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RESUMO

Apobs a ocorréncia de lesdes na pele, 0 organismo inicia o processo de cicatrizagéo a
fim de restabelecer as funcdes desse tecido. Os medicamentos tdpicos séao
utilizados para otimizar a cicatrizacdo, porém, € crescente a pesquisa por produtos
naturais para esta finalidade. O mel é citado como um produto com efeito
cicatrizante e antimicrobiano, mas sabe-se que tais efeitos dependem da fonte floral
utilizada pelas abelhas. No Brasil, dentre os méis monoflorais mais disponiveis,
estdo o de assa-peixe, cipo-uva, laranjeira ou eucalipto. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial cicatrizante e antimicrobiano destes méis.
Primeiramente, avaliou-se o potencial cicatrizante em 84 ratos Wistar submetidos a
realizagdo de uma ferida cirurgica com punch metalico de 8 mm de didmetro no
dorso do pescogo. Cada grupo de 14 animais recebeu tratamento topico, sendo: GC-
NaCl 0,9%; GP- pomada comercial a base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e
cloranfenicol em petrolato base; Gap- mel assa-peixe; GCu- mel cipé-uva; GEu- mel
de eucalipto; GLa- mel de laranjeira. Nos 2°, 4°, 7°, 10°, 14°, 21° e 30° dias apds a
confecgao das feridas, dois animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia e
avaliacdo macroscopica das feridas. Além disso, retirou-se um fragmento de pele,
subcutdneo e musculatura para avaliagdo histopatologica e da area da ferida.
Verificou-se que os méis inibem a formacdo de edema e infeccdo e tornam
transitoria a presenca de crostas. Os méis de laranjeira e de eucalipto reduzem a
area da ferida. Os méis de assa-peixe, eucalipto ou laranjeira reduzem a inflamagao
e a necrose e, otimizam a formagédo do tecido de granulagéo, a fibroplasia e a
repitelizacdo. No segundo experimento, verificou-se o potencial antimicrobiano in
vitro desses méis em diferentes diluicbes através de antibiogramas frente a cepas de
Staphylococcus aureus  Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Observou-se que esses méis monoflorais n&do diluidos
impedem o crescimento dos principais agentes bacterianos presentes na pele, com
destaque ao mel de laranjeira no controle contra Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli. Conclui-se que os méis de assa-
peixe, laranjeira ou eucalipto possuem potencial cicatrizante e antimicrobiano.

Palavras-chave: antibiograma, cicatrizagdo, mel, monofloral



ABSTRACT

After the occurrence of skin lesions, the body begins the healing process in order to
restore the functions of this tissue. Topical medications are used to optimize healing,
however, there is increasing research for natural products for this purpose. Honey is
cited as a product with healing and antimicrobial effects, but it is known that such
effects depend on the floral source used by the bees. In Brazil, among the most
available monoflorais honeys, are assa-peixe, cipé-uva, orange or eucalyptus. The
objective of this study was to evaluate the healing and antimicrobial potential of these
honeys. Firstly, the healing potential was evaluated in 84 Wistar rats submitted to a
surgical wound with metallic punch 8 mm in diameter on the back of the neck. Each
group of 14 animals received topical treatment, being: GC- NaCl 0.9%; GP-
commercial ointment based on fibrinolysin, deoxyribonuclease and chloramphenicol
on base petrolatum; Gap- assa-peixe honey; Gcu- cipé-uva honey; Geu- eucalyptus
honey; Gla- orange honey. At the 2nd, 4th, 7th, 10th, 14th, 21st and 30th days after
wound dressing, two animals from each group were submitted to euthanasia and
macroscopic wound evaluation. In addition, a fragment of skin, subcutaneous and
musculature were removed for histopathological evaluation and the area of the
wound. It has been found that honeys inhibit the formation of edema and infection
and render the presence of crusts transient. Orange and eucalyptus honeys reduce
the area of the wound. The assa-peixe, eucalyptus or orange honeys reduce
inflammation and necrosis and optimize granulation tissue growth, fibroplasia and re-
epithelization. In the second experiment, the in vitro antimicrobial potential of these
honeys was verified in different dilutions through antibiograms against strains of
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. It was observed that these undiluted monofloral honeys
prevent growth of the main bacterial agents present in the skin, with emphasis on
orange honey in the control of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
and Escherichia coli. It was concluded that the assa-peixe, orange or eucalyptus
honeys have healing and antimicrobial potential.

Keywords: antibiogram, healing, honey.
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CAPITULO 1

EFEITO CICATRIZANTE E ANTIMICROBIANO DO MEL DE ASSA-PEIXE, CIPO-
UVA, LARANJEIRA OU EUCALIPTO - REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

Apds a ocorréncia de lesbes na pele, o organismo inicia o processo de cicatrizagao
afim de restabelecer as fungdes do tecido lesado. Diferentes medicamentos topicos
ou sistémicos podem ser utilizados para otimizar o reparo tecidual, sendo que ha
uma crescente pesquisa por produtos naturais que apresentem efeitos benéficos
neste processo. O mel é utilizado no tratamento de feridas e seu potencial
terapéutico por conta de seu efeito cicatrizante e antimicrobiano, sendo que estes
potenciais variam principalmente por conta da fonte floral utilizada. Dentre os
principais méis monoflorais disponiveis no Brasil estdo o de assa-peixe, cip6-uva,
laranjeira ou eucalipto. Assim, o objetivou-se elucidar aspectos atuais sobre a pele,
processo de cicatrizacdo e uso do mel no tratamento de feridas. Os efeitos
terapéuticos de cada planta sdo adicionados aos efeitos do mel a cicatrizacdo. O
assa-peixe € conhecido pela acao diurética e expectorante. O cipé-uva atua na
inflamacéo, analgesia e infecgado e € bastante utilizado em afecg¢des gastricas. O
eucalipto € conhecido por suas propriedades cicatrizantes e antissépticas. Ja a
laranjeira possui altas concentragbes de vitamina C, um potente antioxidante
fundamental para a sintese de colageno. Conclui-se que o mel possui agdo quando
utilizado topicamente no tratamento de feridas e que as particularidades da fonte
floral influenciam na propriedade terapéutica do mel. Na literatura, o assa-peixe,
eucalipto e a laranjeira apresentam maior destaque para este tipo de tratamento.

Palavras-chave: cicatrizagdo, mel, monofloral, tratamento tépico.
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ABSTRACT

After the occurrence of skin lesions, the body initiates the healing process in order to
reestablish the functions of the damaged tissue. Different topical or systemic drugs
can be used to optimize tissue repair, there is a growing search for natural products
that have beneficial effects in this process. Honey is used in the treatment of wounds
and its therapeutic potential due to healing and antimicrobial effect, these potentials
vary mainly because of the floral source used. Among the main monoflorais honeys
available in Brazil are assa-peixe, cip6-uva, orange or eucalyptus. Thus, the
objective was to elucidate current aspects about the skin, the healing process and
the use of honey in the treatment of wounds. The therapeutic effects of each plant
are added to the effects of honey upon healing. The assa-peixe is known for diuretic
and expectorant action. The cipo-uva acts on inflammation, analgesia and infection
and is widely used in gastric conditions. Eucalyptus is known for its healing and
antiseptic properties. The orange tree has high concentrations of vitamin C, a potent
antioxidant essential for the synthesis of collagen. It is concluded that honey has an
action when used topically in the treatment of wounds and that the particularities of
the floral source influence yours therapeutic properties. In the literature, assa-peixe,
eucalyptus and orange trees are more metioneal for this type of treatment.

Keywords: healing, honey, topical treatment.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, diversos autores publicaram informacgdes relativas as
propriedades do mel no manejo de feridas em animais e em seres humanos, além
de outras aplicagdes médicas (HADAGALI e CHUA, 2014). Sabe-se que essas
propriedades sao diretamente influenciadas pela fonte floral utilizada pela abelha. No
Brasil, os méis monoflorais mais disponiveis sdo o de assa-peixe, cCipd-uva,
laranjeira e eucalipto (PEREIRA e CASTRO, 2010; AHMED et al., 2018).

Assim, o objetivo desta revisdo € trazer aspectos atuais sobre a pele,
processo de cicatrizagao e uso do mel de assa-peixe, cipd-uva, eucalipto e laranjeira

no tratamento de feridas.

1.1 JUSTIFICATIVA

A literatura cientifica mostra que o mel pode beneficiar o tratamento de
feridas, mas ha caréncia de informacgdes relativas ao uso terapéutico dos méis de
assa-peixe, cipo-uva, laranjeira e eucalipto, que sdo méis monoflorais bastante
utilizados no Brasil.

Como esses méis tem ampla distribuicdo no pais, a possibilidade de utilizar
um produto natural de baixo custo, praticamente isento de efeitos colaterais, capaz
de otimizar a cicatrizagdo e reduzir os riscos de resisténcia bacteriana justificam a

importancia deste estudo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Verificar o potencial terapéutico dos méis de assa-peixe, cipo-uva, laranjeira

e eucalipto no tratamento de feridas.

1.2.2 Objetivos especificos

e Revisao cientifica relativa a pele e ao processo cicatricial;

e Revisao bibliografica sobre o uso do mel em feridas;
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e Revisao bibliografica sobre o potencial cicatrizante e antimicrobiano do mel

méis de assa-peixe, cipO-uva, laranjeira e eucalipto no tratamento de feridas.

2 REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a atividade apicola teve inicio em 1839, quando o padre Anténio
Carneiro trouxe de Portugal algumas colénias de abelhas da espécie Apis mellifera.
Posteriormente, essas espécies foram introduzidas principalmente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil por imigrantes Europeus (SEBRAE, 2015).

Os principais exportadores de mel natural no mundo sao: China, Argentina,
México e Alemanha. O Brasil representa 1,8% da produ¢do mundial de mel, estando
na décima quinta posi¢cao (PAULA et al., 2015). Praticamente todos os estados do
pais produzem mel natural, sendo os mais representativos: Rio Grande do Sul,
Parana, Santa Catarina, Piaui, Minas Gerais, Ceara, Sdo Paulo e Bahia (PAULA et
al., 2015). A regido Sul do pais é a principal fonte de produgéo de mel, com 51,15%,
seguida da regido Nordeste com 26,54% (PAULA NETO e ALMEIDA NETO, 2005).

As abelhas produzem o mel a partir do néctar coletado das flores, sendo
este produto constituido principalmente de agua, frutose, glicose, sacarose, maltose
e outros dissacaridios, sais minerais, vitaminas, enzimas, hormdnios, proteinas,
acidos, aminoacidos e fermento. (BACAXIXI et al., 2010).

Tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria, diversos autores
publicaram informacgdes relativas as propriedades do mel no manejo de feridas em
animais e em seres humanos, além de outras aplicagdbes médicas de mel
(HADAGALI e CHUA, 2014). As evidéncias clinicas no tratamento de diferentes tipos
de feridas sado atribuidas aos efeitos antibacteriano, antiinflamatoério e antioxidante
deste produto (KOENIG e ROH, 2016). Sabe-se que essa propriedades sao
diretamente influenciadas pela fonte floral utilizada pela abelha (ALJADY, 2010 et
al., 2010).

O processo de cicatrizagao inicia quando ocorre uma leséo de pele, e é
dividido em trés fases: inflamatdria, proliferativa e remodeladora. A primeira é
caracterizada pela hemostasia, a segunda envolve a migracdo de células
(fibroblastos, endoteliais e queratinécitos) e a terceira é caracterizada pela mudanca

no padrao de organizacéo do colageno e de seu tipo principal (ISAAC, et al., 2010).
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No Brasil, dentre os méis monoflorais mais disponiveis estdo o de acacia,
algoroba, angico, aroeira, assa-peixe, bracatinga, caju, cambara, cana-de-acgucar,
capixingu, cipo-uva, eucalipto, laranjeira, maga e roma; além do mel silvestre que é
considerado como multifloral dentre outros (BARTH, 1989; BARTH et al., 2005;
PEREIRA e CASTRO, 2010; BAZONI, 2012). Assim, o objetivo desta revisao é
trazer aspectos atuais sobre a pele, processo de cicatrizacdo e o uso de quatro méis
monoflorais comumente encontrados no Brasil (mel de assa-peixe, cipo-uva,

eucalipto e laranjeira) no tratamento de feridas.

2.1 PELE

A pele € o maior 6rgao do corpo humano e corresponde a aproximadamente
16% do peso corporal (MULLER e KIRK, 1996). Como outros 6rgaos complexos, a
pele € composta de varios tipos celulares e estruturas interdependentes que sao
funcionalmente cooperativas (KUMAR et al., 2010).

Sua principal fungao é promover uma barreira fisica entre o hospedeiro e o
ambiente, porém, a pele tém outras fungdes como: 1) prote¢cdo contra fatores
mecanicos, quimicos, fisicos e bioldgicos 2) sensibilidade através de receptores para
a percepgao de pressao, dor, calor e frio; 3) resisténcia as for¢as de tenséo devido a
sua elasticidade; 4) produgdo de estruturas ceratinizadas como pélos e unhas; 5)
armazenamento de  4agua, eletrdlitos, vitaminas e gorduras e proteinas; 6)
termorregulagédo 7) prevencao da desidratagdo e da perda de eletrdlitos; 8) defesa
imunolégica (MULLER e KIRK,1996; MINATELI, 2015; REESE, et al., 2016;
KIERSZENBAUM e TRES, 2016).

