13: Fotomicrografias das sec¢des histoldgicas coradas em HE, 14 dias apds a leséo

Grupo CTR: sem reepitelizacdo na area central; material fibrinoide (seta menor) e grande nimero de neutrdfilos
e macrofagos (seta maior) (A). Grupo CP: material seroso contendo células inflamatérias sobre epiderme imatura
(seta menor); MEC compacta (seta maior), com de fibroblastos jovens dispostos em diferentes orientagdes (B).
Grupo CMP: epiderme delgada, porém madura (seta menor), com as camadas granulosa e cornea ja 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 ndo estava epitelizada na area
central, sendo seu leito ocupado por material fibrinoide e grande ndmero de neutrofilos e
macrofagos (Fig. 13A). No grupo CP, observou-se que a ferida ja estava recoberta por
epiderme neoformada, porém imatura, sem as camadas granulosa e cornea; sobre a epiderme
neoformada havia material seroso contendo neutrofilos e macrofagos. A derme exibiu MEC

mais compacta, com grande nimero de fibroblastos dispostos em diferentes orientagdes (Fig.
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13B). O grupo CMP também revelou reepitelizacdo, com epiderme delgada, porém madura,
com as camadas granula e cornea ja presentes. Na derme, além de tecido de granulacdo bem
organizado, foram encontrados granulomas tipo corpo estranho em torno de material amorfo
(Fig. 13C). O grupo CMSP apresentou reepitelizacdo, com tecido de granulacdo e vasos
neoformados na derme, porém com alguns elementos inflamatorios ainda presentes, ndo tendo
sido observado a presenca de corpo estranho como no grupo CMP (Fig. 14D). Com esses
dados reforca-se a participacdo do extrato no processo de conforto e celeridade na
cicatrizacdo, uma vez que a presenca de elementos inflamatdrios remete a permanéncia na

fase inflamatdria e, em alguns casos, quadros de dor ou infecgdo para o paciente.

Figura 14: Fotomicrografias das secgdes histologicas coradas em picrossirius em 14 dias

apos a lesdo (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 reepitelizacdo da ferida ndo
esta completa, com a presenca de exsudato superficial de células inflamatérias (indicado por
seta) e que o tecido de granulacdo na derme exibe deposicao discreta de coldgeno (indicado

por *), conforme constatado também em HE. No Grupo CP (Fig. 14B), a epiderme esté refeita
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(indicada pela seta), sendo recoberta por células inflamatérias e na derme, o tecido de
granulacdo mostra deposi¢do moderada de colégeno (indicado por *). Nos Grupos CMP (Fig.
14C) e CMSP (Fig. 14D), a epiderme neoformada recobre a ferida; na derme, presenca de

numerosas fibras colagenas dispostas em feixes paralelos a superficie cutanea (indicada por*).

Figura 15: indice de maturagio do colageno em 14 dias ap0s a leséo
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Percebe-se que o grupo da membrana contendo pdlen apicola apresentou maior indice
de maturacdo de colageno, ou seja, maior substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo | em
relacdo aos outros trés grupos. Quando comparamos estes dados aos de HE € possivel notar a
confluéncia dos eventos, uma vez que 0 Unico grupo que apresentou tecido de granulacao
organizado foi o grupo CMP, novamente sugerindo a importancia do extrato nos processos de
cura da pele, reduzindo os indices inflamatérios e facilitando o processo de sintese de
colageno. O grupo membrana também demonstrou indice de maturacdo maior em relagcdo ao
controle positivo (pomada comercial), provavelmente devido a sua propria composicdo, que
auxiliaria nesse processo, porém ainda em escala menor que a membrana com extrato de

polen apicola.
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Figura 16: Fotomicrografias das seccOes histoldgicas coradas em HE, 21 dias apos a leséo

Grupo CTR: reepitelizacdo da ferida, com epiderme com todas as suas camadas (seta menor); deposi¢do
superficial de material seroso e células inflamatérias (*). Tecido de granulagdo com MEC pouco edemaciada,
contendo capilares neoformados, fibroblastos, e macréfagos (seta maior) (A). Grupo CP: epiderme madura (seta
menor); na derme, area cicatricial densa com fibroblastos dispostos em feixes paralelos (seta maior) (B). Grupo
CMP: epiderme madura recobrindo a ferida (seta menor). Na derme, presenca de foliculos pilo-sebaceos (seta
maior) apenas nas margens da area cicatricial (*). Nao foi observada atividade inflamatoria (C). Grupo CMSP:
epiderme madura (seta menor); na derme, tecido de granulagdo maduro, com células inflamatorias
remanescentes (D).

