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“Nao é digno de saborear o mel aquele que se
afasta da colmeia com medo das picadas das
abelhas”.

William Shakespeare



RESUMO
Nas Ultimas décadas iniciaram estudos para analisar as propriedades terapéuticas do mel,
especificamente na cicatrizacdo. O mel é um produto de baixo custo, o que facilita 0 acesso
para populacéo. O objetivo desta pesquisa foi investigar o processo de reparo tecidual de feridas
cuténeas infectadas com Staphylococcus aureus em ratos Wistar através da aplicacdo do mel
de abelha. Tratou-se de um estudo experimental, intervencional, quantitativo, analitico,
controlado e aleatorizado. A amostra foi formada por 30 ratos da espécie Rattus novergicus
albinus da linhagem Wistar, machos, alocados em 3 grupos de 10 animais cada, divididos em
6 subgrupos de 5 animais cada: sendo quatro subgrupos experimentais e dois subgrupos
controles. Os grupos tiveram feridas cutaneas infectadas com inoculacdo de 0,5 mL de
suspensdo de uma cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), padronizada em
laboratorio de acordo com a escala de Mc Farland, em uma concentragdo de 1,5x10% UFC/mL.
O grupo experimental foi subdividido para aplicacédo a dois tipos de mel: Melipona scutellaris,
nomeado para o estudo como (MO1) e a outra amostra de Apis melifera (A01). Foram realizadas
analises fisico-quimicas, bioquimicas e acdo antimicrobiana in vitro nos méis para selecao das
duas amostras. Foram coletados swabs estéreis das lesdes, sendo o material semeado em placas
de Petri para observacgdo da infeccdo induzida através da inoculagdo da suspenséo de S. aureus.
Ap0s a eutanasia dos animais os tecidos foram corados com Picro-sirius-red e Hematoxilina-
eosina para andlise histologica. Na analise antibacteriana os resultados foram satisfatérios com
a reducdo das bactérias nas placas de Petri. Na analise macroscopica houve reducdo da area da
ferida em todos os grupos, mas os grupos tratados com mel apresentaram diferencas
significativas melhores em relacdo ao grupo controle. Na avaliacdo da média de intensidade do
infiltrado inflamatorio, houve reducdo do infiltrado em todos os grupos, porém nao houve
diferenca significativa. Na avaliacdo do colageno, 0s grupos que receberam o tratamento com
0s méis de Apis e Melipona apresentaram uma maior deposicéo de feixes de fibras de colageno,
tendo diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle. Conclui-se que os grupos tratados
com mel apresentaram melhores resultados quanto a avaliacdo da area de contracdo da ferida e

da deposicéo de fibras de colageno.

Palavras-Chave: Ac¢do Terapéutica. Atividade antimicrobiana. Cicatrizagdo. Mel.

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In recent decades, studies have begun to analyze the therapeutic properties of honey,
specifically in healing. Honey is a low-cost product, which facilitates access for the population.
The objective of this research was to investigate the process of tissue repair of cutaneous
wounds infected with Staphylococcus aureus in Wistar rats through the application of honey.
This was an experimental, interventional, quantitative, analytical, controlled and randomized
study. The sample consisted of 30 rats of the species Rattus novergicus albinus of the Wistar
lineage, male, allocated in 3 groups of 10 animals each, divided into 6 subgroups of 5 animals
each: four experimental subgroups and two control subgroups. The groups had infected skin
wounds with inoculation of 0.5 mL of suspension of a standard strain of Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), standardized in the laboratory according to the Mc Farland scale, at a
concentration of 1.5x108 CFU/mL. The experimental group was subdivided for application to
two types of honey: Melipona scutellaris, named for the study as (M01) and the other sample
of Apis mellifera (A01). Physical-chemical, biochemical and in vitro antimicrobial action
analyzes were carried out on the honeys for the selection of the two samples. Sterile swabs were
collected from the lesions, and the material was sown in Petri dishes to observe the infection
induced by inoculation of the S. aureus suspension. After the euthanasia of the animals, the
tissues were stained with Picro-sirius-red and Hematoxylin-eosin for histological analysis. In
the antibacterial analysis, the results were satisfactory with the reduction of bacteria in the Petri
dishes. In the macroscopic analysis, there was a reduction in the wound area in all groups, but
the groups treated with honey showed significantly better differences in relation to the control
group. In the evaluation of the mean intensity of the inflammatory infiltrate, there was a
reduction in the infiltrate in all groups, but there was no significant difference. In the collagen
evaluation, the groups that received treatment with Apis and Melipona honeys showed a greater
deposition of collagen fiber bundles, with a significant difference in relation to the control
group. It is concluded that the groups treated with honey showed better results regarding the

evaluation of the wound contraction area and the deposition of collagen fibers.

Keywords: Therapeutic Action. Antimicrobian activity. Healing. Honey. Staphylococcus

aureus.
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1 INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, composta por uma complexa estrutura de
tecidos, sendo formada por trés camadas, sendo a epiderme a camada mais externa constituida
por tecido epitelial estratificado pavimentoso; a derme a camada intermediaria, formada por
tecido conjuntivo; e, a hipoderme (tecido subcutaneo), camada mais interna, compde-se por
tecido adiposo. O tecido epitelial possui uma grande coesdo celular, porém quando sofre uma
lesdo pode expor o tecido conjuntivo subjacente. A reparacdo dos tecidos lesados pode
acontecer de duas formas: cicatrizacdo por primeira intencéo (espontaneamente) ou por segunda
intencdo, quando a lesdo € mais extensa, apresenta grande destruicdo tecidual, as bordas
mantém-se separadas e podem apresentar infeccdo (RIVITTI, 2018; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013; NITZ et al., 2006).

Conforme a Resolucdo n°12 de 1978, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o mel pode ser definido como um produto natural produzido pelas abelhas por meio
do néctar de flores ou exsudatos sacarinicos de plantas (BRASIL, 1978). Deste modo, o mel é
denominado como um produto elaborado por abelhas meliferas, sendo formado por diversos
elementos, como pelo néctar das flores, excrecfes de insetos ou secrecfes de plantas, 0s quais
sdo recolhidos pelas abelhas que os transformam através da combinacdo com substancias
especificas proprias, e armazenam nos favos até sua maturagcdo (BRASIL, 2000). Varios fatores
influenciam na qualidade do mel, por esse motivo existe grande variagdo na sua composi¢éo
fisico-quimica, entre esses fatores estdo: o clima, espécie da abelha, maturacao, processamento,
local de armazenamento e tipo de flora de cada regido (SILVA; QUEIROZ; FIGUEIREDO,
2004).

O mel apesar de ser aparentemente simples, possui uma combinacdo complexa de
muitas substancias, como proteinas, minerais, aminoacidos, vitaminas, flavonoides, enzimas,
acidos organicos, acidos fenolicos e muitos outros nutrientes (PEREIRA, 2008).

A utilizacdo do mel de abelha como forma de tratamento pode apresentar bons
resultados, pois indica atividade cicatrizante e antibacteriana quando usado em feridas e
gueimaduras, atuando como uma barreira viscosa, que impede a entrada de substancias e a perda
de fluidos para 0 meio externo (ALVES et al., 2008).

Foi a partir do final da segunda guerra mundial que comecaram a surgir estudos
sobre cicatrizagdo e foram se desenvolvendo ao longo dos anos com o surgimento de novas
técnicas de tratamento. Na industria farmacéutica existem muitos produtos e medicamentos

cicatrizantes, no entanto ainda sdo de dificil acesso para uma parte da populagdo, o que
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evidencia a necessidade de realizacdo de novos estudos utilizando matérias primas de cada
regido e tecnologias de baixo custo (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

O mel vendo sendo utilizado para tratar feridas de forma empirica had muito tempo,
contudo somente nos ultimos anos comecaram a desenvolver estudos para analisar suas
propriedades e sua agdo terapéutica na cicatrizacdo de forma mais especifica. O mel € um
produto natural e de baixo custo, o que facilita o acesso para populagéo.

Assim sendo, € importante a realizacdo de um estudo mais detalhado, para
investigar o potencial cicatrizante do mel, sua acdo antimicrobiana e todo o processo de reparo
tecidual apds sua aplicacéo.

Deste modo, devido a caréncia de estudos que evidenciem o potencial de
cicatrizacdo de feridas, principalmente infectadas, através da aplicacdo do mel, o presente
estudo torna-se importante na intencao de avaliar qual o efeito do mel no reparo tecidual, e se

o mel além de ser cicatrizante pode atuar como antimicrobiano em feridas infectadas.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL
- Investigar o processo de reparo tecidual de feridas cutaneas infectadas com Staphylococcus

aureus em ratos Wistar através da aplicacdo do mel de abelha.

2.2 ESPECIFICOS

- Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas de amostras de méis de abelhas da
regido e selecionar as melhores amostras para serem utilizadas na pesquisa;

- Realizar anélise morfométrica da area das feridas dos animais;

- Verificar a acdo antimicrobiana do mel nas feridas infectadas através da avaliacdo de placas
de petri;

- Comparar a evolucdo do reparo tecidual entre os grupos experimentais tratados com as
amostras de méis e grupo controle;

-Realizar analise histoldgica das amostras e identificar suas caracteristicas;

- Verificar as diferencas histoldgicas entre as amostras dos grupos experimentais e controle.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 0O MEL DE ABELHA

O mel é um alimento natural produzido pelas abelhas derivado do néctar das flores,
ou das secrecdes de componentes vivos das plantas ou ainda de excrec¢des de insetos sugadores
de plantas. Ele é composto de agucares, principalmente D-frutose e D-glicose, &cidos organicos,
enzimas, fragmentos sélidos colhidos pelas abelhas. O mel pode ser fluido, viscoso ou sélido,
sua coloracdo varia quase incolor a marrom escuro, sendo que o sabor e 0 aroma variam de
acordo com a florada (SILVA et al., 2006).

As caracteristicas fisico-quimicas do mel variam de acordo com a regido, pois sua
composic¢do depende de varios fatores, tais como, fontes vegetais, condi¢Ges climaticas e solo,
por esse motivo dois méis nunca sao iguais (SILVA et al., 2006).

Atualmente, ha duas linhas de estudo na criacdo de abelhas, a apicultura e a
meliponicultura. A apicultura compreende abelhas exoticas oriundo de uma Unica espécie, a
Apis melifera, responsaveis pela quase totalidade do mel comercializado no mundo. J& na
meliponicultora encontram-se as abelhas sociais, de facil manejo, sem ferrdo ou meliponineos.
Existem mais de 400 espécies de meliponineos, sendo o género Melipona o mais diverso e
abriga as espécies mais produtoras de mel. O mel de meliponineos se distingue da Apis
mellifera, sobretudo no sabor e aroma caracteristicos, chegando a altos precos no mercado.
(OLIVEIRA et al., 2012).

Na regido oeste paraense cerca de 68% das abelhas criada pelos produtores é a sem
ferrdo, como as jandairas (Melipona interrupta), jupards (Compressipes manaosensis) e
canudos (Scaptotrigona depilis). Essa escolha deve-se ao fato destas abelhas ndo serem
agressivas e de facil manejo, podendo ser executada facilmente por jovens, mulheres e idosos.
A meliponicultura é uma pratica tradicional, realizada ha varios séculos por nativos da regido
(RAYOL; MAIA, 2013).