As caracteristicas da pele variam de acordo com as espécies, racgas,
individuos, area do corpo, idade e sexo (JONES et al., 2000). Classicamente é
dividida em epiderme e derme, sendo a epiderme de epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, e pela derme, de tecido conjuntivo. Subjacente, unindo-a
aos o6rgaos, ha a hipoderme (ou fascia subcutanea), de tecido conjuntivo frouxo e
adiposo (DYCE et al., 2010; MONTANARI, 2016).
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2.1.1 EPIDERME

A epiderme é a camada mais superficial da pele e é continuamente renovada,
sendo que suas células superficiais se desprendem em camadas ou como pequenas
particulas. Esta perda € compensada pela divisao celular na camada mais profunda
seguida pela migragao de novas células em dire¢ao a superficie (DYCE et al., 2010)

A epiderme é composta pelas camadas basal, espinhosa, granulosa, lucida e
cérnea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Sobre os tipos celulares, a epiderme
constitui-se basicamente por epitélio estratificado pavimentoso, composto por
multiplas camadas de células e diferentes tipos celulares: queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (MULLER e KIRK, 1996;
JONES et al, 2000; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Os queratindcitos sao células epiteliais escamosas que constituem a maior
parte da epiderme, sofrem continua atividade mitética e produzem a proteina
protetora denominada queratina (KUMAR et al., 2010). Sdo os principais sitios para
a biossintese de moléculas soluveis (citocinas) que regulam as células epidérmicas
adjacentes, assim como as células da derme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008;
KUMAR et al., 2010).

Os melanécitos sédo células produtoras de um pigmento denominado
melanina que protege contra a radiagcédo ultravioleta (UV) potencialmente lesiva
presente na luz solar (KUMAR et al., 2010).

Ja as células de Langerhans sao células apresentadoras de antigenos que
fagocitam e processam os antigenos estranhos na pele (MONATANARI, 2016). Os
antigenos sao apresentados aos linfécitos T pelas células de Langerhans
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Estas células dendriticas dérmicas interagem
com o sistema imune sistémico ao migrarem para os linfonodos regionais (KUMAR
et al., 2010).

As células de Merkel residem na camada basal do tecido epitelial e formam
jungdes sinapticas com terminagbes nervosas sensitivas, sado envolvidas na
sensacao tatil e possivelmente apresentam uma fungdo neuroendocrina na pele
(KUMAR et al., 2010; MONTANARI, 2016; KIERSZENBAUM e TRES, 2016).
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2.1.2 DERME

A derme é o maior componente da pele, composta basicamente por
apéndices epidérmicos, musculo eretor do pelo, vasos sanguineos e linfaticos,
nervos e substancia basal dérmica intersticial (MULLER e KIRK, 1996; JONES et al.,
2000). E composta em grande parte por fibras colagenas e fibras elasticas, que
tornam a pele resistente e flexivel e (KUMAR et al., 2010).

Possui as camadas papilar e reticular, sendo a papilar mais superficial e
composta de tecido conjuntivo frouxo e a reticular mais profunda, constituida por
tecido conjuntivo denso (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Entre estas camadas,
ha o plexo vascular superficial (JONES, et al., 2000).

As fibras dérmicas sao formadas por fibroblastos, e podem ser colagenas,
elasticas ou reticulares. As fibras colagenas (colageno) promovem forga ténsil,
reparacao tecidual, aderéncia celular, migracdo celular, quimiotaxia, agregacao
plaquetaria e sdo envolvidas na remodelacdo, manutencdo e substituicdo da pele
(MULLER e KIRK, 1996; DYCE et al, 2010). Fibras elasticas e matriz extracelular,
consistindo de fibronectina, glicosaminoglicanos e glicoproteinas filamentosas sao
encontradas nos intersticios das fibras de colageno (JONES, et al, 2000). Dentre os
tipos celulares presentes, estdo fibroblastos, macréfagos, linfécitos, midcitos,
mastaocitos e linfocitos (JONES et al., 2000).

2.1.3 HIPODERME

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, composta por tecido
conjuntivo frouxo entremeado de gordura e pelo plexo vascular profundo (JONES et
al., 2000; DYCE et al., 2010). Suas principais fungdes sédo de reserva energética,
termogénese, isolamento e manutencdo dos contornos superficiais (MULLER e
KIRK, 1996; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

2.2 CICATRIZACAO
Se a pele sofrer algum dano, o processo de cicatrizagdo assegura que sera

reparada muito rapidamente (TIZARD, 2009). As feridas afetam a fisiologia da pele,

em especial aquelas que acometem a camada dérmica. A cicatrizagdo € um
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processo dinamico que envolve fendmenos bioquimicos e fisioldgicos que atuam de
forma harmoniosa a fim de garantir a restauracao tissular (MANDELBAUM et al.,
2003).

Didaticamente, o processo de cicatrizagdo é dividido em inflamacéo (fase
exsudativa), proliferagdo (reconstrucdo), remodelagdo e maturagédo (epitelizagéo),
todavia em determinados periodos tais fases ocorrem simultaneamente e podem se
sobrepor (MARTINS et al., 2006; TAZIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2010; KUMAR,
et al., 2010; KIERSZENBAUM e TRES, 2016). Também pode ser classificada de
uma forma mais completa dividindo o processo em cinco fases principais:
coagulagado, inflamagao, proliferagcdo, contracdo da ferida e remodelagao
(MANDELBAUM, et al., 2003).

Imediatamente apds a leséo, ocorre a agregagao plaquetaria, a formagao do
coagulo na superficie da ferida, levando a inflamacédo. Na fase de proliferagéo,
ocorre a formagdo de granulacdo, a proliferagdo e migragdo de células do tecido
conjuntivo e reepitelizagdo. Finalmente, na fase de maturagdo, ha o remodelamento
e a contracao da ferida (KUMAR et al., 2010).

2.2.1 COAGULACAO E INFLAMACAO

Logo apdés o ferimento, o sangue preenche a area lesada, seguido da
coagulagao, desidratacdo e formagao de crosta, com a funcdo de proteger a lesao
(BRASILEIRO FILHO, 2004). A cicatrizagcdo comega quando as plaquetas sé&o
ativadas e causam aglutinagdo para a formagdo de um coagulo sanguineo, que
recobre temporariamente a lesdo aberta (HADAGALI e CHUA, 2014,
KIERSZENBAUM e TRES, 2016). A ativagcédo da cascata de coagulagao pelas vias,
intrinseca e extrinseca, convergem para ativagao do fator X, que produz trombina,
convertendo fibrinogénio em fibrina (MANDELBAUM et al., 2003). O resultado é o
coagulo na superficie da ferida composto de hemacias, fibrina, fibronectina, e
componentes do complemento (MANDELBAUM et al., 2003; KUMAR et al., 2010). A
finalidade do coagulo é proporcionar hemostasia, quimiotaxia de neutréfilos para a
ferida e uma matriz de sustencdo para os leucécitos atraidos por fatores de
crescimento, citocinas e quimicionas (MANDELBAUM et al., 2003; KUMAR et al.,
2010).



24

A inflamacao € uma condigao decorrente da resposta tecidual para traumas
ou agentes patogénicos. E uma maneira defensiva de resposta por um organismo ou
tecido para remover a lesdo estimulos, como patdégenos, células danificadas ou
irritantes (HADAGALI e CHUA, 2014). Quando a inflamagédo ndo adequadamente
controlada, ela se torna a causa de injuria e doenca (KUMAR et al., 2010).

Os sinais cardinais da inflamagéo s&o calor, rubor, dor, turgor e dependem
do efeito local induzido por mediadores no fluxo sanguineo, permeabilidade
vascular, infiltracdo de leucdcitos e liberagdo de agentes indutores da dor (ARAUJO,
2010). Esta fase inicia imediatamente apos a lesdo, podendo permanecer entre 48 a
72 horas ap6s o dano tecidual e depende de dois componentes: a reagao vascular e
a reagao celular (MANDELBAUM et al., 2003; ARAUJO, 2010).

O aumento da pressao hidrostatica e maior permeabilidade vascular derivam
o edema, permitindo que moléculas proteicas maiores escapem para o intersticio
levando anticorpos e componentes enzimaticos para entdo diminuir a inflamacéao
(JONES, 2000).

As células circulantes sdo: neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos,
baséfilos e plaquetas (ARAUJO, 2010). Os leucdcitos liberam citocinas, enzimas e
reagentes oxidantes importantes (JONES et al., 2000). As citocinas fazem mediagao
da inflamagdo e respostas imunes (KUMAR et al., 2010). Também ocorrem as
expressoes dos fatores de crescimento: 1) epidérmico (EGF) que é mitogénico para
células epiteliais e fibroblastos; 2) derivado de plaquetas (PDGF) promove migragao
de fibroblastos, celulas musculares lisas e mondcitos; 3) endotelial (VEGF) que
estimula a angiogénese; 4) de fibroblastos (FGF) que também estimula a
angiogénese e posteriormente a reepitelizagdo (KUMAR et al., 2010); além das
prostaglandinas e tromboxanas (KUMAR et al., 2010; MINATELI, 2015).

Além das células inflamatérias e dos mediadores quimicos, a fase
inflamatdéria conta com a fibronectina, que € sintetizada por uma variedade de
células como fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais. Ela adere,
simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células, consolidando o
coagulo de fibrina, as células e os componentes de matriz (MANDELBAUM et al.,
2003).

Ocorre a desidratacdo na superficie externa do coagulo, formando uma

crosta que recobre a ferida (KUMAR et al., 2010). Quando a crosta permanece além
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do periodo necessario, atrasa o processo cicatricial e a epitelizagdo (MANDELBAUM
et al., 2003).

Dentro de 24 horas, neutréfilos aparecem nas bordas da lesdo e migram
para o coagulo usando o arcabougo produzido pela fibrina. Os neutréfilos entdo
liberam enzimas proteoliticas que removem os restos necroticos e bactérias
(KUMAR et al, 2010). Nas 24 a 48 horas seguintes, os macrofagos removem
detritos e tecidos mortos da area, fagocitam bactérias e direcionam o
desenvolvimento do tecido de granulagao, sendo que esta etapa é necessaria para
que a préxima fase (proliferagdo) ocorra para continuar o processo de cicatrizagao
(MANDELBAUM et al., 2003; KOENIG e ROH, 2016).

A inflamacdo termina quando o agente agressor € eliminado e os

mediadores param de ser secretados (ARAUJO, 2010).

2.2.2 PROLIFERACAO: RESOLUGCAO E REPARO

Ha uma sobreposicdo de fases a medida que o local da lesdo cicatriza,
sendo dificil o delineamento claro entre uma fase e outra (KOENIG E ROH, 2014).
Na etapa de proliferagdo ocorrem o0s seguintes eventos: angiogénese ou
neovascularizacao, epitelizagdo ou fibroplasia, contragcao da ferida e formacido de
tecido de granulagdo, fibroplasia e deposicdo de colageno ou reepitelizagéo
(MANDELBAUM et al., 2003).

A angiogénese ocorre em ritmo acelerado durante essa fase, o que é
importante para a formacédo de tecido cicatricial (KOENIG e ROH, 2016). A
neovascularizacdo é fundamental no processo de cicatrizacdo, na qual novos vasos
sanguineos sao formados para suprir a demanda de oxigénio (MINATELI, 2015). A
baixa quantidade de oxigénio na ferida é prejudicial para a sintese de colageno
pelos fibroblastos (ARAUJO, 2010).

Em 24 a 48 horas apds a lesado, células epiteliais movem-se da borda da
ferida ao longo da derme abaixo da superficie da crosta produzindo uma fina
camada epitelial que fecha a ferida (KUMAR et al., 2010).

Por volta de 48 a 96 horas apds a injuria, os neutréfilos sdo substituidos por
macrofagos, células importantes para remocgéo de residuos extracelulares, fibrina,
promogao da angiogénese e deposi¢ao de material extracelular (MEC) (KUMAR et

al., 2010). Com a ativagao de macrofagos na ferida, inicia-se a fibroplasia, na qual a
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matriz extracelular comega a ser substituida por tecido conjuntivo mais forte e mais
elastico, sendo que seu principal componente é o colageno (JONES, 2000). Células
de fibroblastos s&o amplamente responsaveis pela produg¢ao de colageno, elastina e
fibronectina (MANDELBAUM et al., 2003).

A migracdo dos fibroblastos €& orientada por fatores de crescimento e
citocinas, sendo que os macréfagos sao as principais fontes desses compostos. Ja
os fibroblastos aumentam a migragao e proliferacao de ceratinécitos (KUMAR et al.,
2010). Alguns fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, fundamentais para a
contracao da ferida. Este tipo celular se alinha aos bordos da ferida (GRIERSON et
al., 1988). Os miofibroblastos expressam actina de musculo liso e vimentina, que se
contraem na ferida (KUMAR et al., 2010).

A formacgéao de colageno acontece nos bordos da leséo, incialmente formada
por uma matriz proviséria com fibrina, fibronectina e colageno tipo Il —
posteriormente substituido por colageno tipo | (IFTIKHAR et al., 2009). A vitamina C
€ fundamental para as hidroxilagbes que promovem a formacdo de tipos de
colagenos (ARAUJO, 2010).

Concomitante a deposicdo de colageno, ocorre a regressdo dos canais
vasculares e o tecido de granulagéo € convertido em uma cicatriz avascular e palida
composta de fibroblastos e colageno denso (KUMAR et al.,, 2010). O padréo
desordenado passa entdo para o processo de remodelacdo com a substituicao do
colageno tipo Il para o tipo | (PESSOA et al., 2012).