O grupo CTR mostrou reepitelizacdo da ferida, com a epiderme dotada de todas as
suas camadas. Contudo, ainda havia deposicdo superficial de material seroso e células
inflamatorias. Na derme, havia tecido de granulagdo com MEC pouco edemaciada, contendo
capilares neoformados, fibroblastos, e macrofagos (Fig. 16A). O grupo CP exibiu ferida
recoberta por epiderme madura, enquanto na derme ha a presenca de area cicatricial com
escassos fibroblastos maduros dispostos em feixes paralelos a superficie. Ndo foram
encontrados foliculos pilo-sebaceos nem células inflamatérias (Fig. 16B). O grupo CMP

também revelou a presenca de epiderme madura recobrindo a ferida, cuja derme continha area
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cicatricial caracterizada por raros fibroblastos maduros em meio a uma matriz; presenca de
foliculos pilo-sebaceos foram encontrados apenas nas margens da ferida. N&o foi observada
atividade inflamatdria (Fig. 16C). O grupo que recebeu a membrana sem extrato (Fig. 16D)
mostrou tecido de granulacdo maduro, porém ainda apresentou células inflamatorias, quadro

nao verificado na membrana com extrato.

Figura 17: Fotomicrografias das sec¢des histoldgicas coradas em picrossirius em 21 dias

apos a lesdo (400x)
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No grupo CTR, a reepitelizacdo da ferida estd completa (indicado pela seta) e
recoberta por discreto exsudato inflamatorio; o tecido de granula¢do na derme (indicado por
*) exibe deposicdo discreta de coldgeno, notando-se ainda capilares e células inflamatorias
(Fig. 17A). Nos demais grupos (Fig. 17B, 17C e 17D), a epiderme neoformada recobre a
ferida; na derme, presenca de numerosas fibras colagenas (indicadas por *) dispostas em
feixes paralelos & superficie cutanea. No CMP (Fig. 17C), os feixes colagenos parecem mais
organizados. No Grupo CMSP (Fig. 17D), também se nota discreto ndmero de células

inflamatorias.
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Figura 18: indice de maturagio do colageno em 21 dias ap0s a lesio
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O indice de maturacdo do colageno no dltimo periodo de observacdo dos grupos
revelou que os dois grupos que receberam o implante da membrana alcancaram as maiores
faixas, ndo sendo observada diferenca significativa (p<0,05) entre eles (Fig. 18). Isso indica
que a utilizacdo das membranas induziu a colagenizacdo das feridas, pois o grupo controle
positivo apresentou indice inferior ao do grupo CMSP. Contudo, ao avaliarmos a margem de
erro, podemos perceber que o desvio padrdo do grupo CMP é menor do que o do grupo
CMSP, indicando maior uniformidade nas respostas. Ao compararmos 0s indices de
maturacdo do colageno de 14 dias para 21 dias do grupo CMP, nota-se um aumento pequeno,
indicando que este grupo ja havia atingido um grau de colageno tipo | no segundo periodo
observacional.

A andlise histolégica 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 fenémenos inflamatorios, com elevado
numero de neutrofilos (Fig. 10A, 10D), nos demais grupos o nimero de neutrofilos era menor
e o tecido de granulacdo j& se mostrava mais organizado no grupo CMP, em que 0s
fibroblastos se dispunham em paralelo a superficie da ferida (Fig. 10C).

Aos quatorze dias, no grupo CTR néo ocorreu reepitelizacdo na area média da ferida
(Fig. 13A), em contraste com os demais grupos, de modo mais evidente no grupo CMP, em
que as a epiderme recem-formada parecia mais madura. A presenca de granulomas tipo corpo
estranho em torno de material amorfo (Fig. 13C), certamente restos da membrana de colageno

com polen apicola, indica que este material € absorvido pelo organismo. Também aos vinte e
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um dias, o processo de cura da ferida me mostrou muito mais avangado nos grupos CP, CMP
e CMSP que no grupo CTR (Fig.16). Estes resultados foram corroborados pelas laminas
coradas com picrosirius.