3.2 0 MEL E SUA AQAO ANTIMICROBIANA

Segundo Silva et al. (2006), as propriedades do mel apresentam atividade
antimicrobiana, esta atividade deve-se, principalmente, ao peroxido de hidrogénio produzido
pela acdo da enzima glicose oxidase. Além disso, ha outros fatores que podem apresentar
propriedade antimicrobiana: baixa atividade de agua, baixo teor de proteina, baixo potencial
redox em fungdo dos altos teores de aglcares redutores, elevada pressdo osmatica e baixo pH

(potencial hidrogeniénico).
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O mel ndo oferece condi¢des favoraveis para o crescimento de bactérias por ser
uma solucéo supersaturada de agUcares apresentando uma baixa atividade de 4gua. Ademais, a
acidificacdo natural do meio pode impedir a proliferacdo de microrganismos patogénicos
(SILVA et al., 2006).

A excrecdo da enzima glicose-oxidase pelas abelhas, catalisa a conversdo dos
reagentes: glicose, agua e oxigénio, nos produtos: acido gluconico e perdxido de hidrogénio.
Estes produtos sdo apontados como potentes agentes antioxidantes por agredir o envoltério dos
microrganismos, mantendo e preservando a esterilidade do mel no periodo de sua maturacéo.
Dados de pesquisas tém confirmado a atividade antimicrobiana do mel para muitas bactérias
patogénicas e alguns tipos de fungos (SILVA et al., 2006).

3.3 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E BIOQUIMICAS DO MEL

Para a determinacdo da qualidade do mel as analises fisico-quimicas, bioquimicas,
grau de pureza e nivel de deterioracdo sdo dados importantes para a sua caracteriza¢do. Dentre
os requisitos de qualidade do mel estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento destacam-se: maturidade (teor de aclcares redutores, umidade, sacarose
aparente); pureza (sélidos insolliveis em 4&gua, cinzas, grdos de pdlen); deterioracdo
(fermentacdo, acidez, atividade diastésica, hidroximetilfurfural) (BRASIL, 2000).

A umidade corresponde a agua presente em um alimento, o seu teor pode afetar
consideravelmente as caracteristicas do mel, principalmente quanto ao processo de estocagem
e de desenvolvimento de microrganismos (GOIS et al., 2013). Segundo BRASIL (2000), para
0s méis de Apis, 0 valor maximo para este parametro é de 20%. E para os méis de Melipona é
de 35% (VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

Quanto aos teores de aglcares do mel, a sua quantificacdo € importante para avaliar
0 seu grau de docura, ja que é constituido de uma solucdo concentrada de, principalmente, dois
acucares redutores, frutose e glicose. A glicose é uma aldose, relativamente insollvel,
responsavel pela granulacdo do mel e, sua precipitagcdo ocasiona o0 aumento do teor de umidade
propiciando que leveduras osmofilicas se multipliquem e provoquem fermentacdo. A frutose é
uma cetose, apresenta alta higroscopicidade, contribuindo para a permanéncia do mel no estado
liquido por maiores periodos (GOIS et al., 2013).

O teor de cinzas do mel expressa o seu conteddo em minerais e esta relacionado
principalmente com a sua origem botéanica e geografica. Enquanto o pH e a acidez sdo fatores
gue promovem maior estabilidade ao mel quanto ao desenvolvimento de microrganismos. Os

diferentes &cidos organicos que se encontram dissolvidos produz ions de hidrogénio que
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promovem acidez ativa a qual permite indicar as condi¢Ges de armazenamento e 0 processo de
fermentacdo (GOIS et al., 2013).

Os compostos fendlicos presentes nos meis configuram-se como uma boa fonte
antioxidante por combater os radicais livres que sdo agentes causadores de varios problemas de
salde, tais como: doencga de Parkinson, distdrbios gastrointestinais, isquemias cerebrais e
cardiacas, envelhecimento, entre outros, além de apresentar atividade antibacteriana, anti-
inflamatoria ¢ antiviral. As vitaminas C ¢ E, B-caroteno e muitos tipos de compostos fendlicos,
incluindo acidos fendlicos e flavonoides, sdo antioxidantes naturais e, consideram-se que a
ingestdo dos compostos supracitados pode melhorar a protecdo e as funcGes das células
(OLIVEIRA et al., 2012).

Segundo Barth (2005), a qualidade do mel depende da sua composicdo quimica
(tipos de agUcares, sais minerais, compostos fendlicos, proteinas e dgua) e dos gréos de polen,
que sdo provenientes das plantas fornecedoras de néctar. Além disso, as caracteristicas fisico-
quimicas e bioquimicas dos méis podem variar de acordo com o estagio de maturacdo do
produto, das condicBGes climaticas, das espécies de abelhas e do tipo de florada, dai a
necessidade da realizacdo da caracterizacdo desses produtos na regido que foram produzidas
(PEREIRA, 2010).

3.4 REPARO TECIDUAL

O reparo tecidual é o processo de recuperacdo das lesdes teciduais apos perda de
um fragmento de pele, se caracteriza primeiramente por um infiltrado inflamatorio, em seguida
pela formacao de um tecido de granulacdo. O reparo de tecidos lesados pode acontecer por duas
formas: regeneracdo e cicatrizacdo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A regeneracao é o processo pelo qual ha substituicdo do tecido morto por tecidos
do mesmo tipo, com fungdo e morfologia iguais ao tecido perdido. Acontece nos casos de lesdes
leve, que causam danos no epitélio, mas ndo no tecido subjacente, entdo as células que
sobrevivem a lesdo conseguem se proliferar. Enquanto na cicatrizagdo o tecido formado néo é
igual ao tecido lesionado, ocorrendo substituicdo do tecido perdido por tecido conjuntivo
(fibroso) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Durante o reparo tecidual ha proliferacdo de diversos tipos de células, incluindo o
tecido lesado que restou, as células endoteliais vasculares e os fibroblastos. Essa proliferacdo

celular é controlada pelos sinais promovidos pelos fatores de crescimento (produzidos por
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células proximas ao local, como os macréfagos, células epiteliais e estromais) e pela matriz
extracelular (MEC) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

A de cicatrizacdo pode ser dividida em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de
remodelagem. Na fase inflamatdria, logo apds a lesdo ter acontecido, vai ter inicio o
extravasamento sanguineo preenchendo a lesdo com plasma e elementos celulares, sobretudo
plaquetas. Essa agregacdo plaquetéria e coagulacdo geram um tampéo, rico em fibrina, que
retoma a hemostasia e cria uma barreira impedindo a entrada de microrganismos, também
organiza a matriz celular preliminar que sera utilizada como reservatorio de citocinas e fatores
de crescimento liberados durantes as outras fases da cicatrizacdo (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

A fase proliferativa, € responsavel pelo fechamento da leséo, nela ocorre a formacao
do tecido de granulacdo, este composto por tecido conjuntivo, células inflamatorias,
fibroblastos e vasos sanguineos. Também ocorre a reepitelizacdo, com migracdo celular das
células da epiderme para fechar a lesdo; e a angiogénese com a formacgdo de novos vasos
sanguineos a partir dos pre-existentes, fornecendo oxigénio e nutrientes necessarios para o
reparo tecidual (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003).

Na fase de remodelagem: ha contracdo tecidual, redistribuicdo dos tecidos
neoformados, acdo dos microfibroblastos e mastécitos, e recuperacdo das propriedades
mecanicas teciduais. Nela, a reorganizacdo do tecido conjuntivo, que aumenta no tecido de
granulacdo, forma uma cicatriz. O equilibrio entre a sintese e a degradacdo de proteinas da
matriz extracelular, principalmente o coldgeno, influencia o resultado do reparo tecidual
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Alguns fatores podem influenciar no reparo tecidual, dentre esses, a localizacdo da
ferida, tamanho da lesdo, tipo de pele, presenca de infecgdes ou de corpos estranhos, perfusdo
tecidual, temperatura local, desnutricdo, presenca de outras doencas como diabetes, entre outros
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016; MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003)
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZAC}AO DO ESTUDO
Tratou-se de um estudo experimental, intervencional, quantitativo, analitico,

controlado e aleatorizado.

4.2 LOCAL E PERIODO

A pesquisa foi realizada atraves do Biotério da Universidade do Estado do Para
(Uepa) — Campus XII - Santarém, nos laboratorios da Universidade Federal do Oeste do Para
(Ufopa): Laboratdrio de Estudos Bioquimicos e Quimicos do Nucleo Tecnoldgico de Bioativos,
Laboratdrio de Microbiologia, Laboratério de Geologia e Microscopia, campus Santarém - e,
em parceria com a empresa Histotec Servicos para laboratério, em Belém. As etapas que

abrangeram a pesquisa foram realizadas no periodo de 24 meses.

4.3 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os animais foram manejados segundo as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratério (SBCA) e os procedimentos experimentais estiveram de acordo
com a Lei n® 11794, 8 de outubro de 2008, e com a Diretriz Brasileira de pratica para o cuidado
e utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA).

A pesquisa foi submetida & Comissdo de Etica no Uso de Animais (Ceua) da
Universidade Federal do Oeste do Para (Ufopa) e aprovada através do Protocolo N° 052019001
2019, intitulado “Mel no reparo tecidual de feridas cutineas infectadas e nio infectadas
em ratos wistar” (ANEXO 1).

4.4 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi formada por 30 ratos da espécie Rattus novergicus albinus da
linhagem Wistar, machos, adultos, idade superior a 90 dias e peso entre 250 e 300 gramas. Os
animais foram procedentes do Biotério da Uepa, campus XII - Santarém.

No decorrer da pesquisa, 0s animais foram conservados em gaiolas de polipropileno
com medidas de 41cmx34cmx16¢m, revestidas com maravalha, separados em cinco animais
em cada uma. Como recomendado em caso de cirurgia, 0s animais em experimento foram
mantidos isolados em gaiolas individuais, estas revestidas com papel do tipo picado.

O laboratorio do experimento foi de acesso limitado aos participantes do estudo e

demais membros do laboratorio, tendo as condi¢des ambientais controladas (12 horas
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claro/escuro, ambiente higienizado; ventilacdo adequada e temperatura média de 22°C + 2°C),
com oferta de racdo industrial prépria para ratos e dgua ad libitum.
Os animais foram monitorados diariamente durante todo o periodo da pesquisa, e

avaliados durante todas as fases do experimento.

4.4.1 Grupos da pesquisa

Os animais foram separados aleatoriamente por sorteio em 3 grupos de 10 animais:
Grupo tratado com o mel de Melipona scutellaris (GEM); Grupo tratado com o mel de Apis
melifera (GEA) e Grupo controle (GC), este Gltimo recebeu solu¢éo fisioldgica de cloreto de
sodio a 0,9% (NaCl 0,9%). Cada grupo foi subdivido em 2 subgrupos de 5 animais cada,
nomeados de acordo com o periodo de acompanhamento antes da eutanasia. Totalizando assim,
6 subgrupos de cinco animais: sendo 4 subgrupos experimentais e 2 subgrupos controles
(Quadro 1)

Quadro 1. Subgrupos definidos e parametros adotados.