2.2.3 REMODELACAO E MATURAGCAO

A fase de maturagdo € a mais longa, com inicio aproximadamente 14 dias
apos a lesdo e pode durar até dois ou mais anos (PEERSCHKE et al., 2008;
MINATELI, 2015). A caracteristica mais importante da fase de remodelacdo é a
deposi¢ao de colageno de maneira organizada, com aumento da forca ténsil da
ferida. O colageno inicial € reabsorvido e um colageno mais espesso € produzido e
organizado ao longo das linhas de tensao (CAMPOS et al., 2007).

Ocorre um equilibrio entre a producéo e degradagao de colageno, retrocesso
do tecido de granulagdo, aumento da forga ténsil, substituicdo por tecido conjuntivo
denso e, finalmente, recomposi¢ao da epiderme (JONES, 2000; MINATELI, 2015).
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O equilibrio entre a sintese e a degradagdo dos componentes resulta no
remodelamento da trama de tecido conjuntivo. Alguns fatores de crescimento
modulam a ativagdo metaloproteinases, enzimas que degradam componentes como
o colageno. As colagenases clivam o colageno em condigdes fisiolégicas e sao
essenciais no debridamento de lesdes e no remodelamento de tecido conjuntivo
para reparar o defeito (KUMAR et al., 2010).

2.3 TIPOS DE CICATRIZACAO

Frente a uma lesdo de pele, é preciso verificar as possibilidades de
reparacao. A cicatrizacao pode ocorrer por primeira intencdo € o tipo mais simples
de reparo, definido quando a ferida é considerada limpa, com perda minima de
tecido, reduzido potencial de infeccéo e possibilidade de aproximagao das bordas da
lesdo por suturas (BLANCK et al., 2008; KUMAR et al., 2010).

O fechamento por segunda intengédo esta relacionado a ferimentos com
maiores danos a superficie, marcante perda tecidual e infectados inviabilizando a
aproximagao das bordas por suturas (BLANCK et al., 2008). Este processo requer
maior resposta inflamatéria, maior producdo de tecido de granulagdo extensa
deposigao de colageno e tempo mais prolongado para a contragao e epitelizagéo da
ferida (BLANCK et al., 2008; KUMAR et al., 2010).

Ja no fechamento por terceira intencéo, a ferida é deixada aberta por um
determinado periodo, funcionando como cicatrizagdo por segunda intengado, e
posteriormente ocorre sutura, como cicatrizacdo por primeira intencdo. Este
procedimento € empregado geralmente nas feridas cirurgicas incialmente infectadas
(BLANES, 2004).

2.4 MEL

O Brasil tem um grande potencial apicola devido a sua flora diversificada,
por sua extensdo territorial e pela variabilidade climatica existente (PEREIRA e
CASTRO, 2010). O Brasil representa 1,8% da producédo mundial de mel, estando na
décima quinta posicao dentre os principais exportadores de mel natural no mundo
(PAULA et al., 2015). Praticamente todos os estados do pais produzem mel natural,

sendo os mais representativos: Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina, Piaui,
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Minas Gerais, Ceara, Sdo Paulo e Bahia (PAULA et al., 2015). A regido Sul do pais
€ a principal fonte de producdo de mel, com 51,15%, seguida da regido Nordeste
com 26,54% (PAULA NETO e ALMEIDA NETO, 2005).

Existe uma grande tendéncia para o aproveitamento de recursos naturais na
medicina, pois apresentam vantagens econdémicas, sao eficientes e apresentam
poucos efeitos colaterais (MOLAN, 2001; SANTOS et al., 2012), porém muitas
vezes, sdo subutilizados para fins medicinais (AHMED et al., 2018). Na atualidade, o
uso continuado de agentes antimicrobianos sistémicos e tépicos forneceu a presséao
seletiva que levou ao surgimento de cepas resistentes a antibiéticos que, por sua
vez, impulsionaram a busca continua por novos agentes antibacterianos (COOPER
et al., 2002).

O mel tem uma longa historia de consumo humano como o adogante mais
antigo, desde 5500 a.C., sendo mencionado nos escritos de Egito, india e China
(ISRAILI, 2014). Recentemente, tem chamado a atencdo dos pesquisadores como
terapia complementar e alternativa para algumas afeccdes. E um produto que tem
varios efeitos medicinais como potencial cicatrizante, antibacteriano, antiinflamatério,
antifungico, antiviral, antidiabético imunomodulador, estrogénico, antimutagénico,
anticancerigeno e suplementagdo alimentar natural, sendo estabelecido como um
potencial agente antioxidante terapéutico para varias doencas (AHMED et al., 2018).

Por definicdo, o mel € um produto liquido, viscoso, supersaturado e
acucarado produzido por abelhas a partir de néctar de flores e/ou exsudatos
sacarinicos de plantas (MARQUES, et al., 2015). A principal espécie de abelha que
produz mel para consumo humano € a Apis mellifera, porém, outras espécies de
abelhas também produzem mel (ISRAILI, 2014). Elas transformam néctar em mel
por regurgitagdo e evaporagao e o armazenam como fonte primaria de alimento em
favos de mel de cera dentro da colmeia de abelhas (HADAGALI E CHUA, 2014).

O mel é composto por pelo menos 181 substancias, dentre elas agucares
(glicose, frutose, sacarose), proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerais, enzimas,
acidos fendlicos, flavonoides e agua (MARQUES et al., 2015; AHMED et al., 2018).

As diferentes apresentacbes dos meéis (cor, aroma e sabor) ocorrem
conforme a espécie da abelha, a floracao, os terrenos de obtencao e as técnicas de
preparagado. No que diz respeito ao néctar, pode provir de uma unica flor (mel
monofloral) ou de varias (mel plurifloral) (ANVISA, 1978; PEREIRA e REIS, 2015).

As diferentes plantas possuem diferentes propriedades medicinais, portanto
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diferentes fontes florais implicardo em variagdes nos efeitos terapéuticos de cada
tipo de mel (PEREIRA e CASTRO, 2010; AHMED et al., 2018).

2.5 MEL EM FERIDAS

O uso medicinal do mel é derivado de civilizagbes antigas (COOPER et al.,
2002) e, nos ultimos tempos, houve um renascimento do uso do mel para o
tratamento de feridas, queimaduras e Ulceras da pele (MOLAN, 2001). Em termos de
cicatrizagdo de feridas, a eficacia clinica do mel estd bem estabelecida devido ao
seu efeito anti-inflamatério, propriedades antioxidantes, antibacterianas e
estimulantes do crescimento dos tecidos que foram extensivamente estudados na
ultima década (NORDIN et al., 2017).

Recentemente alguns autores publicaram resultados de experimentos
utilizando modelos animais e ensaios clinicos controlados randomizados com
evidéncias positivas quanto ao uso do mel em feridas (MOLAN, 2001; HADAGALI e
CHUA, 2014; PEREIRA e REIS, 2015).

Como curativo em feridas, o mel fornece um ambiente de cura umido,
previne infecgdes, limpa rapidamente a infecgao, elimina a colonizacéo de biofilmes,
desodoriza e reduz a inflamagdo, edema e exsudacdo, além de estimular a
angiogénese, granulacdo tecidual e crescimento epitelial (MOLAN, 2001;
MERCKOLL, et al., 2009; ISRAILI, 2014), favorecendo assim a taxa de cicatrizagcéo
(MOLAN, 2001; MERCKOLL, et al., 2009) em feridas agudas, cronicas,
queimaduras, necroticas, diabéticas e poés-operatoérias (BANG et al., 2003).

Quando o mel é aplicado em uma ferida, sua alta viscosidade promove uma
barreira fisica contra infec¢gdes secundarias, cuja eficacia é aumentada pela
atividade antibacteriana do mel. Esta caracteristica unica é particularmente util em
feridas altamente exsudativas como queimaduras, onde é necessario evitar oclusao
(HADAGALI e CHUA, 2014).

O mel combate a infeccbes bacterianas através de dois mecanismos
diferentes: inibicdo do sistema bacteriano e de seus fatores de viruléncia e pela
presenga de componentes bactericidas (WANG et al., 2012). O mecanismo de agao
antibacteriano ocorre quando enzimas convertem a sacarose em uma mistura

simples e soluvel de monossacarideos ligando-se em moléculas de agua livre, o que
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significa que ndo ha agua disponivel para as bactérias, impedindo sua sobrevivéncia
(HADAGALI e CHUA, 2014).

A concentragdo do peroxido de hidrogénio no mel é cerca de 1000 vezes
menor do que na solugédo de peréxido de hidrogénio (3%) comumente usada como
um antisséptico (MOLAN,1999). No mel esse composto é entregue de uma maneira
lenta e constante em até 24 horas, o que € fundamental no auxilio a cicatrizagao,
pois quando em concentragdes altas, provoca lesdes celulares e danos proteicos
nos tecidos (MOLAN,1999).

O perdéxido de hidrogénio composto também age na inflamacéo, estimulando
o crescimento de fibroblastos e de células epiteliais para reparar o dano (AHMED et
al., 2018). Os flavonoides e acidos fendlicos também sao responsaveis pelos efeitos
anti-inflamatorios de mel (HADAGALI e CHUA, 2014). O mel facilita a estimulacao de
mediadores inflamatérios, enzimas, citocinas, linfocitos, mondcitos, macrofagos e
liberagcdo de citocinas e interleucinas, fundamentais na resposta inflamatéria e na
angiogénese (AHMED et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) atuam como mensageiras
secundarias de células envolvidas no processo de reparo e também possuem a
capacidade de regular a angiogénese no local da ferida e de melhorar a perfuséo do
sangue na area de cicatrizagdo, porém quando em excesso, trazem danos aos
tecidos (DUNNILL et al., 2015). A inibicado da produgdo de ROS pelo mel reduz a
inflamacéo (HADAGALI e CHUA, 2014).

O mel também possui altos niveis de antioxidantes que protegem tecidos
feridos de radicais livres de oxigénio que podem ser produzidos pelo perdxido de
hidrogénio (MOLAN,1999). Constatou-se que os flavonoides e os constituintes do
acido fendlico sdo os responsaveis por este efeito antioxidante e outros efeitos
medicinais do mel (AHMED e OTHMAN, 2013; EREJUWA et al., 2012).
Antioxidantes sdo agentes que neutralizam a deterioragdo causada por oxidantes
(radicais livres de oxigénio, perdéxido de hidrogénio em excesso, superoxido e/ou
peroxil lipidico); estimulam biomoléculas como carboidratos, proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (AHMED e OTHMAN, 2013); e apoiam a proliferagdo e migragao de
fibroblastos e na fun¢géo mitocondrial (AHMED et al., 2018).

A presenca de propriedades antioxidantes no mel pode ser atribuida tanto
pelas substancias enzimaticas: catalase, glicose-oxidase e peroxidase, como as nao

enzimaticas: acido ascoérbico, alfa-tocoferol, carotendides, aminoacidos, proteinas,
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acidos organicos (PEREIRA e CASTRO, 2010). Outros antioxidantes sdo os
hidrofilicos, tais como vitamina C e a maioria dos compostos fendlicos, e
antioxidantes lipofilicos, principalmente vitamina E e carotenoides (PEREIRA e
CASTRO, 2010; CIAPPINI, 2013).

A osmolaridade e o pH também sao determinantes para definir o estimulo a
cicatrizagao e efeito antibacteriano (PERALTA, 2010). Os teores de agucar também
contribuem para a cura retirando a agua do leito da ferida pelo efeito osmaético do
mel através do fluxo de saida da linfa, se a circulagdo de sangue no local da ferida
for suficiente para realizar este processo (MOLAN e RHODES, 2015). O mel com
efeito ativo remove facilmente esses detritos devido a esse escoamento osmotico
(AHMED et al.,, 2018). Além disso, como citado acima, solucbes de alta
osmolaridade inibem o crescimento bacteriano porque o acucar retém moléculas de
agua de modo que bactérias tém agua insuficiente para apoiar seu crescimento
(MOLAN,1999).

A enzima glicose-oxidase converte glicose em acido glucdnico, tornando o
mel muito acido para os microorganismos crescerem e sobreviverem. O peroxido de
hidrogénio produzido como um subproduto dessa reagcdo age como um anti-séptico
(HADAGALI e CHUA, 2014).

O mau cheiro das feridas acontece pela presenca de amdnia, aminas e
compostos de enxofre que s&o produzidos quando as bactérias metabolizam
aminoacidos a partir de proteinas e tecido necroético. A acdo da desodorizagao do
mel é devida a provisdo de uma rica fonte de glicose, que seria usado pelas
bactérias infectantes em preferéncia aos aminoacidos, resultando na producao de
acido lactico em vez de compostos malcheirosos (MOLAN,1999; HADAGALI e
CHUA, 2014).

Assim, o uso de mel em feridas limpa rapidamente a lesdo e mantém a
condicao higiénica na area infectada, libera o tecido morto e destréi as bactérias,
reduz a inflamagéo e estimula o crescimento de varios tipos de células e tecidos
envolvidos na geragdo de novas tecido para reparar a ferida e tecido infectado
(HADAGALI e CHUA, 2014).
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2.6 MEIS MONOFLORAIS BRASILEIROS

O mel é classificado como unifloral ou monofloral: quando o produto
proceda principalmente da origem de flores de uma mesma familia, género ou
espécie e possua caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e microscopicas
préprias (SDA/MAPA,_Instrucédo Normativa N° 11, de 20 de Outubro de 2000).