Acredita-se que esses resultados superiores apresentados pela membrana contendo
polen apicola podem ser atribuidos a dois fatores: aos compostos presentes no extrato da
membrana, pois como constatado o extrato empregado apresenta uma grande variedade de
flavonoides e 4&cidos fenolicos que possuem tanto atividade antioxidante como anti-
inflamatdria, 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 oxidacdo da area
lesionada e morte celular por eliminacdo de radicais livres, elementos estes que podem
retardar a cicatrizacdo devido a inflamagdo, uma vez que esta resulta em uma geracdo
continua de espécies reativas, por isso 0 grupo que recebeu o implante apresentou reduzida
quantidade de elementos inflamatorios desde o primeiro periodo observacional, comprovando
a eficiéncia dessas substancias no biomaterial. Uma vez que, embora o grupo da membrana
sem extrato também tenha apresentado resultados importantes no processo de cura, ainda foi
possivel verificar elementos inflamatérios aos 21 dias, fato ndo verificado no grupo da
membrana com extrato de polen.

E em segundo, cabivel para os dois grupos, devido a cobertura propriamente dita, uma
vez que Ori et al., (2017) afirmam que a utilizacdo de barreiras artificiais sobre a ferida
auxilia na protecdo contra contaminacdo microbiana e inflamacéo, pois mantém um ambiente
regenerativo limpo, ajudando a acelerar a cicatrizacdo, evitando a desidratacdo celular, bem
como apoia a sintese de colageno e a angiogénese. Porém, Ramos et al. (2016) destacam que
além da eficiéncia dos biomateriais desenvolvidos, o quesito custo de producéo representa um
obstaculo para o desenvolvimento de novos curativos, por isso é importante a busca por novos
agentes de cicatrizacdo de feridas com menor toxicidade e custo, especialmente em plantas
medicinais. No caso, aqui empregado um produto natural.

Esses resultados séo bastante favoraveis ao desenvolvimento da membrana contendo
extrato de pdlen apicola, pois a mesma é um produto totalmente natural, havendo indicativos
histolégicos de sua absor¢do pelo organismo, que ndo contribuiu para reagdes alérgicas ou de
rejeicdo pelo organismo e que ndo geraria subprodutos ao ser dispensado na natureza
causando contaminacgdo do meio, como pode acontecer nos descartes de produtos comerciais,

gue estariam contaminados com sangue e outros elementos, como antibiéticos por exemplo.
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Além disso, como o material tem condicdo de ser fixado com cola cirdrgica sobre o
ferimento, dispensaria o uso de suturas, tornando o processo menos indolor e minimizaria 0s
riscos de infeccdo e inflamacdo. Nem ha necessidade de reaplicacdo, como ocorre com
pomadas ou curativos, isto é, a sua substituicdo dar-se-ia quando o material aplicado ja tivesse
sido absorvido pelo organismo, representando além de conforto para o paciente uma medida
de economicidade. Outro ponto a se considerar em relacdo ao publico atendido por esta
membrana, é possibilidade de auxiliar no tratamento de pessoas que sofreram lesfes cutaneas
extensas, funcionando como biocurativo e como agente terapéutico de cicatrizacao

bioabsorvivel, biocompativel e biodegradavel.
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6. CONCLUSAO

As amostras de polen apicola adquiridas mostraram-se predominantemente do mesmo
tipo polinico e por isso foram consideradas monoflorais, o qual além de ndo apresentar
estudos de toxicidade associados, ainda mostrou um alto teor de compostos bioativos. Este
aspecto foi avaliado nos extratos etanolicos das amostras de modo quantitativo pela analise de
polifenois totais e flavonoides totais, mostrando um conteddo relevante perante outros dados
citados na literatura. O extrato mostrou-se efetivo na inibicdo do crescimento
de Pseudomonas aeruginosa, um microrganismo oportunista importante em casos de infec¢édo
hospitalar.

A membrana desenvolvida ndo causou alteragbes cromossomicas significativas tanto
em exposicdo aguda quanto croénica, indicando que seu uso pode ser considerado seguro do
ponto de vista genotoxico. Além disso, sua aplicacdo como agente cicatrizante acelerou o
processo de cura das feridas em ratos (colocar a espécie), reduzindo os indices de inflamacédo
ja nos primeiros sete dias e demonstrando uma cicatrizacdo organizada aos 21 dias,
comparaveis ao tratamento comercial, com a vantagem de ser utilizado com uma Unica
aplicacdo e ser absorvido pelo tecido ao longo do tratamento.