N° subgrupos Definicdo Aplicagéo N° de dias de
observacao
1 GEM-7 Melipona scutellaris 7 dias
2 GEM-14 Melipona scutellaris 14 dias
3 GEA-7 Apis melifera 7 dias
4 GEA-14 Apis melifera 14 dias
5 GC-7 NaCl 0,9% 7 dias
6 GC-14 NaCl 0,9% 14 dias

Grupo GEM (grupo tratado com o mel de Melipona scutellaris (GEM); Grupo GEA (grupo tratado com
o mel de Apis melifera (GEA) e Grupo GC (grupo controle (GC) que recebeu solucéo fisioldgica de
cloreto de sédio a 0,9% (NaCl 0,9%).

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

A quantidade de animais estabelecido em cada grupo estd conforme as
recomendacdes da Diretriz Brasileira de pratica para o cuidado e utilizacao de animais para fins
cientificos e didaticos, que orienta minimizar o nimero de animais utilizados nos experimentos
sem afetar os objetivos do estudo. Assim, grupos de cinco animais sdo suficientes para alcancar
resultados significantes estatisticamente quando sdo comparados grupo controle e grupo
experimental (DAMY et al., 2010).

As amostras de mel utilizadas no experimento foram submetidas a analise de

caracteristicas fisico-quimicas e bioguimicas para testar se enquadravam dentro dos padrdes de
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qualidade, se apresentavam niveis toleraveis de contaminantes inorganicos e para identificar e
quantificar a presenca dos componentes que podem influenciar na cicatrizacdo e possuem agéo
antimicrobiana. Assim, como cepa de Staphylococcus aureus utilizada para inducdo da infeccéo
foi previamente padronizada em laboratorio de Microbiologia da Ufopa.

Os animais desta pesquisa foram acompanhados por periodos diferentes, conforme
os dias definidos para cada subgrupo (7 e 14 dias), do inicio do tratamento até a data da

eutanasia.

4.5 PROCEDIMENTOS DA PESQUISA
4.5.1 Preparo do indculo bacteriano

A cepa — padrdo (ATCC 25923) de Staphylococcus aureus, foi proveniente do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde da Funda¢do Osvaldo Cruz (FIOCRUZ),
e a padronizacdo do inoculo utilizado na pesquisa foi realizada no Laboratério de
Microbiologia, vinculado ao Instituto de saude coletiva, da Ufopa.

Apbs ativacdo da cepa - padrdo, foi preparada uma suspensdo, ajustada a 0,5 de
acordo com a escala de Mc Farland, em solucéo salina estéril (NaCl a 0,85%), o ajuste foi
realizado através do espectrofotdmetro para leitura da absorbancia no comprimento de onda de
600 nm com densidade 6ptica de 0.8 — 1.0, correspondendo a concentragdo 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/ml.

4.5.2 Determinacdo do mel utilizado na pesquisa: Analise fisico-quimica, bioquimica e Acéo
antimicrobiana in vitro.

Para selecdo dos méis utilizados na pesquisa foram analisadas 4 amostras de méis
de Melipona scutellaris e 4 amostras de méis de Apis melifera oriundas de diferentes
propriedades rurais de municipios da regido Oeste do Para. Essas amostras foram analisadas no
Laboratdrio de Estudos Bioquimicos e Quimicos do Nucleo Tecnolégico de Bioativos da
Universidade Federal do Oeste do Para (Ufopa) (Quadro 2).

O material foi coletado no final do periodo de chuvas na Amazonia, entre 0s meses
de maio e julho (2018 e 2019). As amostras foram fornecidas pelos produtores, que retiraram
diretamente das caixas, com o auxilio de seringas descartaveis e acondicionaram em recipientes

plasticos previamente limpos em agua corrente, sendo enviados para analise logo apos a coleta.
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Quadro 2. Tipos de mel, localizacao e espécies.

Amostra Local Coordenadas Espécie
Mo01 Juruti 02°09°07” S e 56°05°31” O | Melipona scutellaris
M02 Obidos 01°43°59”S e 55°23°04”0 | Melipona scutellaris
MO03 Obidos 01°99°87”S e 55°71°31”0 | Melipona scutellaris
MO04 Santarém (Arapiuns) 3°07°17”S e 56°63°4770 Melipona scutellaris
A01 Alenquer 1°56°31”S e 54°44°6”0 Apis melifera
A02 Alenquer 1°56°317S e 54°44°6”0 Apis melifera
A03 Obidos 01°39'45" S € 55°29°48” O Apis melifera
A04 Alenquer 1°56°31”S e 54°44°6”0 Apis melifera

MO1, M02, M03, M04: Melipona scultellaris; A01, A02, A03, A04: Apis mellifera.
Fonte: elaborado pelo préprio autor.

As andlises fisico-quimicas e bioquimicas realizados nos méis foram: pH e acidez
livre (megkg™), teor de aglicares redutores (%), umidade (%), teor de cinzas (%), teor de sélidos
sollveis (°Brix), compostos fendlicos totais (mgGA100g™), atividade antioxidante (% de
Inibigdo DPPH) e o poder antioxidante redutor de ferro — FRAP (umolL™ de Fe*? em 10% de
solucdo de mel). As amostras foram analisadas em triplicata em cada um dos procedimentos

analiticos realizados.

4.5.2.1 Teor de acidez livre

A determinacdo da Acidez livre dos méis foi feita pelo método potenciométrico
conforme descrito por Brasil (2014). Foram utilizadas uma solucéo de hidréxido de sodio 0,1
N e uma solucdo indicadora de fenolftaleina 1% para neutraliza¢do da solucdo acida do mel (10
g de mel em 75 mL de agua destilada). O volume de hidréxido de sodio gasto na titulacdo, até
a obtencdo da cor rosa, foi registrado.

A solucdo de hidroxido de sddio (0,1 mol L) foi padronizada por titulagdo com
biftalato de potéssio (CeHsHO4) (0,5¢g diluidos em 75 mL de &gua deionizada), adicionadas 2

gotas da solucdo de fenolftaleina 1 % (m/v). O fator de correcdo foi calculado pela equac&o:

m

I = 208227 N

Em que:

m= massa (g) de biftalato de potassio;
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V= volume (ml) da solucéo de hidrdxido de sodio gasto na titulacéo;
N= concentragdo (normalidade) da solugdo de hidroxido de sddio utilizada.

O resultado foi expresso em megkg™ empregando a equagio:
meqkg =Vxfx10

Em que:
V= Volume de solucéo titulante gasto na titulagdo (mL);

f= fator de correcéo da solucdo titulante.

4.5.2.2 Teor de cinzas

Aproximadamente 2.0 g de mel foram medidos em cadinho de porcelana e
previamente secos a 100 °C durante 4 h em estufa. Apds retornar a temperatura ambiente, a
massa das amostras foi medida e posteriormente levada para incineracédo a 600 °C em forno tipo
mufla durante 3h. Apds retornar a temperatura ambiente a massa de cinzas foi medida em

relagdo a massa Umida e massa seca de mel (AOAC, 2006).

4.5.2.3 Teor de umidade

O teor de umidade foi obtindo por meio do método indicado pelo Instituto Adolfo
Lutz (2005), com algumas modificacBes. Foi pesado 2,0 g de mel e aquecido em estufa a 60
°C até obtencdo da massa constante. O teor de umidade foi calculado de acordo com a equacao:

Mseca

Umidade = 100 — ( >x 100

Minicial
4.5.2.4 Teor de solidos solaveis (°Brix)
Os teores de solidos soluveis (°Brix) dos meéis foram determinados por meio de

leituras em refratdbmetro manual modelo RHB-90ATC (Megabrix, Sdo Paulo, Brasil), com

correcdo da temperatura e teor de agua (BRASIL, 2000).

4.5.2.5 Teor de acucares redutores
Para determinacédo do teor de agucares redutores utilizou-se 2,0 mL de solucdo de
glicose liquiform (Labteste, Minas Gerais, Bras il) e 200 puL de solugdo aquosa de mel (1:2500,

v/v). A mistura ficou em repouso por 30 min e a absorbancia foi lida em 555 nm em
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espectrometro UV/Uwvis (Nova 3300, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). A quantificacdo foi
realizada utilizando uma curva de calibragdo externa com glicose (Synth, Rio de Janeiro, Brasil)
concentragdes: 0,0; 1,3; 2,5; 3,8 ¢ 5,0 mg mL* (GOMES et al., 2017).

4.5.2.6 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais em solugdo aquosa de mel foi determinado
empregando o método de Folin-Ciocalteu, e os resultados expressos em miligramas de acido
galico por kg de mel (mgGA.100g™?). Uma aliquota de 0,5 mL de uma solugdo aquosa de mel
(1:10 m/v) foi misturada com 0,3 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) e 2,0 mL de solugdo 15% de carbonato de sodio. Depois foi adicionado agua destilada
até completar volume final de 5,0 mL. A mistura ficou em repouso por 2 horas a temperatura
ambiente e posteriormente a absorbancia foi lida a 798 nm. Foi preparada uma curva de
calibragdo utilizando acido galico em concentragdes entre 7,0 x 10* e 7,8 x 10° mg mL™?
(FERREIRA et al., 2009).

4.5.2.7 Atividade antioxidante (DPPH %)

Uma aliquota de 0,4 ml da solugdo mel com agua deionizada (1:5, v/v) foi misturada
com 1,6 mL de etanol e 0,2 mL de solucdo 1,2 mmol L de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
As misturas ficaram em temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir, a absorbancia foi
medida a 555 nm em espectrofotémetro UV/Vis. (NOVA 3300, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil)
contra as misturas de referéncia que foram preparadas de forma semelhante, substituindo a
solugé@o de DPPH por etanol. Foi preparada uma curva de calibragdo com a-Tocoferol (vitamina
E) em solucéo etanolica de 0,2 mmol L™, com concentragGes variando entre 0 e 2,50 mg L™
(ZHANG; HAMAUZU, 2004).

4.5.2.8 Poder antioxidante redutor de ferro (FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante do mel foi realizada segundo metodologia adaptada de
Sant’Ana et al. (2012). O principio dessa metodologia é baseado na capacidade do mel de
reduzir o Fe**' TPTZ a Fe**-TPTz, em pH 4cido. Inicialmente, uma aliquota de 400 pl de uma
solugdo de mel 0,02 g mL™? foi adicionada a 3,6 mL de uma solucdo recém preparada de
reagente FRAP (2,5 mL de solugdo 10 mmol Lt de TPTZ, 2,5 ml de solugdo 20 mmol.L? de
FeCls e 25 mL de 0,3 mol L de tamp&o acetato, pH=3,6) e ap6s a solucdo foi incubada a 37

°C por 10 min. Apos, a absorbancia foi lida a 593 nm. Uma curva de calibracéo foi preparada
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utilizando solugdes de FeSOa (1 mol.L?, com incrementos de 0,2 mmol.LY). Os resultados sdo

expressos como pumol.Lde Fe?* em 10% de solugdo de mel (m/v).