Os efeitos terapéuticos dos meéis monoflorais variam sensivelmente
dependendo da origem floral (NORDIN et al., 2017). Cada tipo de mel reflete as
propriedades medicinais da planta utilizada na obtencdo do néctar. Além disso,
alguns meéis monoflorais sdo mais eficazes que outros em termos de atividade
antibacteriana (ISRAILI, 2014).

Nos meéis brasileiros ndo € comum a presenca de flavonoides, eles sao
muitos mais ricos em acidos fendlicos (LIANDA, et al. 2012).

A literatura mostra que dentre os meéis mais encontrados em diferentes
regides do Brasil estdo os méis monoflorais com predominancia de pdlen: assa-
peixe, cipd-uva, roma, eucalipto, algoroba, laranjeira, cana-de-agucar e caju; além

do mel silvestre que & considerado como multifloral (BAZONI, 2012).

2.6.1 ASSA-PEIXE

A planta conhecida popularmente como assa-peixe, chamarrita, cambara-
guagu cambara-agu ou cambara-branco é pertencente a familia Urticaceae e tem o
nome cientifico Vernonia polyanthes (LORENZI e MATOS, 2008).

Originada no Brasil e encontrada em matas, pode crescer em solos pobres e
em qualquer época do ano, porém, floresce no inverno. E um arbusto perene que
pode chegar a 5 metros de altura, com folhas asperas, pilosas. Suas flores séo
terminais, branco-amarelas ou avermelhadas, além de meliferas (FRANCESCHINI
FILHO, 2004). E nativo da Bahia e Minas Gerais até Santa Catarina, principalmente
na orla Atlantica (LORENZI e MATOS, 2008).

Os principios ativos encontrados no assa-peixe s&o: alcaldides, glicosideos,
flavonoides, oleo essencial e sais minerais (FRANCESCHINI FILHO, 2004,
LORENZI e MATOS, 2008). Suas principais indicagbes terapéuticas incluem
tratamento de disturbios respiratérios, dores musculares, contusdes, como diurético
(FRANCESCHINI FILHO, 2004), para o tratamento de hemoptises e abcessos
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internos, célculos renais e para afec¢des de pele (LORENZI e MATOS, 2008;
PEREIRA e CASTRO, 2010). Ademais, extratos de assa-peixe estimulam a
cicatrizagdo em ratos através do aumento da proliferagdo de colageno e de
fibroblastos (MINATELI, 2015).

O mel de assa-peixe possui concentragdo de acucares de 25 a 35%
(WIESE, 1986) e é rico em sais minerais e promove acdes diurética, balsédmica e
expectorante. Dentre os flavonoides presentes, estdo a narigenina (mais
abundante), quercetina, rutina tricetina, crisina e apigenina. As principais
substancias fendlicas desse tipo de mel sédo o acido galico, protocatecuico, para-
hidrobenzdico, paracumarico, cinamico, vanilico e ferulico (PEREIRA e CASTRO,
2010).

2.6.2 CIPO-UVA

O cipo6-uva pertence a familia Sapindaceae, representada por cerca de 150
géneros e 2000 espécies diferentes. E uma trepadeira nativa encontrada nas regides
tropicais do Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina (VIEIRA, 2014).

Diferentes espécies de Serjania e alguns dos seus compostos isolados tém
atividades analgésica, antibacteriana, antifungica, anti-inflamatéria e antinociceptiva
(VIEIRA, 2014) e principalmente s&o utilizados contra dores e ulceras gastricas
(ARRUDA, 2009; PEREIRA e REIS, 2015; ALMEIDA, 2017)

As plantas pertencentes a esta familia possuem substadncias como
saponinas glicosiladas, flavonoides, isoprendides, polifendis, triterpenos, diterpenos,
lecitinas, hidrogéis e taninos (PERICO, 2014; VIEIRA, 2014). Os taninos, saponinas
e os triterpenos presentes nas plantas sdo os responsaveis pela atividade
terapéutica na regido gastrica (ARRUDA, 2009; ALMEIDA, 2017). Ja o mel de cipo6-
uva é reconhecido por sua agéo antioxidante, especialmente no figado (PEREIRA e
CASTRO, 2010).

2.6.3 EUCALIPTO
O eucalipto é pertencente a familia Myrtaceae (FRANCESCHINI FILHO,

2004; LORENZI e MATOS, 2008). E uma arvore originada da Australia, porém, o

Brasil é pais com maior area plantada de eucaliptos no mundo. E cultivada em
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qualquer época do ano e cresce em qualquer solo, desenvolvendo-se bem em
qualquer regiao do Brasil.

Esta arvore pode chegar a 60 metros de altura e possui folhas duras,
alternadas, lanceoladas ou ovais na parte superior, possui glandulas produtoras de
eucaliptol. Suas flores sao pequenas, solitarias ou agrupadas, com coloragao
esbranquigcada (FRANCESCHINI FILHO, 2004).

Como terapia, o eucalipto é indicado para o tratamento de disturbios
respiratorios, disenteria, dores musculares e atua como cicatrizante e antisséptico,
com a particularidade de impedir a reprodugdo do Mycobacterium tuberculosis
(FRANCESCHINI FILHO, 2004, PEREIRA e CASTRO, 2010). Em estudo em
roedores, comprovou-se o0 estimulo a regeneragdo tecidual significativo com uso
desta planta através do aumento da contragcdo da ferida, colageno e fibroblastos,
diminuicao da epitelizacao e area da cicatriz (VELMURUGAN, et al., 2014).

E uma excelente fonte alimentar para abelhas por conta de seu prolongado
florescimento, secretando um néctar com alta concentragdo de agucares (35-45%)
(WIESE, 1986; FRANCESCHINI FILHO, 2004).

Espécies de eucalipto tém fortes atividades antioxidante e antibacteriana
devidas a composi¢ao das folhas com 6leo essencial com cineol ou eucaliptol. Sobre
seus principios ativos, esta planta possui acido galico, acido fendlico, alcoois, dleo
essenciais como eucaliptol, cineol, citronelal e citronelol; taninos, resinas,
hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, glicosideos e flavonoides (FRANCESCHINI
FILHO, 2004; LORENZI e MATOS, 2008; HAIDA, 2011). Yao et al. (2004)

constataram que o acido galico € o principal acido fendlico dos méis de eucalipto.

2.6.4 LARANJEIRA

A laranjeira pertence a familia Rutaceae e cientificamente tem os nomes de
Citrus sinensis e Citrus aurantium. Originada da Asia, foi introduzida na Europa no
século XV e em 1530 no Brasil. Prefere climas quentes, porém, pode ser plantada
em qualquer época do ano, com bom crescimento em terrenos profundos, pouco
acidos, permeaveis e férteis. A arvore chega até 5 metros de altura, com caule
espinhoso e folhas alternas, elipticas e lisas e flores com 5 pétalas brancas e
axilares. Seu fruto é uma baga redonda e com superficie aspera e polpa aquosa
(FRANCESCHINI FILHO, 2004).
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Dentre seus principios ativos, encontram-se as vitaminas A, C e B12; dleo
essenciais como limoneno, linalol, acetato de linalina, acetato de geraniol, acetato de
geranilo e pectinas (FRANCESCHINI FILHO, 2004; LORENZI e MATOS, 2008).
Apenas uma laranja ja fornece 116% da necessidade diaria de vitamina C, um
potente antioxidante soluvel em agua que impede a geragédo de radicais livres no
corpo e danos aos tecidos (MILIND e DEV, 2012). Além disso, a vitamina C apoia a
proliferagdo e migracao de fibroblastos (AHMED et al., 2018).

Os outros antioxidantes presentes na composicdao do fruto sdo pectina,
hesperidina, narutina, naringina e eriocitrina, que possuem capacidade antioxidante
(LOREZONI e MATOS, 2008; MILIND e DEV, 2012). A hesperidina encontrada em
citrinos (MILIND e DEV, 2012) beneficia a cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos
(ARAUJO, 2010).

E indicado como calmante, digestivo, diurético, hipotensor, para disturbios
respiratérios, neuroldgicos, articulares (FRANCESCHINI FILHO, 2004; LORENZI e
MATOS, 2008; MILIND e DEV, 2012). J4 o mel de laranjeira age como regulador do
intestinal e € um tranquilizante natural (PEREIRA e CASTRO, 2010). A concentragao
de acucares neste mel é de 15%, portanto baixa quando comparada com outros
méis (WIESE, 1986).

3 CONCLUSAO

A integridade da pele é fundamental e o processo cicatricial € dividido em
diferentes etapas que atuam de forma harmoniosa para beneficiar a restauracao
tissular. O mel € uma alternativa para tratamento de lesbes de pele por seus efeitos
cicatrizantes e antimicrobianos atribuidos aos antioxidantes, peroxido de hidrogénio,
osmolaridade e pH acido. Assim, o mel mantém a ferida limpa, destréi bactérias,
promove debridamento, reduz a inflamagao e estimula o crescimento de tecidos.

Todavia, as propriedades terapéuticas do mel variam conforma a fonte floral.
Os méis de assa-peixe, laranjeira e eucalipto tém efeito cicatrizante, enquanto o mel

de cip6-uva atua do tratamento de alteragdes do trato gastrointestinal.
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CAPITULO 2

EFEITO CICATRIZANTE E ANTIMICROBIANO DO MEL DE ASSA-PEIXE, CIPO-
UVA, LARANJEIRA OU EUCALIPTO EM FERIDAS POR SEGUNDA INTENGAO
INDUZIDAS EM RATOS WISTAR

RESUMO

A cicatrizacdo promove a restauracao tissular através de processos dinamicos que
envolvem fendmenos bioquimicos e fisiolégicos. Atualmente, ha uma tendéncia para
a utilizagcdo de recursos naturais na medicina por apresentarem poucos efeitos
colaterais, vantagens econdmicas e serem eficientes. O uso tépico de mel apresenta
propriedades terapéuticas benéficas no tratamento de feridas. Dentre os méis
monoflorais mais disponiveis no Brasil destacam-se o assa-peixe, cipo-uva,
laranjeira e eucalipto. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
cicatrizante e antimicrobiano dos méis de assa-peixe, cipo-uva, eucalipto e
laranjeira. No primeiro experimento, foi avaliado o potencial cicatrizante em 84 ratos
Wistar submetidos a realizacdo de uma ferida cutdnea de 8mm de diametro e que
receberam tratamento tépico: GC: NaCl 0,9%; GP: pomada comercial a base de
fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol em petrolato base; GAp: mel assa-
peixe; GCu: mel cip6é-uva; GLa: mel de laranjeira; GEu: mel de eucalipto. No 2°, 4°,
7°, 10°, 14°, 21° e 30° dia de pods-cirurgico, dois animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia para retirada de um fragmento de pele, subcutdneo e
musculatura para avaliagdo macroscopica, histopatolégica e de area da ferida.
Verificou-se que os méis inibiram a formagdo de edema e infeccdo e tornaram
transitoria a presenga de crostas. Os méis de laranjeira e de eucalipto reduziram a
area da ferida. Os méis de assa-peixe, eucalipto ou laranjeira reduziram a
inflamacédo e a necrose e, otimizaram a formagdo do tecido de granulacdo, a
fibroplasia e a reepitelizacdo. No segundo experimento, verificou-se o potencial
antimicrobiano in vitro desses méis em diferentes diluicbes através de antibiogramas
frente a cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa. Observou-se que esses méis monoflorais nao
diluidos impediram o crescimento dos principais agentes bacterianos presentes na
pele, com destaque ao mel de laranjeira no controle contra Staphylococcus aureus,
Staphylococccus epidermidis e Escherichia coli. Conclui-se que os méis de assa-
peixe, laranjeira ou eucalipto possuem potencial cicatrizante e antimicrobiano. O
presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgido de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

Palavras-chave: antibacteriano, mel, reparagao tecidual
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ABSTRACT

Healing promotes tissue restoration through dynamic processes involving
biochemical and physiological phenomena. Currently, there is a trend towards the
use of natural resources in medicine because they have few side effects, economic
advantages and are efficient. Topical use of honey has beneficial therapeutic
properties in the treatment of wounds. Among the most available monoflorais honeys
in Brazil are assa-peixe, cipo-uva, orange and eucalyptus. Thus, the objective of this
study was to evaluate the healing and antimicrobial potential of assa-peixe, cipo-uva,
eucalyptus and orange honeys. In the first experiment, the healing potential was
evaluated in 84 Wistar rats submitted to a cutaneous wound of 8mm in diameter and
receiving topical treatment: GC: NaCl 0.9%; GP: commercial ointment based on
fibrinolysin, deoxyribonuclease and chloramphenicol on petrolatum base; GAp:
honey assa-peixe; GCu: honey cipdé-uva; GLa: orange honey; GEu: Eucalyptus
honey. At the 2 nd, 4 th, 7 th, 10 th, 14 th, 21 th and 30 th postoperative days, two
animals from each group were submitted to euthanasia for removal of a skin,
subcutaneous and musculature fragment for macroscopic evaluation,
histopathological and wound area. It was found that the honeys inhibited the
formation of edema and infection and made the presence of crusts transient. Orange
and eucalyptus honeys reduced the area of the wound. Honeydew, eucalyptus or
orange peel honeys reduced inflammation and necrosis and optimized granulation
tissue formation, fibroplasia, and re-epithelization. In the second experiment, the in
vitro antimicrobial potential of these honeys was verified in different dilutions through
antibiograms against strains of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. It was observed that these undiluted
monofloral honeys prevented the growth of the main bacterial agents present in the
skin, with emphasis on orange honey in the control of Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli. 1t was concluded that the assa-
peixe, orange or eucalyptus honeys have healing and antimicrobial potential. This
study was financed in part by the Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001.