Portanto, o material desenvolvido atendeu ao propdsito de cicatrizacdo, promovendo
uma cicatrizacdo organizada e sem elementos inflamatorios, apresentando-se como uma

potencial alternativa segura e eficaz para o tratamento de lesdes cutaneas em seres humanos.
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ANEXO Il — Termo de cadastro na plataforma SisGen
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Usuario: Geraldo Eduardo da Luz Junior
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3

Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
Situacdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 12:34 de 13/06/2018.
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W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
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ANEXO III - Solicitacdo de deposito da patente junto ao NINTEC — UFPI

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{
PRO-REITORIA DE PESQUISA - PROPESQ
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MARIA DO CARMO BANDEIRA DO NASCIMENTO- DOUTORANDA | que se encontra em nosso
poder solicitagdo para depésito de pedido de PATENTE, com data de entrada neste drgao em 21/06/2018.
cujo titulo denomina-se "DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAL COM POLEN APICOLA PARA
AUXILIAR NO PROCESSO DE CICATRIZAGAO CUTANEA ", do qual a solicitante participa como inventor

(a). e que esta em fase de andlise dos requisitos necessarios & sua formalizagdo junto ao INPI - Instituto

Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecugio da postulagio pretendida. o objeto deste pleita deve
necessariamente atender s seguintes fases:
a) pré-analise 4 patenteabilidade da criagiio;
b) busca de anterioridade para verificacdo do estado da téenica;
¢) envio do resultado da busca de anterioridade. juntamente com copias de pedido ji requerido no
Brasil e em outros paises, bem como orientagies para a redagio do pedido de patente (IN
031/13 e LP19.279/96 — INPI);
d) solicitagio de pagamento das taxas de depdsito e abertura de processo no Protocolo Geral para
deposito de pedido;
¢} apreciagdo e assinatura da Reitoria da UFPIL.

) encaminhamento da documentagiio ao INPI para deposito.

Salientamos ainda que, para cada fase acima descrita, ¢ necessdrio tempo habil para as respostas, a
fim de cumprir com fidelidade e seguranca a pretensio perquerida.

Por ser verdade, firmo a presente.

! 5 @ Teresina (PI), 21/06/2018.

Prof. Dr‘«l(iaria Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nucleo de Inovagio e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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APENDICES

APENDICE I — Curvas de calibracdo dos testes de bioativos
Figura A: Curva de calibracdo de cido galico (5-240 pg.mL™) a 720 nm
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Figura B: Curva de calibracéo de catequina a 510 nm
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Figura C: Curva de calibragcdo com padrdo de trolox para ABTS a 734 nm
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Figura D: Curva de calibragdo com padréo de trolox para FRAP a 620 nm
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APENDICE Il — Cromatograma CLAE-DAD/EM-ESI 200-600 nm do extrato etanolico de poélen apicola
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APENDICE Il - Compostos fendlicos identificados no extrato etandlico de pélen apicola da
regido norte do Piaui por CLAE-DAD/EM-ESI (tempo de retencdo, m/z)

T, MS MS, MS; 1D Fonte
1,4 305 177,125 Epigalocatequina ou Hofmann,
galatocatequina Nebehaj, Albert,
2016
15 191 111,173 111 Acido quinico Simirgiotis et al.,
2015
16 195 128, 176 128, 178 Acido galactonico Goger et al., 2015
52 335 317,291,249 249,231,179 Acido cafeoilchiquimico Habib et al., 2014
8,8 353 353,191,179 191,173,109 Acido clorogénico Hofmann,
(isbmero) Nebehaj, Albert,
2016
91 273 273,193,111 191, 122 Floretina Zhao et al., 2014
11,7 625 625,463,301 463, 344, 301, Quercetina-3-O- Barros et al., 2013
257, 179 glicosideo
11,8 625 301, 463 300, 179 Quercetina 3,7-di-O- Karar e Kuhnert,
hexosideo 2015
12,8 436 436, 316 316, 273, 145 Floretina hexosideo Bystrom et al.,
2008
13,2 609 301 301 Quercetina rutinosideo De-Melo et al.,
(isbmero) 2018
13,4 194 195,176,149, 176,162, 132, Acido fertlico De-Melo et al.,
132 119 2018
134 195 195,177,149 177,133,119 Acido galactdnico Goger et al., 2015
13,4 609 609, 490,429, 429, 369, 339 Luteolina-6,8-di-C- Brito et al., 2014
285 glicosideo
13,6 639 459, 315 315, 300 Isoramnetina-3-O- De-Melo et al.,
diglicosideo 2018
14,0 623 608,444,381, 314,298, 271, Isoraminetina-3-O- Lietal., 2016;
314,298,270 255, 242, 228 rutinosideo (isdmero) De-Melo et al.,
2018
14,3 463 301 301 Quercetina-3-0O- Simirgiotis et al.,
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glicosideo