4.5.2.9 Avaliacdo antimicrobiana do mel in vitro

A cepa do microrganismo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi conservada
em meio Nutriente estéril (NM — 3,0 g de peptona bacterioldgica, 5,0 g de extrato de carne, 5,0
g NaCl em 1000 mL de solucédo aquosa, pH inicial 7,2 - 7,4) até a preparacdo da suspensao.

Para os testes de atividade antimicrobiana in vitro utilizou-se o método de difusdo
em poco, em triplicata. Uma aliquota de 100 pL da suspensdo do microrganismo, ajustada a 0,5
da Escala de McFarland (correspondendo a 108 UFC mL-1 de bactéria), foi semeada em placas
de Petri estéreis contendo Agar Mueller-Hinton (MHA - Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) com
0 auxilio de swab estéril. Posteriormente, foram realizados pocos de 6 mm de diametro no meio
de cultura com o auxilio de um molde. Em seguida cada orificio foi preenchido com 100 uL de
mel in natura e incubado a 35°C por 24 h. Os halos de inibi¢cdo do crescimento microbiano
foram medidos em milimetros com auxilio de régua (TAUBE JUNIOR et al., 2020).

4.5.3 Anestesia e ato operatério

Os animais foram anestesiados através do método de injecdo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina (100mg/kg™) e cloridrato de xilazina (10mg/kg™), assim como sugerido
pelo protocolo do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (2016).
Depois de anestesiados, os ratos foram posicionados em decubito ventral e imobilizados para a
epilacéo na regido dorsocostalis.

Em seguida, foram realizadas lesdes cutaneas padronizadas em todos os animais,
ainda anestesiados, utilizando-se um punch metalico de 8 mm?, que contém uma lamina
cortante na sua borda, retirando-se a pele e tela, expondo-se a fascia muscular dorsal (Figura
1).

A anestesia e a cirurgia foram realizadas por pessoas treinadas e capacitadas, e 0s

animais monitorados durante o andamento de todo procedimento.
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Figura 1. Ferida operatoria

Fonte: elaborada pelo autor

4.5.4 Pbs-operatorio

Apobs a realizacdo da lesdo, foram coletados swabs estéreis nos animais de todos 0s
grupos, em sequéncia, todos os animais foram infectados, com 0,5 mL/por animal da suspenséo
ajustada a 1,5x108células/ml de Staphylococcus aureus, através do método de gotejamento sob
a area lesada com uma seringa estéril de 1 mL, assim como no trabalho de Brito Junior e Ferreira
(2015), que utilizaram a mesma técnica de gotejamento, em um volume de 1 ml, uma vez que
o ferimento cirurgico era mais extenso que neste trabalho. Logo ap6s, os animais foram
recondicionados nas gaiolas individuais, e divididos de acordo com 0s seus respectivos grupos
através da identificacdo com etiquetas fixadas nas gaiolas.

Em paralelo a isto, no laboratorio de microbiologia foi realizada a confeccdo de
uma placa de controle para acompanhar o crescimento de S. aureus, utilizando a mesma
suspensdo padronizada empregada nos animais. Nesta placa notou-se que ap6s 24 horas nao
apresentava um crescimento microbiano suficiente para desencadear uma infeccéo satisfatoria
nos animais. Entdo, optou-se por esperar 36 horas apos indugdo da infeccdo para iniciar o
tratamento.

Passada as 36 horas apés inducdo da infeccdo, foi coletado um novo swab estéril de
cada ferida para analise microbioldgica, em seguida realizada a primeira aplicacdo de duas gotas
de mel nos grupos experimentais (tratados com Apis mellifera e Melipona scutellaris). O
procedimento foi repetido diariamente por 7 e 14 dias, de acordo com cada subgrupo do
experimento. Como mencionado anteriormente, no grupo controle foi realizado diariamente a
aplicacdo topica de solucdo fisiologica de cloreto de sodio a 0,9%, até a data da eutanasia.
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Figura 2. Amostras de meis e solucdo fisiologica aplicadas nos grupos experimentais e controle.
. % _

Y e

NaCl 0,9% (solucéo fisioldgica e cloreto de sodio a 0,9%); Ml (Meiona scutellaris) e A01 (Apis

mellifera).
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram realizados o tratamento dos grupos com feridas infectadas, submetidos as
amostras de Melipona scutellaris (M01) e Apis mellifera (A01), compreendendo o nimero de
20 animais submetidos ao tratamento diario com 2 gotas de mel. Simultaneamente realizou-se
0 ensaio nos 10 animais do grupo controle com feridas infectadas totalizando 30 animais no
experimento.

Foram coletados novos swabs estéreis com 72 horas do inicio do tratamento, no 7°

dia e no 14° dia, antes da eutanasia dos animais.

4.5.5 Avaliagdo macroscopica

Foram realizados registros fotogréficos, para avaliagdo da area da leséo, utilizando
uma camera digital da marca Samsung, com 16.2 megapixels de resolucéo. Para padronizacao
da captura das imagens, a cAmera foi posicionada em um tripé a distancia fixa de 15cm, e foi
utilizada uma régua esterilizada posicionada proxima a ferida para futura calibragéo do software
Image J e mensuracdo da area das feridas. Em todos os grupos foram feitas imagens das feridas
logo depois da cirurgia, e depois trés, sete e 14 dias de tratamento.

O software Image J possui varios parametros para mensuracdes de medidas. Para
avaliar as imagens obtidas nesse estudo foi utilizado o pardmetro morfométrico de &rea, visto
que vem sendo utilizado em vérios estudos como uma forma da avaliacdo de feridas. Para
realizacdo das andlises das areas das feridas através do aplicativo utilizou-se a metodologia
baseada no estudo de Silva (2019), seguindo-se em sequéncia as seguintes etapas:
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Apos o inicio da execucdo do programa, realizou-se a busca dos arquivos clicando
em “File” e em seguida em “Open” (Figura 3).

Figura 3. Utilizagdo do Image J para selecdo dos arquivos de imagens.

& Imagel — %
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New Al |o|O] sl d]e]2] | |»

Open._.. (o1t el ielections (right click to switch)
Open Next Ctri+Shift+Q
Open Samples L3
Open Recent L3
Import 3
Close Ctrl+W
Close Al Ctri+Shift+W
Save Ctrl+S
Save As 4
Revert Ctr+R
Page Setup...

Print._ Ctrl+P
Quit

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Apos o processamento da imagem, foi selecionado o parametro (&rea) para ser
analisado pelo software, da seguinte forma: “Analyze” > “Set Measurements... ”, exibindo uma

nova janela para selecdo do parametro escolhido (Figura 4).

Figura 4. Escolha do pardmetro de analise: Area.

& Set Measurements h4
v [hreal [~ Mean gray value
[ Standard deviation [~ Modal gray value
[” Min & max grayvalug [~ Centroid
{ Imagel [~ Center of mass [~ Perimeter
Fie Edt Image Process [ENEDYIM Piugins Window & [~ Bounding rectangle [ Fitellipse
O OGO~ &[] Measure CubM ['. [~ Shape descriptors [~ Ferets diameter
Text tool (double-click to configure  Analyze Particles
1 I Integrated density [~ Median
Summarize
Distribution I~ Skewness [ Kurtosis
Label [~ Areafraction [™ Stack position
Clear Results
[~ Limitto threshold | Display label
Set Scale [ InvertY coordinates [~ Scientific notation
Colhoke [~ Addto overlay I NaM empty cells
Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K Redirect to: -
Surface Plot )
Gels Decimal places (0-9):
Tools
oK | Cancel | Help |

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Utilizou-se uma régua enquadrada proxima a cada imagem para uma medida com
precisdo, servindo como referéncia para calibracdo de cada imagem. Nesta andlise foi
demarcada uma linha proporcional a um centimetro sobre a imagem da régua e em seguida
utilizou-se os seguintes comandos: “Analyze ” > “Set Scale ”. Exibindo uma nova janela, sendo

digitado no espago “Konwn Distance” o valor “1” ¢ no espago “Unit of Length” a unidade de
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medida “cm”. Assim as medidas numéricas realizadas nas imagens utilizavam a medida obtida
por meio da régua como paradmetro (Figura 5).

Figura 5. Calibracdo da imagem com auxilio da régua e transformacéo de valores de pixels para
cm.

& SetScale

Distance in pixels: | 100.0200

Known distance: |1

Pixel aspectratio: | 1.0

Unit of length:

Click to Remove Scale

I” Global

Scale: 100.02 pixels/cm

oK | cancel | Help

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Apos a padronizacdo dos valores foi realizada analise da area da ferida empregando
a ferramenta “freehand selections”, utilizando o mouse para fazer o contorno das bordas da
ferida de forma manual. Em seguida, utilizou-se o comando “Analyze” > “Measure”,

mostrando uma nova janela com os valores medidos da area das lesdes (Figura 6).

Figura 6. Demarcacéo da ferida e anélise da area.

i
File Edt image Process Analyze Plugns Window Help
oola@ <l4lsAlalo|]) o4
Xx%1229 yo5 78 value=156 156164 (#9cScad)

3| F

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Apenas um avaliador treinado realizou os procedimentos de mensuracoes,

mantendo 0s mesmos critérios para a avaliagdo de todas as imagens.

4.5.6 Eutanésia dos animais
A eutanasia foi realizada nos dias definidos previamente para cada grupo (7 e 14

dias), utilizando a aplicacdo de uma superdose da associacao de quetamina e xilazina (trés vezes
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a dose utilizada para anestesiar) por via intraperitoneal, de acordo com as Diretrizes da pratica
de eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2018).

A confirmacdo da morte dos animais foi realizada por profissionais qualificados e
ocorreu atraves da verificacdo dos seguintes sinais: auséncia de movimento respiratorio e de
batimentos cardiacos com auxilio de um estetoscopio. Apos a confirmagdo da morte, realizou-
se a retirada das amostras de tecidos, que foram identificadas e acondicionadas individualmente
em tubos contendo solucédo de formalina a 10% e posteriormente foram enviadas ao laboratério
para preparacdo das laminas para analise microscopica.

O descarte das carcacas dos animais foi realizado de acordo com a rotina do biotério
e seguindo as normas vigentes de biosseguranca e protecdo ambiental.

4.5.7 Avaliacdo microbioldgica em placas de Petri

Apos o procedimento cirdrgico foram coletados swabs estéreis nos animais de todos
0S grupos, antes da inducdo da infeccdo com a suspensdo previamente ajustada de S. aureus.
Passada as 36 horas apds inducdo foram coletados novos swabs de cada ferida, assim esse

processo se repetiu apds 72 horas e sete dias apés inicio do tratamento (Quadro 3).

Quadro 3. Identificacdo das Placas de Petri de acordo com a coleta dos swabs estéreis.
Identificacdo das Placas de Petri

Oh |Swab coletado ap6s ato operatério

36h | Swab coletado 36 horas apés inducdo da infeccdo

72h | Swab coletado ap06s 72 horas do inicio do tratamento

7d | Swab coletado ap6s sete dias do inicio do tratamento

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

O material coletado através dos swabs estéreis foram acondicionados em tubos
contendo solucdo salina estéril (NaCl a 0,85%), e encaminhados no mesmo dia ao Laboratério
de Microbiologia, onde foram semeados com auxilio da alca calibrada de 10 pl, utilizando o
método Spread Plate, sobre a superficie das placas de Petri estéreis (90x15mm) contendo Agar
Mueller-Hinton (MHA - Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA).