Keywords: antibacterial, honey, tissue repair.
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5 INTRODUGAO

A pele corresponde a aproximadamente 16% do peso corporal, € 0 maior
orgao do corpo humano e atua como uma barreira fisica entre o individuo e o
ambiente (JONES et al., 2000). Quando a pele é lesionada, o organismo volta-se
para o reparo tecidual, sendo que a cicatrizacdo € um processo dinamico que
envolve fendbmenos bioquimicos e fisioldgicos que atuam de forma harmoniosa a fim
de garantir a restauracao tissular (MANDELBAUM, et al., 2003; EYAREFE, et al.,
2017). Didaticamente, o processo de cicatrizagdo € dividido em inflamacéao,
proliferacdo, remodelacdo e maturacdo, todavia tais fases podem ocorrer
simultaneamente (MARTINS et al., 2006; TAZIMA et al., 2008; ISAAC et al., 2010).

A cicatrizagdo pode ocorrer por primeira, segunda ou terceira intengcdo. O
fechamento por segunda intengéo esta relacionado a ferimentos infectados e/ou com
perda tecidual que inviabilize a aproximacao das bordas. Este processo requer maior
producédo de tecido de granulagdo e tempo mais prolongado para a contragdo e
epitelizacédo da ferida (BLANCK et al., 2008).

Alguns produtos naturais tém potencial terapéutico, apresentam vantagens
econdmicas, eficiéncia e poucos efeitos colaterais (SANTOS et al.,, 2012). Nesse
contexto destaca-se o mel, que € um alimento liquido, viscoso, supersaturado e
acucarado (MARQUES, et al., 2015). E produzido por abelhas a partir de néctar de
flores e/ou exsudatos sacarinicos de plantas. O néctar pode provir de uma unica flor
(mel monofloral) ou de varias (mel plurifloral). Pode variar em cor, aroma e sabor
conforme a espécie da abelha, floracdo, area de obtencao e técnicas de preparacao
(ANVISA, 1978; PEREIRA e REIS, 2015).

No mel ja se identificou potencial antisséptico, anti-inflamatorio, antioxidante
antimutagénico, antitumoral, antidiabético, cicatrizante e, ainda,
antimicrobiano/bactericida na pele ou ferimentos (PEREIRA e REIS, 2015; AHMED
et al., 2018). A osmolaridade, o pH, o perdoxido de hidrogénio, os flavonoides e os
compostos fendlicos presentes no mel parecem interferir no potencial terapéutico do
mel (PERALTA, 2010). Geralmente ha estreita relacdo entre as propriedades
terapéuticas do mel e a erva que origina a florada ou o alimento consumido pelas
abelhas (ISRAILI, 2014).

O mel de abelhas ja € comprovadamente terapéutico na cicatrizagdo por

conta da sua composicdo quimica proveniente das enzimas fornecidas pelas
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abelhas durante a confecgdo do mel (AHMED et al., 2018). Estas enzimas
promovem imunoestimulacdo sobre fibroblastos, crescimento de células epiteliais e
desenvolvimento de novos capilares em tecidos danificadas; comprovando suas
acdes cicatrizante e promotora da epitelizacdo das extremidades de feridas (EFEM,
1988; EYAREFE, 2017).

O Brasil tem grande potencial apicola devido a sua flora diversificada,
extensdo territorial e variabilidade climatica. Dentre os méis mais encontrados em
diferentes regides do pais estdo os méis monoflorais de assa-peixe, cipd-uva, roma,
eucalipto, algoroba, laranjeira, cana-de-agucar e caju; além do mel silvestre que é
plurifloral (PEREIRA e CASTRO, 2010; BAZONI, 2012).

Dentre algumas caracteristicas fitoterapicas das plantas utilizadas pelas
abelhas na elaboragdo dos méis; o assa-peixe € depurativo do sangue e calmante; o
cipo-uva é reconhecido por sua agao contra dores e ulceras gastricas; o eucalipto
ajuda a combater a bronquite, a tosse e asma; a laranjeira age como regulador do
intestinal e € um tranquilizante natural (ARRUDA, 2009; PEREIRA e CASTRO, 2010;
ALMEIDA, 2017).

Quanto a cicatrizagdo, o tratamento tépico com extrato de assa-peixe
estimula o aumento da proliferacéo de colageno e fibroblastos (MINATELI, 2015). Ja
0 cipo6-uva possui atividade analgésica, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antinoceptiva (VIEIRA, 2014).

O eucalipto promove o estimulo a regeneracéo tecidual significativo com uso
desta planta através do aumento da contragdo da ferida, colageno e fibroblastos,
diminui¢cao da epitelizagdo e area da cicatriz (VELMURUGAN, et al., 2014).

A laranjeira possui alta concentragcdo de vitaminas A, C e B12, sendo a
vitamina C a mais abundante (MILIND e DEV, 2012). Esta vitamina € um potente
antioxidante e é fundamental na sintese de colageno, proliferacdo e migragéo de
fibroblastos (AHMED et al., 2018).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial cicatrizante do mel de
assa-peixe, cipoé-uva, laranjeira e eucalipto na cicatrizagdo de feridas por segunda
intencdo em ratos Wistar e, ainda, avaliar o potencial antimicrobiano in vitro desses

méis.
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5.1 JUSTIFICATIVA

Feridas sado lesdes frequentemente observadas na pratica da Medicina
Humana ou Veterinaria e os profissionais envolvidos utilizam medicamentos com o
objetivo de acelerar o processo de reparagao tecidual e evitar infecgoes.

Diversos produtos naturais ja foram testados pelo seu potencial cicatrizante
e/ou antimicrobiano, dentre eles o mel. Ha diversos tipos de méis conforme a abelha
e as floradas e, portanto, cada tipo de mel pode ou n&o possuir determinado efeito
terapéutico.

Conhecer o potencial cicatrizante e antimicrobiano dos méis monoflorais
mais comumente disponiveis no Brasil podera contribuir para elencar mais alguns
produtos naturais com beneficios terapéuticos relevantes no tratamento de feridas

por segunda intencéo.

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial cicatrizante e antimicrobiano dos méis de assa peixe, Cip6-

uva, laranjeira e eucalipto.

5.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial cicatrizante de méis de assa peixe, cipo-uva, laranjeira e
eucalipto em feridas por segunda intencado quanto as variaveis macroscopicas
observando a presenca de edema, infecgao e crosta e area da ferida.

e Avaliar o potencial cicatrizante de méis de assa peixe, cipé-uva, laranjeira e
eucalipto em feridas por segunda intengdo quanto as variaveis microscépicas
graduando a presenca de inflamagdo, necrose, tecido de granulagao,
fibroplasia e reepitelizagao.

e Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro de méis de assa peixe, cip6-uva,
laranjeira e eucalipto em diferentes diluigbes frente a culturas bacterianas

comumente encontradas na pele.
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6 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Campus Palotina (CEUA — Palotina, n. 54/2016), Comité de Pesquisa do Campus
Palotina (COPE - Palotina, n. DCV201632) e registrado no sistema
BANPESQ/Thales da UFPR (n. 2016023736). Para melhor condugao, este estudo
foi dividido em dois experimentos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de

Financiamento 001.

6.1 EFEITO CICATRIZANTE E ANTIMICROBIANO DO MEL DE ASSA-PEIXE,
CIPO-UVA, LARANJEIRA OU EUCALIPTO EM FERIDAS POR SEGUNDA
INTENCAO INDUZIDAS EM RATOS WISTAR

6.1.1 Animais

O experimento foi realizado no Biotério de Roedores do Setor Palotina da
Universidade Federal do Parana. Foram utilizados 84 ratos Wistar de 90 a 120 dias
de vida, com peso variando enter 155 e 290 gramas, independente do sexo, que
foram aleatoriamente distribuidos entre seis grupos experimentais de 14 animais
cada.

Os animais foram mantidos em grupos de trés animais do mesmo sexo em
cada caixa de polipropileno de 41 x 33 x 16 cm, normalmente utilizadas no
alojamento de ratos, com temperatura de 22 + 2,0°C, no ciclo claro/escuro de 12
horas. Houve oferta de ragéo peletizada e agua ad libitum. A maravalha foi trocada a
cada trés dias. Ocorreu o manejo adaptativo durante 15 dias antes do inicio do
experimento.

Dois dias antecedentes ao experimento realizou-se a pesagem e a

identificacdo dos animais por meio de marcag¢ao do pelo com acido picrico.
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6.1.2 Ferida Cirurgica e Tratamentos

No dia “zero” realizou-se a ferida cirurgica nos animais. Para tanto, cada rato
recebeu diazepam (2 mg/Kg, IP) e apds cinco minutos houve indugao anestésica
com isoflurano diluido em Oz em sistema anestésico fechado. Realizou-se, entéo, a
tricotomia de 2 x 2 cm na regido dorsal, cerca de 2cm apds a base do pescoco,
seguida de limpeza com PVPI degermante, alcool e povidine tépico. Foi
administrada lidocaina no dorso do pescogo (5 mg/Kg, SC) e, entdo, efetuou-se a
ferida circular de pele de 8 mm de didmetro com o uso de punch metélico com
profundidade determinada até a coleta da hipoderme (FIGURA 1). Removida a pele,
a ferida foi limpa com NaCl 0,9% e os animais receberam tratamento tépico
conforme o grupo experimental:

e GC (grupo controle negativo): NaCl 0,9%

e GP (grupo controle positivo): pomada comercial’ a base de fibrinolisina,
desoxirribonuclease e cloranfenicol em petrolato base (95% oleo mineral e
5% de polietileno)

e GAp: grupo do mel de assa-peixe

e GCu: grupo do mel de cipé-uva

e GEu: grupo do mel de eucalipto

e GLa: grupo do mel de laranjeira

FIGURA 1 - Ferida cirdrgica experimental confeccionada com punch metélico em ratos Wistar para
avaliagao da cicatrizagdo com méis de assa-peixe, cipé-uva, eucalipto e laranjeira.
- N

Sendo: A — confeccao da ferida com punch; B — aspecto da ferida no pos-cirurgico; C - administragao
do tratamento tépico com mel. (Fonte: GUIRRO et al., 2015)

" Fibrase, Pfizer, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil.
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Os méis monoflorais foram adquiridos em um apiario da cidade de Atibaia,
estado de Sao Paulo, certificado no SISP/SP n°® 1206.

Ato continuo, cada animal recebeu administracdo uUnica de cefalotina
(60mg/Kg, SC) e de meloxicam (2,0 mg/kg, SC) e foi devolvido a caixa de
polipropileno. A limpeza com NaCl 0,9% e a administragcéo tépica dos produtos em
teste foram realizadas duas vezes por dia, até a resolugao da ferida.

No 2°, 4°, 7°, 10°, 14°, 21° e 30° dia de pds-cirurgico (D2, D4, D7, D10, D14,
D21 e D30), dois animais de cada grupo foram aleatoriamente removidos da caixa e
submetidos a eutanasia com sobredosagem de isoflurano. Apds confirmagéo de
Obito, deu-se a avaliagdo macroscopica, o decalque da area da ferida e, entao,
retirava-se um fragmento de pele, subcutdneo e musculatura a fim de realizar

avaliacao histopatoldgica do processo de cicatrizagao.

6.1.3 Avaliagcao Macroscopica

Imediatamente apds a confirmacdo da morte, foi verificada a presenca de
edema, crosta ou infeccao, por meio de escores, sendo 0 — ausente; 1 — parcial; 2 —
presente; considerando a crosta parcial quando presente somente nos bordos da
lesdo e completa ao recobrir toda a lesdo. Os dados foram analisados pelo teste
Kruskal Wallis, com p < 0,05.

Além disso, registrou-se a area de cada ferida com desenho em papel
vegetal para posterior avaliagdo da area em software apropriado?. Os resultados
foram submetidos a ANOVA seguida de Tukey, com p < 0,05. Empregou-se um

programa computacional para realizagdo dos testes estatisticos?.

6.1.4 Avaliagao Microscopica

Retirou-se um fragmento de pele, subcutdneo e musculatura da regido

lesionada e acondicionou-se em 30 ml de formol tamponado (proporgao: 0,6 mg de

2 Quant — versdo 1.0.1, Vigosa, Minas Gerais, Brasil
3 SigmasStat for Windows® Version 3.0.1, SPSS Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos.
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fosfato de sddio dibasico; 0,4 mg de fosfato de s6dio monobasico; 10 ml formol; 90
ml de agua destilada) para avaliagao histopalotégica.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia da
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, onde foram cortadas em 4 uym
(micras) e coradas em hematoxilina e eosina. As laminas foram submetidas a leitura
em microscopia optica e interpretacdo por meio de escores do grau de inflamacéao,
necrose, fibroplasia, tecido de granulagdo (0 — ausente; 1- leve; 2 — moderado 3 —
acentuado; 4 — severo) e reepitelizagdo (A — ausente; P — parcial; C — completa). Os

dados foram analisados pelo teste Kruskal Wallis, com p < 0,05.