2015

14,3 593 473,429,284 428, 309, 284 Luteolina-4-O- Zhao et al., 2013
ramnosideo(1-
2)glicosideo
149 623 608, 464, 459, 315, 298, 285, Isoraminetina-3-O- Lietal., 2016
357, 315, 300, 256, 241 rutinosideo (isdmero)
270, 254, 227
15,0 593 592,327,285, 285, 256, 241 Caempferol-3-O- Ibrahim et al.,
229, 186 glucosideo-7- 2015
ramnosideo
15,4 447 447,327,285, 286, 285, 284, Luteolina-7-O- Chenetal., 2016
269, 255 256, 255, 254 glicosideo
15,5 477 315, 300 315, 300 isoramnetina-3-0O- Brito et al., 2014
glucosideo De-Melo et al.,
2018
15,8 563 520, 519 521, 315,299, Derivado de raminetina- Negri, Tabach,
271, 254 3-0-(6-O- 2013
acetilglucosideo)
16,0 533 533,490,489 489, 285, 284 Caempferol-3-O- Kajdzanoska,
malonilglucosideo Gjamovski,
Stefova, 2010
16,0 489 489, 327,285, 285, 266, 257, Caempferol-3-O- Kajdzanoska,
257 229,213, 197 acetilglucosideo Gjamovski,
Stefova, 2010
18,8 327 327,309,291, 229,227,210,  Acido oxo-dihidroxi-
273,238,229, 209, 183, 167, octadecenoico Agalar et al., 2018
221,211,193, 127 (isbmero)
183, 171, 165,
155
19,3 580 579,565,516, 565,548, 499, Naringina Ibrahim et al.,
472,459, 415, 471,432, 415, 2015
310, 271 342, 270
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APENDICE IV — Trabalho apresentado em 2018

DE PLANTAS
MEDICINAIS
DO BRASIL

Certificamos que o trabalho N° PT.04.055 titulado: "AVALIACRO DA
GENOTOXICIDADE DO POLEN PELO TESTE DE MICRONUCLEO" de
autoria de Nascimento AMCB, Silva LR, Ferreira DCL, Maia Filho ALM, Monte
SM, Marques RB, Amaral FPM, Luz Junior GE, Silva KS, Assuncao AFC,

Rodrigues NDS, foi apresentado como Paster no XXV Simpésio de Plantas
Medicinais do Brasil, realizado de 06 a 09 de setembro de 2018, no Centro

de Convencoes Frei Caneca, Sao Paulo- SP.

of. E A Carlind
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APENDICE V — Mini-revisao publicada em 2018 sobre as propriedades do pélen apicola

MedCrave

Step into the World of Research.
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Journal of Analytical & Pharmaceutical Research

Review Article

aOpen Access ‘.) CrossMarkl

Bee pollen properties: uses and potential
pharmacological applications-a review

Abstract

Bee pollen 1s a food supplement widely used in the world due to the benefits promoted
by the bioactive compounds present in it. In addition to the very attractive nutritional
composition, the presence of phenolics. flavonoids, terpenes are responsible for
the antioxidant activity, antimicrobial, antiinflammatory, possible action on benign
prostatic hyperplasia, no cytotoxic. It is intended to show with this article the uses
and potential of bee pollen application. Numerous studies are aimed at identifying
these compounds in pollen samples around the world, because according to the region,
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climatic type, seasons, shift and bee species, the composition 1s influenced by the

variety. The use of pollen is more recurrent in the food industry are comprehensively
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summarized in this review, but the biomedical could also take advantage of the

potential that this product demonstrates.

Keywords: bee products, bioactive compounds, antioxidant activity, pharmacological

uses

Introduction

Foods are natural source of several health promoting substances
with significant biological activities! Recently, dietary flavonoids
are attracting increasing interest based on in vifro and in vivo studies
suggesting a varlety of beneficial biological properties.” The bee
pollen is one of bee products that has highlighted due to the presence
of bicactive compounds associated with health benefits ?