As placas foram incubadas invertidas a uma temperatura de 37°C por 24 horas,
quando entdo foi feita a observagdo das placas para identificar as bactérias com aspecto de
colonias tipicas do crescimento de S. aureus. O método utilizado foi qualitativo, sendo

observado o crescimento de S. aureus e a presenca de outros microrganismos nas amostras
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coletadas das feridas dos animais dos grupos experimentais e controle, tratados com mel de
abelha e solucéo fisioldgica de cloreto de sodio a 0,9%.

4.5.8 Avaliac@o microscopica
4.5.8.1. Andlise por Hematoxilina e Eosina

As laminas foram confeccionadas utilizando a técnica histoldgica de rotina. Assim,
apos as amostras serem fixadas em formol, passaram pelos processos de desidratacdo gradativa
em alcool, clarificacdo em xilol, infiltracdo em parafina a 60°C e confec¢do dos blocos de
parafina. Os blocos foram submetidos a cortes histolégicos em micrétomo (5um). Em seguida,
as laminas foram desparafinadas e hidratadas, sendo entéo coradas em Hematoxilina de Mayer,
e depois em Eosina-Floxina. Ap6s a coloracdo, as laminas foram novamente desidratas em
alcool e clarificadas em xilol. Apds esses procedimentos, as laminas montadas ficaram prontas
para serem analisadas (NUNES; CINSA, 2016).

Esses cortes corados pela hematoxilina e eosina foram avaliados
microscopicamente e a caracteristica analisada (intensidade do infiltrado inflamatério) foi
registrada de forma quantitativa em 10 campos de grande aumento (100x) e os resultados
demonstrados em nimero por campo microscopico de grande aumento.

Foi utilizado na avaliacdo o microscépio LEICA DM750 P acoplado a uma camera
fotogréfica, em lente ocular de 10x e objetiva de 5x totalizando um aumento de 50x para a
transicdo da ferida e em lente ocular de 10x e objetiva de 10x totalizando um aumento de 100x
para o leito da ferida, foram analisados 10 campos de grande aumento e os resultados
demonstrados qualitativamente, por meio da classificagdo: ausente (0), leve (1), moderado (2)
ou intenso (3).

0 ponto: Auséncia de células inflamatdrias ou em ndmero insignificante;

1 ponto: Infiltrado inflamatério leve;

2 pontos: Infiltrado inflamatério moderado;

3 pontos: Infiltrado inflamatorio intenso.

4.5.8.2. Coloragéo por Picro-Sirius Red

Apos a desparafinagdo das laminas em xilol, foi realizada a reidratacdo em
concentracdes decrescentes de alcool, a seguir os cortes histoldgicos foram incubados em
solugéo de Picro-Sirius Red por 60 minutos, depois lavados e contra corados em Hematoxilina

de Harris, em seguida as laminas foram novamente desidratadas e clarificadas, apds esses
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procedimentos foram montadas para analise. Foi utilizada a colorag&o de Picro-sirius red para
quantificacdo de fibras de colageno.

A avaliacgéo foi realizada com a utilizacdo do microscépio LEICA DM750 P com
uso de luz polarizada acoplado a uma camera fotogréafica, em lente ocular de 10x e objetiva de
5x totalizando um aumento de 50x para a transi¢éo da ferida e em lente ocular de 10x e objetiva
de 10x totalizando um aumento de 100x para o leito da ferida, sendo analisado 10 campos de
grande aumento.

Para andlise do colageno total, as fotomiografias foram analisadas pelo software
Image J, apds calibracdo das imagens pelo comando Colar Thershold (Image > Adjust > Colar
Thershold). Depois as imagens foram transformadas para escala de cor 8-bits (Image > Type >
8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make binary) e medido a porcentagem de area de
colageno (Analyse> Analyses Particles). Os resultados entdo expressos em porcentagem de area
total ocupada pelas fibras colagenas (NASCIMENTO, 2017).
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5 ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com esquema fatorial
de 3 x 4 (MO1 — animais com feridas tratadas com mel de melipona; AO1 — animais com feridas
tratadas com mel de Apis; GC — grupo controle, animais com feridas nédo tratadas, avaliados
nos dias 0, 3, 7 e 14 p6s-operatdrio), com 10 repeticdes para cada periodo, exceto para o periodo
de 14 dias que foram 5 repeticdes, sendo 5 animais por grupo. Com os dados resultantes do
experimento foi realizada analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade, quando significativos, empregando-se o pacote estatistico SISVAR 5.6.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos fatores importantes no processo de cicatrizacdo de uma ferida é o método
de tratamento escolhido, neste estudo optou-se pelo uso do mel de abelha, um produto de
origem natural, com valores padronizados pelas legisla¢cGes nacionais e internacionais, sendo
assim necessario uma analise fisico-quimica e bioquimica para escolher amostras de
qualidades, que estdo dentro das normas especificadas, e que possam atuar como agentes

cicatrizante e antibacteriano, sendo facilitadoras da cicatriza¢do no tratamentos de feridas.

6.1 ANALISE FiSICO QUIMICA

As amostras analisadas expressaram valores de pH acidos (Quadro 4). Estes valores
baixos sdo devido aos &cidos organicos presentes que colaboram para o sabor do mel e seu
efeito antimicrobiano (SCHLABITZ et al., 2010). Para Campos et al. (2010) o pH do néctar e

as substancias mandibulares que séo adicionadas ao néctar, podem influenciar o pH do mel.

Quadro 4. Valores obtidos nas analises das 8 amostras selecionadas previamente (PH, Acidez
livre mEq kgt, Acticares redutores %, Umidade % e Cinzas).

Amostra Ph Acidez livre | AcguUcares Umidade Cinzas
mEq kg? | redutores % %
MO1 3,41+0,03 52,9+3,49 58,00+0,54 27 0,238+0,026
MO02 3,33£0,02 | 106,1+4,26 | 56,34+15,60 25,3 0,046+0,015
MO03 3,84+0,02 66,2+3,87 53,62+1,28 25,2 0,035+0,021
MO04 3,41+0,07 52,9+3,63 48,31+2,43 29 0,037+0,019
A0l 3,18+0,01 | 44,87+5,67 74,46+2,82 19,1 0,170+0,080
A02 3,53+0,02 62,6+3,65 62,03+5,17 20,1 0,073+0,049
AO03 4,13+0,11 72,4+4,21 42,02+1,14 20,2 0,501+0,106
A04 3,67+0,04 | 71,6+28,45 42,61+3,42 21,2 0,043+0,009

MO1, M02, M03, M04: Melipona scultellaris; A01, A02, A03, A04: Apis mellifera.
Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Nas amostras selecionadas o valor encontrado de pH foi de 3,41 + 0,03 para MO1 e
3,18 + 0,01 para AOL.

E importante ressaltar que os valores de pH néo est&o padronizados pela legislacio
nacional ou internacional (NASCIMENTO, 2014). Entretanto, Arruda (2003) afirma que os
valores de pH dos méis podem variar entre 2,3 e 7,23. Sato e Miyata (2000) e Saxena et al.

(2010) corroboram que o pH do mel se apresenta naturalmente &acido entre 3,2 e 4,5,
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independente de sua origem botanica. Para Carvalho et al. (2005) quando os valores de pH se
apresentam fora destes valores citados, isto pode indicar a ocorréncia de fermentacdo ou
adulteracéo do produto.

Em trabalho realizado com méis de meliponineos, Nascimento (2014) encontrou
valores médios de pH variando de 2,93 a 4,94. Bandeira (2016) obteve valores de pH entre 3,65
e 4,32 para amostras de mel de Apis Mellifera comercializadas no oeste do Parg, analisadas no
periodo seco, e 3,25 e 3,56 para amostras analisadas no periodo chuvoso. Ja, Campos et al.
(2010) obtiveram variacOes de pH de 3,71 a 4,46 para meis de Melipona scutellaris produzidos
no estado da Paraiba. Monte et al. (2013) obtiveram varia¢des de pH entre 2,51 e 3,69 para méis
de abelha titba (Melipona compressipes Fabricius), jandaira (Melipona subnitida, Ducke) e
urucu (Melipona scutellaris, Latreille), no estado do Piaui.

Quanto a acidez livre, entre as amostras analisadas, o maior valor encontrado foi de
106,1 meq.kg? + 4,26 e o menor valor obtido foi de 44,87 meq.kg™ + 5,67 (Quadro 4). Os
valores obtidos das amostras selecionadas foram 52,9 + 3,49 para MO01 e para A01 foi 44,87 +
5,67. Destaca-se que os méis de meliponineos apresentam maiores valores de acidez
(NASCIMENTO, 2014), se comparados aos méis de Apis que devem apresentar valores
maximos de acidez em torno de 50 meq.kg* (BRASIL, 2000). O maximo sugerido por Villas-
Boas e Malaspina (2005) para este parametro é de 85 meq.kg™.

Pereira (2010) encontrou valores de acidez livre em méis de T. angustula, M.
quadrifasciata e M. subnitida superiores a 50 meq.kg?, assim como Monte et al. (2013) em
analises de méis de abelha titba, jandaira e urucu.

Ja Nascimento (2014) encontrou valores de acidez livre para méis de meliponineos
dentro da faixa de 6,83 a 48,58 meqg.kg™, que é abaixo do limite maximo permitido pela
legislacdo (BRASIL, 2000), e da mesma forma, Stramm (2011), obteve valor médio de acidez
para méis de abelhas Jandaira de 22,49 meq.kg™.

Os teores de acglcares redutores minimos permitidos pela legislacdo sdo de 65%
para méis florais e de 60% para méis de Melato (BRASIL, 2000). Os valores obtidos neste
trabalho para as amostras escohidas variaram entre 58% + 0,54 (MO01) e 74,46% + 2,82 (AQ1).
Os valores encontrados estavam em desacordo com a legislacédo. Estes teores baixos podem ter
ocorrido por erros experimentais ou por adulteragdes nos produtos.

Villas-Bdas e Malaspina (2005) sugerem em seu trabalho o teor de agUcares
redutores para méis de meliponineos brasileiros de 50%. J4, Nascimento (2014) encontrou
teores de acucares redutores nos méis analisados dentro dos padrdes estabelecidos por Villas-

Bbas e Malaspina (2005) (entre 65,01% e 75,21%), bem como para os padrdes da legislacéo. E
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Montenegro (2018) também constatou teores de agucares dentro do permitido, de 58,89% +
3,26 a 64,70% + 6,47 em meis de Tetragonisca angustula.

Campos et al. (2010) constataram conteddo de agucares redutores variando entre
54,85% e 66,49% para méis de M. scutellaris na regido do Brejo e 43,66% e 65,07% para a
regido do Litoral do estado da Paraiba.