6.2 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Este experimento foi realizado no Laboratério de Inspecdao e Controle de
Qualidade de Alimentos e Agua — LACOMA, da UFPR - Setor Palotina.

O potencial antimicrobiano do mel de assa-peixe, cipé-uva, laranjeira e
eucalipto foi testado na forma de antibiograma de acordo com o Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).

O processo foi efetivado em cepas comerciais de (ATCC®) “:

e Staphylococcus aureus ATCC® 19095™ (isolado de abcesso)

e Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™ (isolado clinico)

e Staphylococcus aureus ATCC® 29213 ™ (isolado de ferida)

e Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 ™ (sem origem descrita)
e Escherichia coli ATCC® 8739™ (isolado de fezes)

e Escherichia coli ATCC® 25922™ (isolado clinico)

e Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853™ (isolado de sangue)

Todas as cepas primeiramente foram repicadas e cultivadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion)® a 37°C = 1°C por 24 horas. As diluigbes dos indculos
aconteceram a partir do tubo com turbidez 0,5 de acordo com a escala de Mc

Farland em solugao salina estéril.

4 American Type Culture Collection® - University Boulevard, Manassas, Virginia, Estados Unidos.
5 Oxoid Microbiology Products™ - Basingstoke, Hampshire, Reino Unido.
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Em seguida, ocorreu a semeadura com swabs estéreis no agar Muller-
Hinton® em placas de Petri (90 x 15 mm). Realizou-se a confecgdo dos pogos com
didmetro de 6 mm que € o tamanho padrao dos discos comerciais de antibiograma.
Em cada placa foram realizados pocos para as diluicdes 10%, 25%, 50%, 75% e
100% de cada mel testado. Foram pipetados 30 uL de tratamento por pocgo e
levados novamente a estufa a 37°C = 1°C por 24 horas. As placas foram
devidamente identificadas de acordo com as cepas ATCC® méis e diluicdo
utilizados.

Entao, observou-se o tamanho dos halos de inibicdo, em milimetros, sendo
que se considerou-se que quanto maior o halo, maior o poder inibitério do

tratamento em relagéo ao agente bacteriano.

6 BD Difco™ - New Jersey, Estados Unidos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

Macroscopicamente, nenhum grupo apresentou edema ou infecgdo. O GC
também nado apresentou infecgdo, semelhante aos resultados de Loss (2013). A
limpeza das feridas duas vezes ao dia com NaCl 0,9% antes da aplicacdo de cada
um dos méis testados foi benéfica, pois manteve a ferida limpa sem prejudicar a
reparacao tecidual. O NaCl 0,9% é o agente de limpeza mais seguro para a maioria
dos ferimentos, pois ndo é citotdxica, nao gera reag¢des alérgicas, auxilia na redugao
de micro-organismos e ndo doa e nem retira fluidos da ferida (DEALEY, 1999). A
limpeza da ferida com solugao fisioldgica 0,9% morna em jato auxilia na remogao de
corpos estranhos e de tecidos frouxos aderidos, mas mantém o tecido de granulagao
recém-formado (SILVA et al., 2012).

Sobre a auséncia de infecgdo nos grupos tratados com mel, Hadagali e
Chua (2014) explicam que quando o mel é aplicado a uma ferida exsudativa, sua
alta viscosidade promove uma barreira fisica contra infecgbes secundarias. Além
disso, os méis normalmente tem pH entre 3 e 4, portanto desfavoravel ao
crescimento bacteriano e estimulante da acdo bactericida dos macréfagos, da
atividade de fibroblastos e do aumento da oxigenacao (EFEM, 1988; NORDIN et al.,
2017).

A enzima glicose-oxidase € um componente presente nos méis, que,
quando exposta ao oxigénio, produz o peroxido de hidrogénio lentamente sem
causar danos ao tecido. A presenca deste componente promove acgao
antibacteriana, desbridamento autolitico e estimulacdo da cicatrizacdo, o que
também justifica a auséncia de edema e infeccéo nas feridas cirurgicas tratadas com
mel (MOLAN, 2009; MOLAN e RHODES, 2015; KOENIG e ROH, 2016).

A inexisténcia de edema corrobora estudos nos quais 0 mel reduziu o edema
induzido em ratos (HUSSEIN et al., 2012; HUSSEIN, et al., 2013). A propriedade
higroscopica do mel auxilia na redugdo do edema, de forma que absorve a umidade
e a extrai para o ambiente, retirando residuos e outros fluidos da ferida mesmo dos
tecidos mais profundos (EFEM, 1988; MOLAN e RHODES, 2012). Esta propriedade

higroscopica também auxilia na desidratagao das bactérias e favorece a ligagao da
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agua do mel com os agucares, deixando poucas moléculas disponiveis para os
microorganismos (EFEM, 1988; BAZONI, 2012).

Houve formacao de crostas em todos os grupos até D7, exceto no GP que
nao apresentou a formacgao de crosta (TABELA 1). A utilizagdo da pomada comercial
a base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol no grupo controle positivo
foi estabelecida com objetivo de manter a umidade da ferida, controle da
desidratacado e infeccdo. Os curativos que promovem um ambiente umido para a
ferida previnem a desidratagdo tecidual e morte celular, promover angiogénese
acelerada, aumento da retirada de tecido morto e fibrina (FIELD e KERSTEIN, 1994,
KAMMERLANDER et al., 2005). Inumeros curativos sdo entdo utilizados para
produzir umidade local, melhorando de 35% a 45% a taxa de reepitelizagédo de
feridas profundas (MANDELBAUM et al., 2003).

TABELA 1 - Avaliagao macroscépica da formagao de crosta (média + DP) durante o processo de
cicatrizagao por segunda intengdo em feridas de ratos Wistar tratados com NaCl 0,9% (GC), pomada
comercial a base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol (GP), mel assa-peixe (GAp), mel
cipo-uva (GCu), mel de eucalipto (GEu) ou mel de laranjeira (GLa):

D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC 1+0 1+0 2+0 00 0+0 0+0 0+0
GP 00 00 00 00 0+0 0+0 00
GAp 1+0 1,5+0,5 1+1 00 0+0 0+0 0+0
GCu 1+0 1+0 0,5+0,5 00 0+0 0+0 0+0
GEu 1+0 1,5+0,5 1+0 00 0+0 0+0 0+0
GlLa 1+0 1+0 1+1 00 0+0 0+0 0+0

210 50 cias apés a realiagao da feda, FONTE: O Autor (2018). - 0 opecivaments, dols, quatio, sete, 10, 14

As feridas abertas formam crostas e epitelizam mais lentamente
(MANDELBAUM et al., 2003). A formacéo de crostas ocorre pela secrecéo fibrino-
leucocitaria, sangue e exsudato que preenchem a &rea lesada, seguido da
coagulagao e desidratagédo, e tem por finalidade proteger a lesdo (BRASILEIRO
FILHO, 2004; SONNEWEND et al., 2004). Esta formagédo auxilia na contencdo da
hemorragia e favorece o processo de reparagdo, porém deve permanecer por pouco
tempo para n&o retardar o processo cicatricial por conta na diminuicdo da umidade e
por ser uma barreira a contragcédo da ferida (LOSS, 2013; VIEIRA, 2018).

Se a crosta persistir, recomenda-se a retirada para estimular a capacidade
contratil dos miofibroblastos, células importantes na contragdo da ferida (LOSS,
2013). No presente estudo né&o foi preciso retirar as crostas, visto que tal formagao

permaneceu apenas até D7.
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7.2 AREA DA FERIDA

O processo de contragao da ferida tem a finalidade de justapor as bordas de
uma ferida aberta e reduzir a quantidade e o tamanho da cicatriz desordenada,
sendo essencial para a cicatrizagdo de feridas (TAZIMA et al., 2008). Na fase de
proliferagdo alguns fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, que se alinham
aos bordos da lesdo e promovem a contragdo da ferida (GRIERSON et al., 1988;
KUMAR et al., 2010). Sendo assim, frequentemente se observam bordas irregulares
nas feridas, mas como foi utilizado um software apropriado foi possivel realizar a
avaliagao da area com precisao.

Houve presenca de ferida até D7 no GP e até D10 nos demais grupos
(TABELA 2). A reducéo de area e cicatrizagdo mais precoce em GP evidencia que a
pomada comercial € mais efetiva no tempo de reducdo da area da lesdao e na
reparacao tecidual frente aos méis e ao NaCl 0,9%.

Nos grupos GC, GP, GCu e GLa houve redugdo da area em D4, quando
comparado a D2. No GC houve diminuicdo em mais da metade do tamanho em
comparacdao a D2, sendo uma redugao maior do que no GP nestes dias. A
diminui¢ao da area da lesao com aplicacdo de NaCl 0,9% deve-se a manutencao da

umidade necessaria no leito da ferida, favoravel a cicatrizagéo (LOSS, 2013).

TABELA 2 - Avaliagdo macroscopica em mm? da area da lesdo durante o processo de cicatrizagdo
por segunda intencado em feridas de ratos Wistar tratados com NaCl 0,9% (GC), pomada comercial a
base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol (GP), mel assa-peixe (GAp), mel cipé-uva
(GCu), mel de eucalipto (GEu) ou mel de laranjeira (GLa):

D2 D4 D7 D10 D14 p
GC 1,2181+0 0,4439+0 0,1488 £ 0 0,0206 + 0* 00 0,010
GP 0,5460 £ 0 0,4452 +0 0,1336 = 0* 0=+0* 00 0,010

GAp 0,5079 + 0,11 0,5650 + 0,24 0,2154 £ 0,05 0,0229 + 0,03 00 0,067
GCu 0,6439 + 0,11 0,3356 + 0,04 0,2672 0,13 0,0415 £ 0,03 00 0,067
GEu 0,5510+0,22 0,6187 £0,22 0,2988 + 0,08* 0,0187 + 0,03* 00 0,038
GlLa 0,5585+ 0,16  0,5009 + 0,04 0,3120 £ 0,23 0,0062 = 0,01* 00 0,267
p 0,310 0,078 0,166 0,351 -

* diferente de D2 (p < 0,05). FONTE: O Autor (2018).

No GCu houve maior redugdo do tamanho em D4 quando comparado ao GP,

mostrando que o mel de cipdé-uva reduziu mais a area da lesdo do que a pomada
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nos primeiros quatro dias. Ja no GLa, a redugéo da area da leséo foi menor de D2
para D4 quando comparada aos grupos controle do experimento.

Entre D4 e D7, em GC e GP reduziram a area da lesdo em mais da metade,
sendo que houve diferencga significativa em GP. No GCu e GLa a redugao da area
da lesao foi menor entre D4 e D7 quando comparas as coletas anteriores (entre D2
e D4), mostrando que esses méis atuaram mais efetivamente nos primeiros dias
apos o inicio da lesao.

Nos grupos GAp e GEu houve discreto aumento da area em D4 para posterior
reducdo a partir de D7. E possivel que tal aumento seja devido & maior formagéo de
crostas nesses grupos. Na fase de proliferagdo da cicatrizagdo, em 24 a 48 horas
apos a lesao, células epiteliais movem-se da borda da ferida ao longo da derme
abaixo da superficie da crosta produzindo uma fina camada epitelial que fecha a
ferida (KUMAR et al., 2010). Isso justifica que nesses grupos, apesar do aumento da
area da lesao em D4 por conta de suas crostas mais evidentes, o tempo necessario
a completa cicatrizagao foi 0 mesmo que nos outros grupos tratados com mel.

Diferente desse estudo, Minateli (2015) observou uma reducéo significativa na
area das lesbes tratadas com extratos de assa-peixe em diferentes concentracoes
aos quatro e sete dias apds a confeccao da lesao cutanea em ratos.

Em D10, o GC apresentou reducgao significativa em comparagao a D7. No GP
ja ndo haviam sinais macroscopicos de lesdo. Nos GCu e GLa, houve diminuigdo em
relacdo a D7, destacando que GLa apresentava a menor area da lesao dentre os
grupos tratados com mel.

O mel de laranjeira é rico em vitamina C, oriunda da fonte floral, que apoia a
migragao de fibroblastos e a deposi¢céo de colageno para a area da lesdo durante a
etapa de proliferagdo da cicatrizacdo (MANELA-AZULAY et al., 2003;
FRANCESCHINI FILHO, 2004; LORENZI e MATOS, 2008; PEREIRA e CASTRO,
2010; CIAPPINI, 2013; AHMED et al., 2018). Sendo assim, a presenga da vitamina
C no mel de laranjeira pode explicar a reducéo da area da leséo.

Dentre os grupos tratados com méis, o GEu foi o que mais se destacou, pois
apesar do aumento em D4, foi o Unico grupo que apresentou redug¢des significativas,
em D7 e D10. O eucalipto possui maior atividade antioxidante quando comparado a
outros méis e isso pode influenciar na reducdo da area da ferida (MUNOZ
JAUREGUI et al., 2014). A acao antioxidante do mel de eucalipto decorre de altos

niveis de acidos fendlicos e flavonoides que modulam a resposta inflamatoria e
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pode, inclusive, beneficiar a cicatrizacdo de ratos com diabetes induzida
(GONZALEZ, 2016).

7.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

7.3.1 Inflamag&o aguda e necrose

Observou-se inflamagao aguda até D7 nos grupos GP, GAp, GEu e GLa e até
D10 em GC e GCu (TABELA 3). Dentre os méis testados, o mel de assa-peixe e o
mel de laranjeira foram os mais eficientes no controle da inflamacéo (FIGURA 2).
Notou-se necrose até D7 no GP, GAp, GEu e GLa e até D10 no GC e GCu (FIGURA
3). O mel de cip6-uva foi o tratamento que menos controlou a inflamagdo e a

necrose.