Bee pollen is a mixture of flower pollen, nectar and bee secretions.
Tt can be collected by beekeepers without damage to the beehive. This
natural product, that has been gaining prominence, is recognized to
be a valuable apitherapeutic product with potential for medical and
nuiritional applications.* Tn fact it contains proteins, the 22 basic
amino acids, carbohydrates, lipids, vitamins and minerals.’

The significative amount of phytosterols, carbohydrates. enzymes,
nucleic and triterpene acids. vitamins and other biologically active
substances in bee pollen provides anti-inflammatory, wound healing,
cardiotonic, antiatherosclerotic and other pharmacological actions.®
Thereby bee pollen is considered as “only perfectly complete food™.”

The most important bioactive substances in bee-pollen are phenolic
compounds and carotenoids. Phenolic compounds are responsible for
the color of the grain and its characteristic bitter taste.® Carotenoids
are also important for color and for other biological functions, such
as antioxidant activity, provitamin A activity, and enhancement of the
immune system.

Nowdays, the major use of bee pollen is specialty food supplement
but it has potential therapeutic benefits. Particularly, it has been used
for a long time to manage benign prostatic hyperplasia (BPH) which is
the most common disorder for older men.” how demonstrated by Park
et al.,'”? that obtained satisfactory results using a herbal composition
with bee pollen and Panax ginseng (ginseng) to the treatment of BPH.
Therefore it is intended to show with this article the uses and potential
of bee pollen application.

Bioactive compound, antioxidant activity and
others effects

The chemical composition of bee pollen is directly influenced
by the botanical diversity from which it was collected, as shown by
Modro et al."* In addition to the botanical contribution, storage time,
nutritional status of the plant and environmental conditions in the
phase of pollen collection by bees also influence the composition.*
It should be noted that the action of a natural antioxidant depends on
several factors, such as: reaction mechanism, experimental conditions
and matrix heterogeneity.’

LeBlanc et al.'” identified p-hydroxybenzoic., p-coumaric,
vanillie, gallic and ferulic acids in bee pollen from the United States.
Menezes maintains that among the carotenoids found in bee pollen,
a-carotene and P-carotene are predominant, and in a smaller amount
cryptoxanthin, xanthophylls and flavoxanthin are predominant. It
should be emphasized that the flavonoid and phenolic profile, both in
quantity and variety, is directly related to the pollen types that make
up the bee pollen.

Fanali, Dugo and Rocco' found nine polyphenols: o-,
p-coumaricacid, ferulic acid. myricetin, cinnamic acid, quercetin,
naringenin, hesperitin and kaempferol. All analytes, with the
exception of p-coumaric acid and myricetin, which partially co-eluted
with other pollen components, were also quantified in the sample. Lv
et al.,"* identified pollen samples from the Qinghai-Tibetan Plateau by
HPLC-DAD-APCI/MS, quercetin and campperol. with no routine and
isoramnetin being detected.

Six 4-desmethylsterols, one 4-monomethylsterol, four 4,
4-dimethylsterols and another three triterpene alcohols were reported
for the first time in the bee pollen. Significant difference was found
in the contents of free and esterified triterpene alcohols between bee-
collected pollens from the selected plant origins. The total triterpene
alcohol levels in bee pollen oil fractions have been found to vary
between 2.6g/100g and 20.4g/100g oil. Triterpene alcohols in the bee
pollen oils were dominated by steryl esters (=67%). Concurrently,
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Abstract: Bee pollen is a product of the agglutination of flower pollen
with saliva of worker bees. Its composition varies according to the
botanical origin, both between different regions and in the same regions.
The study was objective to verify the botanical, chemical and
microbiclogical preofile of bee pollen from the only production center in
the state of Piaui. Tests of botanical origin, centesimal an
microbiological composition were performed on bee pollen produced in
Piaui. The botanical profile indicated predominance of pollen type Mimosa
caesalpinifolia, a plant native to the region. The physicochemical
analyzes were satisfactory. The results were within the established
limits, except the humidity, however the water activity was less than
enough to avoid changes in the product. The result of the micrcbiological
analysis is the ensure of the safe consumption of these products. In
addition, this result informs about the handling conditions of the
establishment, since the pollen cannot be heated. Therefore, the bee
pollen analyzed complies with Brazilian quality standards.
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