Quanto aos teores de umidade, conforme o quadro 4, os valores obtidos variaram
de 19,1% a 29%. Os valores das amostras selecionadas foram 27% (MO01) e 19,1% (A01), neste
parametro, exceto o valor obtido da amostra A01, todos os demais valores foram acima de 20%
de umidade, que é o méximo permitido pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2000). Entretanto,
assim como resultado nesta pesquisa, méis de meliponineos costumam apresentar valores mais
elevados de umidade (NASCIMENTO, 2014). A umidade mais elevada nestes méis exige mais
atencdo no manuseio para evitar contaminacdo com microrganismos que venham a degrada-lo
mais rapidamente, entretanto, esta caracteristica também se apresenta como uma vantagem,
pois torna o sabor do produto menos doce e enjoativo, 0 que faz com que seja muito apreciado
(VILLAS-BOAS; MALASPINA, 2005).

Villas-Bbas e Malaspina (2005) sugerem em seu trabalho o valor maximo de 35%
de umidade para 0os méis de abelhas nativas do Brasil. Comparando os dados obtidos no presente
trabalho com este valor, observa-se que todos 0os méis se encontram dentro do limite sugerido
de umidade. Valores dentro desta faixa indicam adequada maturidade do mel, isto é, que o
produto foi colhido no momento adequado em que os favos estavam operculados (SANTOS;
OLIVEIRA, 2013). Stramm (2011) no seu trabalho, obteve o valor médio de 24,80% de
umidade para méis de Jandaira. J& Nascimento (2014) obteve valores de umidade variando
dentro da faixa de 25,99% a 36,89% para méis de meliponineos.

Campos et al. (2010) obtiveram variacdo de 22,05% a 22,75% nos teores de
umidade de méis de M. scutellaris na regido do Brejo e 23,32% a 23,82% na regido do Litoral,
no estado da Paraiba. Monte et al. (2013), obtiveram valores de umidade de 25,1% a 26,4% em
21 amostras avaliadas, de meis de urucu, tidba e jandaira, no estado do Piaui. Suas anélises
demonstraram que, embora o clima seco da regido, o teor de umidade dos méis continuou
elevado, acima de 20%, valor estabelecido pela legislagéo.

A maior parte das amostras analisadas revelaram teores de cinzas dentro do
permitido pela legislacdo brasileira, cujo valor maximo estipulado € de 0,6% (BRASIL, 2000).
Os teores variaram de 0,238% = 0,026 (M01) e 0,17% + 0,08 (A01). De acordo com Pereira

(2010), o mel puro quando manejado de forma correta possui baixos teores de cinzas. Logo,
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quando ha irregularidades no mel como insetos, residuos de tinta, pedacos de madeira e cera, é
possivel de se identificar por meio deste parametro (PEREIRA, 2010).

Segundo Nascimento (2014) o teor de cinzas € um critério que indica a quantidade
de minerais presentes no mel e esta diretamente relacionado com sua origem botanica. Méis
florais apresentam menores teores de cinzas que méis de honeydew (melato), além disso, méis
mais escuros também apresentam conteudo mais elevado de cinzas, logo, os méis de
meliponineos devem apresentar um menor teor de cinzas, ja que possuem coloragéo clara.

Corroborando com este estudo, Pereira (2010) encontrou conteldos de cinzas
dentro do permitido na legislacéo brasileira (inferior a 0,6%) em andlises de méis de Apis e
Melipona. O maior valor encontrado pelo autor foi no mel da espécie T. angustula com 0,506%
de cinzas. Ja no trabalho de Campos et al. (2010) obteve-se valor minimo de cinzas de 0,17%

e maximo de 0,32% para méis de Melipona Scutellaris.

Quadro 5. Valores obtidos nas analises das 8 amostras selecionadas previamente (°Brix).

Amostra °Brix
MO01 71,00+0,20
MO02 72,00+0,50
MO03 72,30+0,60
MO04 69,00+0,40
A01 77,00+0,20
A02 77,30+0,30
A03 77,50+0,50
A04 77,4+0,30

MO01, M02, M03, M04: Melipona scultellaris; A01, A02, A03, A04: Apis mellifera.
Fonte: elaborado pelo préprio autor.

O teor de solidos soltveis (°Brix) aponta a quantidade dos solidos (em gramas)
dissolvidos na 4gua de um alimento (CAMPOS et al., 2010). E constituido principalmente por
acucares e no mel seu valor se aproxima bastante do teor de agUcares totais (GOIS et al., 2013).

Os valores identificados nas amostras analisadas variaram de 69 + 0,40 a 77,50 +
0,50 °Brix (Quadro 5). Nas amostras escolhidas foram 71 + 0,20 (M01) e 77 + 0,20 (AQ1).
Destaca-se que ndo ha uma recomendacdo de valores para este pardmetro na legislacéo
(OLIVEIRA; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2013).

Campos et al. (2010) encontraram valores de solidos sollveis entre 73,27 e 72,35
°Brix para méis de M. scutellares. Ja Oliveira, Ribeiro e Oliveira (2013) encontraram teores de

solidos soluveis variando de 68 a 72 °Brix para méis de abelhas canudo (Scaptotrigona depilis)
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e jatai (Tetragonisca angustula). Os agucares no mel sdo responsaveis por manter uma baixa
atividade de 4gua tornando o meio desfavoravel para o crescimento bacteriano (BANDEIRA,
2016). Dentre estes, os principais sdo a frutose, que € predominante e contribui para a dogura
do mel e a glicose que determina a tendéncia de cristalizacdo (GOIS et al., 2013; BANDEIRA,
2016).

6.2 ANALISES BIOQUIMICAS

Os compostos fenolicos presentes no mel sdo oriundos do metabolismo secundario
das plantas e apresentam atividade antioxidante (SILVA, 2011). Entre eles, se incluem acidos
fendlicos, flavondides e tocoferdis que sao eficientes em capturar radicais peroxil e reduzir o
ion quelato férrico. Estas propriedades se devem a sua estrutura molecular que é caracterizada
pela presenca de anel benzénico e grupamentos hidroxila (SILVA et al., 2006; DUARTE,
2009).

A andlise bioquimica do teor de compostos fenolicos totais apresentou valores entre
50,59 mgEAG.100g! + 4,16 (M01) e 73,44 + 2,37 mgEAG.100g* (A01) (Quadro 6).
Montenegro (2018) obteve teores muito maiores de compostos fenolicos para méis de T.
angustula, variando de 514,00 mgEAG.100g + 130,66 a 685,60 mgEAG.100g™ + 209,50.

Quadro 6. Valores obtidos nas analises bioquimicas das 8 amostras selecionadas previamente
(Fendis totais mgEAG.100g?, DPPH % e FRAP).

Amostra Fendis totais DPPH % FRAP mM de

mgEAG.100g* Fe(l1)em solucéo
10% de mel

MO01 50,59+4,16 63,45+3,21 802,87+290,40
MO02 98,60+3,18 66,95+1,00 4697,31+853,58

MO3 41,40+1,69 78,57+1,04 642,69+287,37

MO04 41,50+3,22 56,23+2,42 398,24+85,18
A01 73,44+2,37 81,11+1,34 1128,76+517,42
A02 42,56+4,06 69,83+2,71 1683,43+669,24
A03 46,80+2,12 58,74+3,58 5732,50+£215,51
A04 71,60+28,45 59,26+2,69 2622,31+479,84

MO01, M02, M03, M04: Melipona scultellaris; A01, A02, A03, A04: Apis mellifera.
Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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Silva (2011) obteve valores de 110 a 130 mgEAG.100g™? para méis puros de
jandaira. Silva et al. (2013) também obtiveram teores semelhantes a estes (120 a 130
mgEAG.100g!) em méis puros de jandaira.

Quanto a atividade antioxidante os valores obtidos em porcentagem de inibicdo do
radical DPPH para as amostras escolhidas estiveram entre 63,45% + 3,21 (M01) e 81,11 + 1,34
(A01). Gomes et al. (2016) encontraram valores menores que estes em analises de méis de
abelha jandaira, com variacdes de 24,26% + 0,54 a 64,63 = 1,01.

Nas analises de poder antioxidante de reducdo do ferro, para as amostras
selecionadas foram obtidos valores entre 802,87 umol.L* de Fe(ll) em 10% de solugdo de mel
+ 290,40 (M01) e 1128,76 umol.L"* de Fe(ll) em 10% de solugio de mel + 517,42 (A01). Sari¢
et al. (2012) obtiveram valores de 39,53 a 173,46 uM de Fe(I) em 10% de solugdo de mel para
méis de acécia e valores de 106,32 a 453,90 uM de Fe(Il) em 10% de solug@o de mel para méis
multiflorais. Ja Duarte (2009) obteve variacdo de 4,67 a 52,56 eq. mg de acido galico.100g™*
para méis de M. scutellaris.

Apbs a andlise fisico quimica e bioguimicas, dos méis retratados anteriormente
(Quadro 2), foram selecionadas duas amostras, MO1 (Melipona scutellaris) e A0O1 (Apis

mellifera).

6.3 AVALIA(;AO ANTIMICROBIANA DO MEL IN VITRO

Na tabela 1, encontram-se os resultados da atividade antimicrobiana, obtidos pelo
método de difusdo em pocos, para as amostras de mel produzidas pelas espécies de Apis
mellifera e Melipona scutellaris. Na avaliagdo antimicrobiana, além do microrganismo
utilizado nesta pesquisa, foram testados outros patégenos. As duas amostras apresentaram
atividade inibitdria satisfatdria frente a S. aureus, assim como aos demais microrganismos

testados.

Tabela 1. Demonstracdo da média da atividade antimicrobiana dos méis de abelha, de acordo
com a amostra indicada, com formacdo de halos de inibi¢cdo contra microrganismos testes
listados em colunas e com o resultado dado em milimetros.

Amostras | S.aureus | S. epidermidis | P. aeruginosa | E. coli C. krusei
MO01 21,1+0,0 17,3+0,58 19,3 £ 0,58 200+0,0 23,3+0,58
A0l 150+0,0 15,7+0,58 12,0+0,0 12,0+0,0 14,000

MO1 — amostra de Melipona scultellaris; A0l - amostra de Apis mellifera. Microrganismos testados:
Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis; Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli;
Candida krusei.

Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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Cruz et al. (2014) analisaram a atividade antimicrobiana de amostras de méis de
abelhas com e sem ferrdo, oriundas do estado do Amazonas contra S. aureus, E. coli,
Enterococcus faecalis, Chromobacterium violaceum e Candida albicans. Verificaram que
todas as amostras expressara, atividade antimicrobiana para todos os patdgenos testados. Na
figura 7, observa-se os halos formados pela amostra de mel de Apis mellifera contra o

microrganismo S. aureus, com média de 15,0 mm.