TABELA 3 - Avaliagéo histopatolégica do escore de inflamagédo aguda e necrose de feridas de ratos
Wistar submetidos a confecgédo de ferida experimental e tratados com NaCl 0,9% (GC), pomada a
base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol (GP), mel de assa-peixe (GAp), mel de cipo-
uva (GCu), mel de eucalipto (GEu) ou mel de laranjeira (GLa); dois (D2), quatro (D4), sete (D7), 10
(D10), 14 (D14), 21 (D21) e D30 dias apds a confecgéo da ferida cirurgica.

Inflamagao
Grupo D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC 3 3 2 1 0 0 0
GP 4 2 2 0 0 0 0
GAp 4 2 1 0 0 0 0
GCu 3 2 2 1 0 0 0
GEu 2 3 2 0 0 0 0
GlLa 3 3 1 0 0 0 0
Necrose
Grupo D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC 3 3 2 1 0 0 0
GP 1 4 1 0 0 0 0
GAp 3 2 1 0 0 0 0
GCu 3 2 2 1 0 0 0
GEu 2 3 1 0 0 0 0
GlLa 2 3 1 0 0 0 0

Sendo: 0 - Ausente; 1 - Leve; 2 - Moderado; 3 - Acentuado; 4 - Severo.

Os efeitos terapéuticos assa-peixe ja sdo conhecidos para o tratamento de
feridas, pois esta planta possui agdo anti-inflamatéria (LORENZI e MATOS, 2008;
PEREIRA e CASTRO, 2010; MINATELI, 2015) por conta dos flavonoides que

contribuem com a reparacdo tecidual (ARAUJO, 2010). A narigenina é o flavonoide
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mais abundante no assa-peixe (PEREIRA e CASTRO, 2010) e sua agédo anti-
inflamatdria diminui o recrutamento de macrofagos e neutréfilos em corneas de
camundongos, o que também reduz a necrose tecidual (OGUIDO et al., 2017). Além
disso, o mel de assa-peixe também apresenta bom controle da necrose devido a alta

concentragdo de acido gdlico (PEREIRA e CASTRO, 2010) que possui agao

adstringente (HELENO, 2015) e de agucares que favorecem a atividade osmotica
(WIESE, 1986).

FIGURA 2 —Fotomicrografias de pele em ratos Wistar submetidos a confecgéo de ferida experimental
tratados com os méis assa-peixe (GAp), cipo-uva (GCu), eucalipto (GEu) ou laranjeira (GLa) sete dias
(D7) apés a confecgao da ferida. A) Pele de Rato Wistar tratada com mel assa-peixe (Gap), nota-se
descontinuidade da epiderme com presenga de restos celulares e hemorragia sobre a superficie da
lesdo (Asterisco). Abaixo da crosta observa-se intensa inflamagdo aguda (Seta fina) seguida de
tecido de granulagcado jovem e discreta fibroblasia (seta grossa) , HE, 4X. B) Pele de Rato Wistar
tratada com mel mel cipé-uva (GCu), na superficie da lesdo nota-se moderada deposicao de material
necrético (Asterisco) acompanhada de infiltrado neutrofilico (inflamagéo aguda) (seta fina) e tecido de
granulacao (seta grossa), HE, 20X. C) Pele de Rato Wistar tratada com mel eucalipto (GEu), observa-
se intensa necrose supercificial (asterisco) associada a inflamag¢ao aguda e moderada formagao de
tecido de granulagao (seta grossa), HE, 20X. D) Pele de Rato Wistar tratada com mel laranjeira
(GLa), ha grande deposigao de tecido necrético na superficie do tecido ulcerado (asterisco), com
fibroplasia (cadega de seta) leve associada ao tecido de granulagdo acentuado (seta grossa), HE,
20X.
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Dentre os flavonoides presentes na laranjeira destaca-se a nobiletina que
também ja foi associada ao controle da inflamag¢ao (MILIND e DEV, 2012). O mel de
laranjeira possui elevada quantidade de vitamina C, considerado um potente
antioxidante (FRANCESCHINI FILHO, 2004; LORENZI e MATOS, 2008; PEREIRA e
CASTRO, 2010; CIAPPINI, 2013). Outros compostos em abundancia neste mel sao
a narigenina e hesperidina, que também possuem atividade anti-inflamatéria e
antioxidante (LORENZI e MATOS, 2008; MILIND e DEV, 2012).

Diversos estudos relatam elevada agao antioxidante no eucalipto e no mel de
eucalipto (GUIMARAES, 2009; ANJO e SEREIA, 2014; CIAPPINI 2013) devido aos
altos indices de extratos fendlicos dessa planta. O efeito antioxidante do eucaliptol
possivelmente tenha influenciado positivamente no controle da inflamagcao e da
necrose no grupo tratado com mel de eucalipto. Ademais, o acido galico possui
atividade adstringente e é o principal acido fendlico presente no mel de eucalipto
(YAO et al., 2004; HELENO, 2015). Além disso, a concentragdo de agucares no mel
de eucalipto varia de 35% a 45%, considerada alta quando comparada a outros méis
(WIESE, 1986). Esse alto teor de agucar influencia diretamente a atividade osmatica

do produto e, consequentemente, aumenta seu poder de desbridamento.

FIGURA 3 - Fotomlcrograﬂa de pele em rato Wlstar submetldo a confecg:ao de ferlda experimental
tratados com o mel de cipé-uva (GCu) por 10 dias (D10). Nota-se leve crosta tecidual (asterisco)
sobre a area de ulceragdo. Abaixo, na derme, ha moderada produgédo de tecido de granulagao
maduro (seta) com fibroplasia leve (cabeca de seta), HE, 4X.
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7.3.2 Tecido de granulagao, fibroplasia e reepitelizagéo

O mel promove a formagdo de tecido de granulagdo e reepitelizagdo
saudaveis devido ao perdxido de hidrogénio formado e ao pH acido deste produto,
que promovem a acidificacdo do meio e liberam oxigénio para as células e tecidos
(PRATA et al., 1988; ARCHER et al., 1990; MOLAN, 1999; BAZONI, 2012). A baixa
quantidade de oxigénio na ferida é prejudicial para a sintese de colageno pelos
fibroblastos (ARAUJO, 2010).

A literatura afirma que o mel estimula do tecido de granulagéo e a contragao
da ferida em ratos através do aumento no numero de fibroblastos (AL-WAILI, 2011,
OLADEJO et al., 2003).

Verificou-se presenca do tecido de granulagdo desde D2 em GP, GCu e GLa
e a partir de D4 em GC, GAp e GEu (TABELA 4). Estudos evidenciam a formagao
deste tecido a partir de 4 a 14 dias de confecgéo da ferida cirurgica (ALJADY, et al.,
2000; IFTIKHAR at el., 2009; EYAREFE, et al. 2017; VIEIRA, 2018). Nitz (2006)
comenta a formacao deste tecido inicia dentro de 3 a 5 dias apds a lesao.

Aljady et al. (2000) que testou o mel da Malasia na cicatrizacédo de ratos,
afirma que este produto aumentou o conteudo de colageno do tecido de granulagao
em relagéo ao controle. Os autores ainda afirmam que no quarto dia apds a cirurgia,
nado houve diferenga entre o grupo tratado e o controle. Em contrapartida, as
diferencas foram significativas nos dias 8 e 12 e altamente significativo no dia 16,
com vantagem para o grupo tratado. Sanchez-Neto (1993) e Nitz (2006) afirmam
que a concentracéo de fibroblastos tem seu pico no sétimo dia, apresentando entao
o decréscimo, sendo assim, também ocorre a diminui¢do do tecido de granulagao.
Em ratos tratados com mel de acacia, verificaram-se aumentos na area de
epitelizacdo, na contragcdo da ferida, na forca ténsil da pele e no tecido de
granulacédo (IFTIKHAR at el., 2009).

Para Santos et al. (2012), o tecido de granulagéo no grupo tratado com mel
apresentou a formacdo do tecido de granulagdo apenas no sétimo dia apods a
confeccdo da ferida, formacgao tardia quando comparada a este estudo.

Osuagwu et al. (2004) notaram um aumento do tamanho tecido de
granulacdo em feridas tratadas com mel.

Dentre os grupos tratados com mel, o GEu apresentou a formagao de tecido

de granulagdo mais intensa e no CCu observou-se 0 menor grau desse tecido. A
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formacgédo do tecido de granulagdo foi maxima em D7, independentemente do mel
utilizado (FIGURA 2). Em seu estudo, Eyarefe et al. (2017) verificaram o potencial de
cicatrizacdo em feridas por eletrocautério e por lamina de bisturi tratadas com mel
plurifloral em ratos albinos e observaram que a formagéao do tecido de granulagao foi
maxima no sétimo dia em grupos né&o tratados, sendo que neste estudo, o GC
(grupo controle negativo) obteve maior formagao deste tecido apenas no décimo dia.
Os autores observaram ainda que o grupo tratado com mel teve menor formagao do

tecido de granulagdo quando comparado ao controle.

TABELA 4 - Avaliagao histopatoldgica de escore de tecido de granulagao, fibroplasia e reepitelizagao
de feridas de ratos Wistar submetidos a confecgéo de ferida experimental e tratados com NaCl 0,9%
(GC), pomada a base de fibrinolisina, desoxirribonuclease e cloranfenicol (GP), mel de assa-peixe
(GAp), mel de cipé-uva (GCu), mel de eucalipto (GEu) ou mel de laranjeira (GLa); dois (D2), quatro
(D4), sete (D7), 10 (D10), 14 (D14), 21 (D21) E D30 dias apos a confecg¢ao da ferida cirurgica.

Tecido de granulacao

Grupo D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC 0 1 2 3 2 1 0
GP 1 1 2 2 1 1 0
GAp 0 2 3 1 0 0 0
GCu 1 2 2 2 1 0 0
GEu 0 3 4 0 0 0 0
GlLa 1 2 4 1 0 0 0
Fibroplasia
Grupo D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC 0 1 2 3 3 4 4
GP 3 3 3 4 4 4 4
GAp 0 1 2 4 4 2 2
GCu 0 1 1 1 3 1 0
GEu 0 3 3 2 4 2 1
GlLa 0 2 2 2 4 2 0
Reepitelizagao
Grupo D2 D4 D7 D10 D14 D21 D30
GC A A P C Cc Cc Cc
GP A A P P Cc Cc C
GAp A A P C C Cc C
GCu A A A A C C C
GEu A A A C Cc Cc Cc
GlLa A A A P C C Cc

Sendo: 0 - Ausente; 1 - Leve; 2 - Moderado; 3 - Acentuado; 4 - Severo. Legenda para reepitelizagao:
A - Ausente; P - Parcial; C - Completa.

A fibroplasia inicia entre o terceiro ou quarto dia apds a lesao tecidual, quando

os fibroblastos surgem por quimiotaxia através da liberacdo de mediadores



61

inflamatorios e se depositam na rede de fibrina (CAMARGO, 2013; LOSS, 2013).
Por meio de processos intra e extracelulares, os fibroblastos sintetizam e secretam o
colageno que € o principal componente estrutural da cicatriz (OLADEJO, et al.,
2003). Concomitante a fibroplasia ocorre intensa proliferagdo vascular, contragao da
ferida e inicio da reepitelizagdo (JONES, 2000; LOSS, 2013). Porém, Osuagwu et al.
(2004) nao notaram diferenca significativa na contagem de fibroblastos entre seu
grupo controle e o tratado com mel.

Neste estudo o processo de fibroplasia iniciou em D2 no GP e em D4 nos
demais grupos (FIGURA 4). Houve fibroplasia mais pronunciada em GAp, GEu e
GLa. O grau maximo de fibroplasia foi observado em D10 no GAp e GP; D14 no
GEu e GLa; e em D21 no GC. Para Eyarefe et al. (2017) as feridas tratadas com mel
mostraram um nivel mais alto de epitelizagdo e os vasos sanguineos regrediram
mais rapidamente, no quinto e sétimo dia, mostrando uma fibroplasia mais evidente
do que no grupo controle. Em comparacgao a este estudo, pode-se afirmar que o uso
dos méis de assa-peixe, eucalipto e de laranjeira ndo aceleram o inicio do processo
de fibroplasia, mas maximizaram este evento mais precocemente do que o GC.
Durante a fibroplasia ha uma crescente producao de colageno até 21 dias, quando
ocorre homeostase e equilibrio entre a sintese e a degradacéo deste componente
(VIEIRA, 2018).

Nos dois grupos controle deste estudo, GC e GP, observou-se fibroplasia
severa até D30, sendo um periodo mais prolongado aumentando o risco de
formacédo de cicatriz hipertréfica. Cicatrizes hipertroficas consistem em cicatrizes
elevadas, tensas e confinadas as margens da lesdo original e ocorrem a partir de
hiperproliferacao de fibroblastos, com consequente acumulo de matriz extracelular,
especialmente pela excessiva formagédo de colageno. Com frequéncia tendem a
regressdo espontanea, varios meses apdés o trauma inicial (FERREIRA e
ASSUMPCAOQ, 2006).