Figura 7. Halos de inibigao formados pela amostra de mel contra o microrganismo S. aureus.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

6.4 AVALIACAO ANTIMICROBIANA EM PLACAS DE PETRI
De acordo com Santos et al. (2007), o S. aureus, bactéria do grupo dos cocos gram-
positivos, presente na microbiota humana, contudo pode gerar diversas doengas. Com a
descoberta dos antibidticos a bactéria S. aureus foi uma das primeiras a ser controladas, no
entanto, devido a sua resisténcia e grande capacidade de adaptacdo, atualmente é uma das
principais espécies que ocasionam infeccdes hospitalares e comunitarias.
Na andlise das Placas de Petri coletadas antes da inducdo da infeccdo, intitulado como
Oh, foi observado que as amostras ja apresentavam um minimo crescimento de microrganismos
nas placas (figura 8), mesmo utilizando-se a técnica de assepsia correta no momento da coleta.
Isso explica-se pelo fato da amostra estudada trata-se de células vivas da ferida cutanea gerada
nos ratos, onde ha presenca de microrganismos préprios da microbiota da pele desses animais,
podendo considerar que as bactérias ja existentes na pele podem colonizar essas lesdes, ndo

gerando necessariamente uma infecgéo.
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Yamamoto e Gacek (2012) em um estudo analisando a microbiota oral de ratos e
camundongos, observaram a prevaléncia de bactérias gram-positivas, entre as quais se
destacaram: Enterococcus faecalis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus lentus.

Segundo Andrade, Pinto e Oliveira (2002), o microrganismo frequentemente mais
encontrado nas lesdes de pele de ocorréncia natural em ratos, € o S. aureus. Essa bactéria faz
parte da microbiota de seres humanos e animais, € uma das mais resistentes e pode ser
encontrada na pele, trato gastrointestinal, trato respiratério dos ratos de laboratério e no

ambiente (YYamamoto e Gacek, 2012).

Figura 8. Crescimento em Placas de Petri das amostras coletadas na Oh, antes da inducéo da
infeccdo com a suspensdo padronizada de S. aureus.

Amostras coletadas em swabs estéreis - A: subgrupo GC-7; B: subgrupo GEA-7; C: subgrupo GEM-7;
D: subgrupo GC-14; E: subgrupo GEM-14; e F: subgrupo GEA-14.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

As placas coletadas ap6s 36h da indugéo da infec¢do com inoculagdo da suspensao de
S.aureus, antes do inicio do tratamento, evidenciaram o crescimento acentuado das bactérias,

desencadeando uma infeccdo satifastoria nos animais (Figura 9).
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Figura 9. Crescimento de microrganismos em placas de Petri apos inducdo da infeccéo.

v
o %

Amostras coletadas em swabs estéreis - A: subgrupo GC-7; B: subgrupo GEA—7;C: subgrupo GEM-7;

D: subgrupo GC-14; E: subgrupo GEA-14; e F: subgrupo GEM-14.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ap6s o inicio do tratamento, 72h (figura 10) e 7 dias (figura 11) do comego das
aplicacdes, observou-se a reducdo dos numeros de bactérias presentes nas Placas de Petri
analisadas, tanto no grupo controle (solucdo fisiologica a 0,9%) quanto nos grupos
experimentais (tratados com mel de Apis mellifera e Melipona scutellaris).

No entanto, em algumas placas apareceu crescimento anormal de outros
microrganismos que podem estar associados a propria contamina¢do do animal no local de

convivio.
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Figura 10. Placas de Petri semeadas com material coletado apds 72 horas do inicio do
tratamento.

Amostras coletadas em swabs estéreis - A: subgrupo GC-7; B: subgrupo GEA-7; C: subgrupo GEM-7;
D: subgrupo GC-14; E: subgrupo GEA-14; e F: subgrupo GEM-14.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nas placas dos swabs coletados ap6s 7 dias do inicio do tratamento, pode-se observar
que além da reducdo das bactérias, houve aparecimento de microrganismos compativeis com
fungos em algumas placas do grupo experimental, o que ja se era esperado, uma vez que o mel
de abelha utilizado na pesquisa ndo passou pelo processo de esterilizacdo ou pasteurizacdo,
afim de ndo perder suas propriedades fisico-quimicas naturais que podem influenciar na acéo

antimicrobiana e cicatrizante do mel (figura 11).
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Figura 11. Placas de Petri semeadas ap6s 7 dias do inicio do tratamento.

Amostras coletadas em swabs estéreis - A: subgrupo GC-7; B: subgrupo GEA-7; C: subgrupo GEM-7;
D: subgrupo GEA-14; E: subgrupo GC-14; e F: subgrupo GEM-14.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

No estudo de Alves et al. (2008), por meio da analise microbiol6gica das feridas
infectadas dos animais verificou-se que o uso do mel de Melipona subnitida mostrou atividade

antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e positivas.

6.5 AVALIACAO MACROSCOPICA

A avaliacdo da cicatrizacdo das feridas através do parametro de mensuracédo da area
mostrou que todos os grupos obtiveram diminuicdo da ferida no decorrer do processo de
cicatrizacdo. Na figura 12 é possivel observar a evolucdo da contracdo da ferida em um animal

de cada grupo nos dias designados para fotografar as lesoes.
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Figura 12. Evolucdo da contracdo da ferida nos dias: 0, 3, 7 e 14 dias.

3°DIA 7° DIA 14° DIA

GEA

GEM

GC = grupo controle aplicado soro fisiologico; GEA = grupo experimental tratado com mel de mel de
Apis; e GEM = grupo experimental tratado com mel de Melipona.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Segundo diversos estudos, multiplos fatores podem influenciar no reparo tecidual
de uma ferida, como estresse, estado nutricional, idade, presenga de infecgdes, traumas
repetitivos, localizagdo e extensdo da lesdo (SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2007;
JORGE; DANTAS, 2005). Precisa-se controlar essas variaveis que afetam o processo de
cicatrizagdo. Neste estudo, todos os grupos foram realizados simultaneamente evitando-se que
fossem expostos a fatores divergentes. Assim, os animais foram mantidos no mesmo local e
sob as mesmas condicdes, todos tinham idade e pesos aproximados, as feridas foram realizadas
no mesmo local e tiveram o mesmo tamanho padr&o através do uso de punch de 8mm?. Todo o
tratamento, inclusive a aplicacdo de NaCl a 0,9 % no grupo controle, aconteceram da mesma
forma, afim de evitar estresse diferenciado aos grupos.

Foi realizada a analise de variancia e como é possivel observar na tabela 2, houve
diferenca significativa entre os méis, os dias de cicatrizacdo e houve também uma interacao do

mel com os dias de cicatrizacdo, tendo o efeito significativo (p<0,05).
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Tabela 2. Andlise de variancia das medidas das lesdes em ratos Wistar tratadas com méis de
Apis, Melipona e soro fisiologico com 0, 3, 7 e 14 dias apds a realiza¢do da leséo.

F.V G.L S.Q Q.M F
Mel (M) 2 0,024317 0,012158 0,0000*
Dias (D) 3 9,315992 3,105331 0,0000*

M x D 6 0,026966 0,004494 0,0000*
Residuo 93 0,059581 0,000641
Total 104 9,426856

* significativo a 5% de probabilidade (p < 0,05);
ns= nao significativo (p > 0,05)
Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Na analise morfométrica da area da ferida logo ap6s o procedimento cirdrgico, no
dia zero (0), verificou-se a padronizacdo do tamanho das lesdes, de tal maneira que,
estatisticamente pode-se observar (Tabela 3) que na avaliacdo da area inicial das feridas, a

média do tempo/dia zero (0) ndo apresenta diferenca significativa (p>0,05).

Tabela 3. Area de cicatrizacio das feridas nos dias que foram realizadas as medigdes.

Tempo (dia)
Tratamento
0 3 7 14
Controle 0,800,013 Aa  0,42+0,033 Ab  0,18+0,045 Ac 0,00+0,02 Ad
Apis 0,80+0,011 Aa  0,39+0,014 Ab  0,10+0,025Bc  0,00+0,000 Ad

Melipona 0,800,012 Aa 0,360,036 Bb  0,12+0,031Bc  0,00+0,001Ad
CV (%) = 6.67

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na tabela 3, ao observar os resultados das comparac¢fes da média de reducdo da
area de ferida de acordo com o mel utilizado ou NaCl 0,9%, houve diferencas significativas
entre todos os grupos nos dias 3 e 7 (p<0,05), j& nos animais acompanhados até o 14° dia, ndo
houve diferencga significativa (p>0,05), uma vez que quase todos 0s animais de ambos 0s grupos
tiveram a area da les&o cicatrizada.

Em contrapartida, no trabalho de Santos, Mauricio Junior e Cunha (2019), utilizou-
se barbatimdo no tratamento de feridas cutaneas onde se avaliou a cicatrizagdo por segunda

intencdo, em 15 ratos wistar machos. A analise macroscopica das feridas ao 3° dia, ndo
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apresentou alteracdes significativas estatisticamente. Verificou-se que o inicio da diminuigéo
significativa da &rea da ferida deu-se por volta do 7° dia.

Comparando os resultados dentro da varidvel Tempo (dia), ndo houve diferenca
significativa no Tempo 0, ja no dia 3, o grupo de Melipona foi melhor em relacéo aos grupos
Apis e Controle. No dia 7, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais
(Apis e Melipona), estatisticamente ambos foram iguais, diferindo-se em relagdo ao controle,
onde verificou-se que estatisticamente os grupos experimentais foram melhores que o grupo
controle (Tabela 3).

Quanto a evolucéo da ferida intragrupos conforme os periodos de avaliacdo, notou-
se que todos os grupos apresentaram reducdo média significativa entre os dias, no entanto
(p<0,05), o grupo tratado com a amostra de Melipona apresentou um resultado melhor, uma
vez que no dia 3, apresentou uma reducdo da area da ferida maior, apresentando uma diferenca
estatistica em comparacdo aos outros dois grupos, e no dia 7 permaneceu em relacdo ao grupo
controle. J& o grupo tratado com a amostra de Apis apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle apenas no sétimo dia. No décimo quarto dia ndo houve diferenca
significativa estatisticamente entre os grupos, uma vez que as feridas estavam cicatrizadas
(p>0,05) (Tabela 3).

Assim como, no estudo desenvolvimento por Alves et al. (2008), utilizando 24 ratos
machos Wistar, divididos em grupos (infectados/e néo infectados) tratados com solugéo salina
e mel de Melipona, onde verificou-se que o Tempo (dias) médio de cicatrizagdo no grupo
infectado tratado com mel de Melipona foi menor do que nos outros grupos. Constatou-se
também que a densidade de coladgeno, numero de fibroblastos, leucécitos e dosagem de
citocinas, foi maior no grupo infectado que utilizou o mel, além da reducdo significativa das
bactérias gram-positivas e negativas apos o tratamento. Alves et al. (2008), concluiram que o
uso do mel de Melipona nas feridas infectadas dos ratos, estimulou a resposta imunolégica,
diminuiu o tempo de cicatrizagéo e a infeccao.