O assa-peixe possui a narigenina como composto mais abundante (PEREIRA
e CASTRO, 2010) e este flavonoide mostrou acao anti-inflamatéria e antioxidantes
em corneas de ratos com queimaduras alcalinas induzidas (OGUIDO, et al., 2017).
Minateli (2015) estudou os efeitos dos extratos de assa-peixe em feridas em ratos
Wistar e observou os primeiros sinais de reepitelizagdo da ferida no quinto dia apos

a confeccao da ferida. Com sete dias de tratamento a autora observou aumentos da
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proliferagdo de colageno e fibroblastos e com 14 dias as feridas estavam

cicatrizadas, concluindo o beneficio a cicatrizagao.
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FIGURA 4 - Fotomicrografias de pele em ratos Wistar submetidos a confecgéo de ferida experimental
tratados com os méis assa-peixe (GAp), cipé-uva (GCu), eucalipto (GEu) ou laranjeira (GLa) quatro
dias (D4) apés a confecgédo da Ferida. A) Pele de Rato Wistar tratada com mel assa-peixe (Gap),
observa-se uma intensa formagéo de crosta superficial (asterisco) com necrose e inflamagéo aguda
do tecido adjacente (seta). Nota-se leve proliferagéo de tecido de granulagédo jovem (cabecga de seta),
HE, 4X. B) Pele de Rato Wistar tratada com mel cipé-uva (GCu), recobrindo a epiderme lesionada ha
uma grande crosta (asterisco) com necrose da derme superficial e media adjacente. Associado ao
local de lesdo observa-se infiltrado inflamatério agudo e hemorragia tecidual (seta), HE, 4X. C) Pele
de Rato Wistar tratada com mel eucalipto (GEu),nota-se necrose acentuada (asterisco) recobrindo a
area da ferida com a derme superficial repleta de infiltrado inflamatério agudo (seta) e produgao
discreta de tecido de granulagéo (cabecga da seta), HE, 4X. D) Pele de Rato Wistar tratada com mel
laranjeira (GLa),a necrose superficial € moderada (asterisco) assim como a infiltragdo de células
inflamatérias (seta). Nota-se discreta formagao de tecido de granulagao jovem (cabega de seta), HE,
4X.

O acido galico presente no eucalipto regula a proliferacéo e estimulacéo da
angiogénese, auxiliando no processo de reparagao da cicatrizacdo (HELENO, 2015).
Velmurugan et al. (2014) constatou que o eucalipto estimulou a regeneragéao tecidual
de ratos Wistar através do aumento de fibroblastos e angiogénese e atribuiu esse

efeito aos flavonoides, acidos fendlicos e ao tanino presente na planta.
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A vitamina C presente no mel de laranjeira € um cofator na biossintese do
colageno, fundamental na fase de proliferacédo que ocorre na cicatrizagao das feridas
(MANELA-AZULAY et al., 2003, ARAUJO, 2010). Além disso, este antioxidante
apoia a proliferagdo e migragao de fibroblastos (AHMED et al., 2018). A hesperidina
encontrada em citrinos (MILIND e DEV, 2012) também atua na cicatrizagdo de
feridas cutaneas em ratos (ARAUJO, 2010).

Normalmente, a reepitelizagdo inicia entre o quinto e o sétimo dia apds
confecgdo de ferida cirurgica em ratos Wistar (LOSS, 2013; MINATELI, 2015;
EYAREFE et al.,, 2017). A literatura mostra que o mel acelera a maturagdo do
colageno e epitelizagao de feridas em ratos (SUGUNA et al., 1993).

No presente estudo observou-se que o processo de reepitelizagao se iniciou
em D7 no GC, GP e GAp; em D10 no GEu e GLa; e em D14 no GCu. Lin (2003) que
estudou a agédo da IL-6 em ratos selvagens, afirma que a taxa de reepitelizacao foi
de aproximadamente 80% aos 6 dias apds a lesédo e concluida com 10 dias em seu
grupo controle, mais tardia do que no que grupo controle deste estudo.

Verificou-se reepitelizagdo completa em D10 no GC, GAp e GEu (FIGURA 5)
e em D14 no GP, GCu e GLa (FIGURA 6). Portanto, o uso dos méis de assa-peixe e
eucalipto aceleraram tal processo e mostraram vantagem sobre o grupo controle
positivo do experimento. A reepitelizagdo se completa apés 21 dias do pos-
operatorio (PESSOA et al., 2012; ESTEVAOQ, et al., 2013), sendo que a presenca de
tecido de granulagdo abundante prejudica a reepitelizagcado (VIEIRA, 2018), como
visto neste estudo onde o tratamento com mel de cipé-uva mostrou um tempo mais
prolongado em relagdo aos outros méis sendo moderado em D10, e,
consequentemente, a repitelizagcdo ausente no mesmo dia de coletas.

Apesar de ja haver cicatrizacdo completa na avaliagdo macroscépica, ainda
havia processo cicatricial em curso em GC, GP, GAp e GEu, corroborando Loss
(2013) que cita evolugao da reparagéo tecidual até 15 dias. Vieira (2018) constatou a
reepitelizacdo completa no grupo controle com 14 dias. Alves et al. (2008) avaliaram
cicatrizacdo de ratos tratados com mel de abelha Melipona subnitida e determinaram
a epitelizacao para confirmar a cicatrizagdo completa, sendo que este fenbmeno

ocorreu cerca de 14 dias apos a confecg¢ao das feridas.
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FIGURA 5 - Fotomicrografias de pele em ratos Wistar submetidos a confecgéo de ferida experimental
tratados com os méis assa-peixe (GAp) e eucalipto (GEu) 10 dias (D10) apds a confecgao da ferida.
A) Pele de Rato Wistar tratada com mel assa-peixe (Gap), Nota-se reepitelizagdo completa da
epiderme (seta) com acentuado tecido de granulagao da derme (asterisco), HE, 4X. B) Pele de Rato
Wistar tratada com mel eucalipto (GEu), observa-se a reepitelizacdo completa da epiderme (seta) e a
fibroplasia acentuada na derme (cabega de seta), HE, 4X.

A

FIGURA 6 - Fotomicrografias de pele em ratos Wistar submetidos a confecgéo de ferida experimental
tratados com os méis de cipo-uva (GCu) e laranjeira (GLa) 14 dias (D14) apds a confecgao da ferida.
Santos et al. (2012) que avaliaram mel e agucar mascavo nas feridas de ratos
albinos, perceberam oclusao da ferida com 16 dias no tratamento com mel e 21 dias
no grupo controle. Velmurugan et al. (2014) constataram reepitelizagdo completa 13

dias apds a confeccéo das feridas em ratos tratados com eucalipto.
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Todos os méis utilizados apresentam boa capacidade antioxidante, o que
auxilia na proliferacdo e migracao de fibroblastos e na fungdo mitocondrial,
favorecendo a cicatrizagédo (AHMED et al., 2018).

Vieira (2018) e Loss (2013) perceberam que mesmo quando as feridas se
apresentavam macroscopicamente cicatrizadas, a microscopia revelou presenca de
angiogénese, provando que ainda havia a etapa de proliferacdo do processo
cicatricial em curso. Neste estudo, mesmo nos grupos que apresentaram a
reepitelizacdo completa, ainda havia a presenca de fibroplasia, mostrando a
sobreposicdao dos eventos. Pode-se observar que enquanto havia tecido de
granulagdo nos grupos, a reepitelizacdo era minima ou ausente, corroborando com
Vieira (2018) que afirma que a reepitelizagdo era ausente enquanto o tecido de
granulagao foi observado e com sete dias iniciou-se a mudanga nesses eventos.

Dessa forma, pode-se perceber que o uso dos méis em feridas pode
interferir no processo cicatricial, mas ocorrem variagdes conforme a fonte floral. Nos
grupos GAp e GEu observaram-se melhores resultados, pois além de apresentarem
menores escores de inflamacido e necrose, apresentaram fibroplasia acentuada e

reepitelizacao precoce.

7.4 AVALIACAO ANITIMICROBIANA

A acado antibacteriana de méis varia conforma a fonte floral e o0 método de
difusdo em agar é considerado o método mais apropriado para testar o potencial
antimicrobiano de tais produtos (BAZONI, 2012). O efeito antibacteriano do mel é
atribuido ao seu pH acido, efeito osmético dos acucares e produgao de peroxido de
hidrogénio pela enzima glicose-oxidase. Outras substancias também suportam a
atividade antibacteriana, como os flavonoides, acidos fendlicos e lisozima (BAZONI,
2012; AHMED et al., 2018). A hiperosmolaridade decorrente da alta concentragéo de
acucares do mel desidrata microorganismos e a baixa atividade da agua evita o
crescimento bacteriano (MOLAN, 2012). Além disso, este produto tem pH entre 3 e
4 de acordo com a florada de origem e essa acidez prejudica o crescimento
bacteriano (BAZONI, 2012; NORDIN et al., 2017). O peréxido de hidrogénio formado
pela enzima glicose-oxidase tem capacidade de destruir bactérias anaerdbicas
(LOSS, 2013).
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Diluigbes a 10%, 25% ou 50% dos méis nao foram eficazes contra nenhuma
das culturas bacterianas testadas (TABELA 5).

O mel de assa-peixe a 75% foi eficaz contra Staphylococcus aureus (ATCC®
19095™ 25923™ e 29213™) e Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™) e a
100% também inibiu o crescimento de Escherichia coli ATCC® 25922™ Tal mel n&o
foi efetivo contra Escherichia coli ATCC® 8739™.,

O mel de cipo-uva a 75% atuou contra Escherichia coli ATCC® 25922™ e a
100% também foi eficaz contra Staphylococcus aureus (ATCC® 19095™ e 29213 ™)
e Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™). Tal mel ndo impediu o crescimento
de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ e Escherichia coli ATCC® 8739™.,

O mel de laranjeira a 75% impediu o crescimento de Staphylococcus aureus
ATCC® 19095™ e de Escherichia coli ATCC® 25922™ e a 100% também inibiu
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™  Staphylococcus aureus ATCC® 29213™,
Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228™ e Escherichia coli ATCC® 8739™.

O mel de eucalipto a 75% controlou o crescimento de Staphylococcus
aureus ATCC® 29213™. A 100% atuou contra Staphylococcus aureus ATCC®
19095™  Staphylococcus aureus ATCC® 25923™, Staphylococcus epidermidis
ATCC® 12228™  Escherichia coli ATCC® 8739™ e Escherichia coli ATCC® 25922™

Nenhum dos méis ou diluicbes testadas apresentaram atividade
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853™, diferente de
Bazoni (2012) que observou atividade antimicrobiana do mel de assa-peixe, cipo-uva
e eucalipto contra P. aeruginosa. Assim, sugere-se que as propriedades terapéuticas
dos méis nao variam somente conforme a fonte floral, mas também sofre alteragdes
entre floradas, regides de obtengéo e técnicas de industrializacdo (ANVISA, 1978;
PEREIRA e REIS, 2015). Adicionalmente, um estudo com mel de manuka e mel
silvestre em concentracdo menor que 10% mostrou sensibilidade em cepas de P.

aeruginosa isoladas de queimaduras (COOPER et al., 2002).
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TABELA 1 - Didmetro do halo, em milimetros, observado nos testes de difusdo em agar de méis
monoflorais de assa-peixe, cipo-uva, eucalipto e laranjeira em diferentes concentracbes em agar
Muller-Hinton semeado com cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa:

Diluicédo do mel

Mel Cepa bacteriana
© P ' 10%  25%  50%  75%  100%

Staphylococcus aureus ATCC® 19095™ 0 0 0 13 15

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™ 0 0 0 8 10
-% Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ 0 0 0 6 11
z‘ Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 ™ 0 0 0 7 14
;:3 Escherichia coli ATCC® 8739™ 0 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC® 25922™ 0 0 0 0 9
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853 ™ 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC® 19095™ 0 0 0 0 12
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™ 0 0 0 0 0
S Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ 0 0 0 0 8
~§ Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 ™ 0 0 0 0 10
G Escherichia coli ATCC® 8739™ 0 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC® 25922™ 0 0 0 8 9
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853 ™ 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC® 19095™ 0 0 0 0 12
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™ 0 0 0 0 10
g Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ 0 0 0 8 13
§ Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 ™ 0 0 0 0 12
@ Escherichia coli ATCC® 8739™ 0 0 0 0 0
Escherichia coli ATCC® 25922™ 0 0 0 0 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853™ 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus ATCC® 19095™ 0 0 0 12 15
Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™ 0 0 0 0 11
.g Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ 0 0 0 0 14
g‘ Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 ™ 0 0 0 0 15
E“ Escherichia coli ATCC® 8739™ 0 0 0 0 8
Escherichia coli ATCC® 25922™ 0 0 0 10 10
Pseudomonas aeruginosa ATCC™ 27853 ™ 0 0 0 0 0
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8 CONCLUSAO

Os méis de assa-peixe, cipo-uva, de laranjeira ou de eucalipto, que sao os principais
monoflorais disponiveis no Brasil, tem potencial cicatrizante e antimicrobiano.

In vivo, tais méis inibem a formagao de edema e infeccdo e tornam transitéria a
presenga de crostas. Os méis de laranjeira e de eucalipto reduzem a area da ferida. Os méis
de assa-peixe, eucalipto ou laranjeira reduzem a inflamagao e a necrose e, otimizam a
formagao do tecido de granulacgéao, a fibroplasia e a reepitelizacao.

In vitro, esses méis monoflorais ndo diluidos impedem o crescimento dos principais
agentes bacterianos presentes na pele, com destaque ao mel de laranjeira no controle

contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli.
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