Todos os animais foram observados diariamente, onde constatou-se que a maioria
apresentou a area da ferida fechada em torno do 11° e 13° dia, apenas cinco animais nao ficaram
com a pele integra nesse periodo, sendo destes, trés individuos do grupo controle, um do grupo
tratado com a amostra de mel de Melipona, e um outro tratado com mel de Apis. O grafico de
regressdo demonstra o comportamento diario da cicatrizacdo do dia Oh ao 14° dia (Grafico 1).
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Gréfico 1. Gréafico de Regressao demonstrando a evolugéo diaria da area da ferida de cada grupo
dia zero ao 14° dia de observacéo.
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Controle — GC: grupo tratado com soro fisiol6gico; Apis — GEA: grupo tratado com mel de Apis;
Melipona — GEM: grupo tratado com mel de Melipona.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

6.6 AVALIACAO MICROSCOPICA
6.6.1 Andlise histologica do infiltrado inflamatorio

A fase inflamatdria consiste na primeira fase do reparo tecidual, e tem grande
importancia no processo de cicatrizacao.

Tabela 4. Comparacdo das médias de intensidade do infiltrado inflamatério dos grupos com a
coloracdo de hematoxilina eosina.

Média da intensidade do infiltrado

Grupo inflamatario p-valor
07 dias 14 dias
Controle 2,6%0,3 1,4+0,3 <0,0085*
Apis 2,8+0,2 1,0+0,0 <0,0000*
Melipona 2,2+0,7 1,2+0,2 <0,0462*
p-valor 0,3443 0,3349 -

* significativo a 5% de probabilidade (p < 0,05);
ns= ndo significativo (p > 0,05)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na tabela 4, observa-se a média dos escores atribuidos apos a avaliacdo do infiltrado
inflamatdrio, através da classificacdo em ausente, leve, moderado ou intenso, correspondente a

pontuacéo 0: 1, 2 e 3 pontos.
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Pode-se notar que em todos os grupos houve reducédo significativa do infiltrado
inflamatorio. Os grupos experimentais reduziram significativamente o infiltrado inflamatorio
comparando as amostras nos periodos de 7 e 14 dias (Figura 13 e Figura 14).

Entretanto, na avaliacdo estatistica intragrupos, apesar do grupo tratado com mel de
Apis apresentar valores maiores no dia 7, e o grupo controle no dia 14, ndo houve diferenca
significativa estatisticamente entre 0s grupos experimentais e controle (p>0,05).

No trabalho de Rahal et al. (2003), usando prépolis, mel e solucdo fisioldgica
(controle), no grupo utilizando o mel como forma de tratamento, no 7° dia verificou-se
espessamento da epiderme nas bordas da ferida, proliferacdo vascular acentuada, reducéo do
infiltrado inflamat6rio com células mononucleares predominantes e pequena quantidade de
feixes de fibras colagenas. Apesar das feridas no 14° dia ndo se encontrarem totalmente
reepitelizadas, foi notavel neovascularizacdo, a proliferacdo fibroblastica e a deposicdo de
coladgeno. Ja no 7° dia, as lesbes dos animais do grupo controle apresentaram infiltrado

inflamat6rio mais acentuado do que nos demais grupos.



53

Figura 13. Fotomicrografia da area da ferida dos cortes histolégicos realizados nos grupos do
dia 7.
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Aspectos histologicos quanto a presenca de infiltrado inflamatério nas laminas do dia 7, nos
grupos tratados com a amostra de mel de Apis (GEA-7), grupo tratados com mel de melipona
(GEM-7) e grupo que recebeu NaCl a 0,9% (GC-7). Coloragdo com hematoxilina eosina.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.



54

Figura 14. Fotomicrografia da area da ferida dos cortes histoldgicos realizados nos grupos do
dia 14.

GC-14
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GEM-14

Aspectos histolégicos quanto a presenca de infiltrado inflamat6rio nas laminas do dia 14, nos
grupos tratados com a amostra de mel de Apis (GEA-14), grupo tratados com mel de melipona
(GEM-14) e grupo que recebeu NaCl a 0,9% (GC-14). Coloragdo com hematoxilina eosina.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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6.6.2 Andlise da densidade do Colageno

O colageno, € um importante componente na derme e exerce um importante papel
na elasticidade e resisténcia da pele. As fibras de colagenos constituem 90% das fibras dérmicas
e 80% da matriz extracelular da derme, sendo os colagenos dos tipos I, Il e V 0s mais
predominantes (VERHAEGEN et al., 2012; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Segundo alguns estudos, o coldgeno é a proteina que se apresenta em maior
quantidade no tecido conjuntivo em fase de cicatrizacdo, sendo que sua sintese comeca em
poucas horas apo6s a lesdo, se tornando mais expressiva por volta de uma semana, no entanto, a
cicatrizacdo se torna mais resistente ap6s o colageno sofrer maturacdo (OLIVEIRA et al., 2010;
BARROS et al., 2014; MORESKI; LEITE-MELLO; BUENO, 2018).

As areas de tecido conjuntivo da lesdo foram submetidas a coloragcdo de Picro-
Sirius-Red para a quantificacdo de fibras colagenas (Figura 15). Essa técnica atribui uma
coloracdo avermelhada para areas com colageno e através de polarizacdo de luz indica uma
possivel diferenciacdo entres os tipos de coldgeno por meio da birrefringéncia vermelho
amarelada e verde-esbranquicada (KLINGE; FARMAN; FIEBELER, 2010).

Figura 15. Fotomicrografia da area da ferida mostrando a quantificacdo das fibras colagenas no
tecido.

Area da ferida mostrando a quantificqéo das fibras colagenas no tecido A
Image J utilizando o plug-in Threshold Colour. A) Imagem analisada com luz polarizada. B) e C) Area
selecionada para mensuracéao de colageno pelo software. Coloracao de Pricrosirius.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Como pode ser observado (Tabela 5) os grupos de tratamento apresentaram maiores
depdsitos de coldgeno em comparagdo ao grupo controle, tal resultado foi significativo
(p<0,05).

Tabela 5. Resultado da média da gradacéo das fibras de Colageno com 7 e 14 dias de tratamento.

Tempo (dia)
Tratamento
7 14
Controle 7,34+0,701 Bb 8,80+0,599 Ba
Apis 9,23+0,689 Ab  10,99+0,897 Aa
Melipona 8,80+0,210 Ab  11,09+0,874 Aa

CV (%) = 7.46

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na andlise do resultado da média da gradacéo das fibras de colageno, observou-se
que existiu diferenca entre os tipos de méis (Apis e Melipona) e o controle, e também diferenca
estatistica entre os dias, mas ndo houve na interacdo entre o Tempo dia (dia) e o tipo de
tratamento utilizado. N&o houve interferéncia de um fator dentro do outro fator (tratamento x
tempo), ambos atuaram de forma isolada.

Como demonstra a tabela 4, 0s grupos que receberam o tratamento com os méis de
Apis e Melipona apresentaram uma maior deposicdo de feixes de fibras de colageno, tendo
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, 0s grupos experimentais foram
estatisticamente melhores. Com 14 dias havia regeneracdo total da epiderme na maioria dos
animais, havendo maior quantidade de formacao de fibras de colageno.

Assim como, nos trabalhos de Alves et al. (2008) e Rahal et al. (2003), onde os
grupos tratados com mel apresentaram uma maior deposicdo de coldgeno do que 0s grupos
controles que receberam solucéo fisioldgica.

Ao comparar os resultados ja descritos anteriormente no presente estudo, 0s
resultados obtidos na analise da deposi¢do dos feixes de fibras de colageno reforcam os
resultados observados na andlise da contracdo da ferida, onde 0s grupos experimentais
apresentaram uma diferenca significativa com uma maior reducédo da area da ferida em relagéo

ao grupo controle.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, com base nos resultados obtidos, constatou-se que o mel
qguando dentro das normas adequadas e padronizadas, € um excelente recurso terapéutico para
o tratamento de feridas infectadas, apresentando resultados satisfatorios quanto a reducéo do
namero de bactérias no decorrer do tratamento, contudo em algumas placas semeadas ocorreu
0 aparecimento de microrganismos compativeis com fungos, o que se explica pelo fato do mel
ser um produto de origem natural, que ndo pode passar pelo processo de esterilizacdo e
pasteurizacdo, afim de ndo perder suas propriedades fisico-quimicas e bioguimicas naturais,
que podem influenciar em sua acdo antimicrobiana e cicatrizante.

Verificou-se na avaliagdo macroscopica que 0s grupos tratados com mel
apresentaram resultados melhores, apresentando uma diferenca estatistica significativa quando
comparados ao grupo controle, no dia 3 0 mel de Melipona apresentou diferenca significativa
em relacdo ao grupo tratado com mel de Apis e o grupo controle que recebeu solucdo
fisioldgica, no dia 7 os grupos experimentais estatisticamente foram melhores que o controle.
No 14° ndo houve diferenca significativa, uma vez que quase todas as feridas estavam
cicatrizadas.

Na avaliagdo da intensidade do infiltrado inflamatdrio notou-se que em todos 0s
grupos houve reducdo significativa do infiltrado inflamatério, comparando as amostras no
periodo de 7 e 14 dias, contudo na avaliacdo intragrupos ndo houve diferenca estastica. Na
avaliacdo da densidade de colageno, os grupos que receberam o tratamento com os méis de
Apis e Melipona apresentaram uma maior deposicao de feixes de fibras de colageno, tendo
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, 0s grupos experimentais foram
estatisticamente melhores. Com 14 dias havia regeneracdo total da epiderme na maioria dos
animais, havendo maior quantidade de formacao de fibras de colageno.

Assim sendo, nota-se que a pesquisa apresentou aspectos positivos quanto a
cicatrizacdo de feridas infectadas utilizando o mel como recurso terapéutico, mas ha a
necessidade de realizagdo de mais estudos utilizando o mel como recurso terapéutico avaliando

mais aspectos afim de obter resultados melhores.
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ANEXO

Anexo 1. Certificado de aprovacio na Comissio de Etica no Uso de Animais (Ceua)

Universidade Federal do Oeste do Pard  CELUA

COMAISSAD DE ETICA MO USO DE AMMAIS m

CERTIFICADD

Certificamos que o Protocolo N9 0520190012018, Intiuado “MEL NO REPARD
TECIDUAL DE FERIDAS CUTANEAS INFECTADAS E NAQ INFECTADAS EM
RATOS WISTAR", sab 8 rasponssniidsde de Pawlo S&rgio Tauber JOniar,
esia de acordo com os Principlos Elicos na Experimentagio Animal edotedos
palo Corsslho Nackonal de Conbrole 0o Experimentacso Amimal (COMCEA),
tanda skdo Sprov ado pela Comissao oa Efica no Uso o8 Animals o3 Univarsidade

Federsl do Daste o0 Para-UFDPA.

CEATIACATE
We cariily that the profocol W° 052018001-2019, entliad “MEL NO REPARD
TECIDUAL DE FERIDAS CUTANEAS INFECTADAS E NAO INFECTADAS EM
RATOS WISTAR®, (HOMEY IN THE TISSUE REFAIR OF INFECTED AND
NOM-INFECTED SKIN WOUNDS IN WISTAR RATS) = in agreement wiih the
Ethical Principlas for Animal Reseanch estsbished by the Mational Coundl for
Conirol of Animal Experimantation (CONMCEA). This project wes approved by the
institutional Commission for Ehics i tha Uisa of Arimals of Universidade Federsl

oo Cwaste do Pars-UFCEA.

Santarém-PA, 1852019,
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