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EFFECTS OF TOPICAL APPLICATION OF THE HONEY OF MELIPONA SUBNITIDA IN
INFECTED WOUNDS OF RATS
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RESUMO: Obijetivo: Avaliar efeitos do uso tépico do mel da abelha silvedeépona subnitidana evolugdo de feridas infectadas

de pele.Método: Ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 6, anestesiados com tiopental s6dico 20mg/Kg IP e
cetamina 30mg/Kg IM e submetidos a exérese de segmento dede gale total do dorso. Os ratos do grupo C (ndo infectado) foram
tratados com solugéo salina sobre a ferida diariamente e no grupo MEL (n&o infectado) as feridas foram tratadas com mel uma vez
por dia. Nos grupos C/I e MEL/I as feridas foram inoculadas com solugéo polimicrobiana. Culturas foram feitas 24 horas apés.
Caracterizada a infecgdo, as feridas foram tratadas com solugdo salina e mel, respectivamente. No terceiro dia de tratamento foi feita
nova culturaApo6s epitelizacdo foi contado o tempo de cicatrizacédo e as feridas foram biopsiadas para histopatologia e dosagem de
TNF-a, IL-1B e IL-6 no tecidoResultados: O tempo médio de cicatrizagdo do grupo MEL/I foi menor que nos demais grupos
(P<0,05).Verificou-se que a densidade de colageno, leucécitos, fibroblastos e dosagem de citocinas (espédiinésitenaior

no grupo infectado e tratado com mel que nos demais grupos. Houve significante redugdo de bactérias Gram-negativas e positivas nas
feridas apés o tratamento com m@bnclusdo: O uso tépico de mel delelipona subnitidaem feridas infectadas da pele de ratos
estimulou a resposta imunolégica, reduziu a infeccdo e o tempo de cicatriRey@€d|. Bras. Cir 2008; 35(3): 188-198

Descritores: Mel; Abelha; Himenopteros/classificagd@icatrizacao de feridas; Citocinasgentes antibacterianos/uso terapéutico;
Infeccao; rato.

INTRODUCAO Tendo em vista estas propriedades do mel de abelha,

o0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
O tratamento de feridas infectadas continua sendomel deMelipona subnitidaabelha silvestre comum no nor-

um tema de grande importancia médica, particularmente naeste Brasileiro, conhecida como Jandaira, no tratamento de

pratica cirargica, numa época em que o uso indiscriminadderidas infectadas da pele de ratos.

de antimicrobianos tem dificultado o tratamento hospitalar

dos pacientes, com repercussdo no aparecimento cada vé4ETODO

maior de microorganismos resistentes aos antimicrobianos.

Diversas terapias alternativas tém sido testadas, dentre as Foram usados 24 ratos da r&¢atar, com peso de

quais o uso tépico de substadncias com elevada221+ 18g, provenientes do Biotério do Nucleo de Cirurgia

osmolaridade sendo o aclcar e seus derivados citadosExperimental da Universidade Federal do Rio Grande do Nor-

como agentes cicatrizantes e antimicrobiadhdgesse sen-  te. O protocolo foi aprovado pelo Comité Institucional de Eti-

tido, o uso do mel de abelha como elemento terapéutico tersa em Pesquisa e 0 manuseio dos animais seguiu as normas e

mostrado resultados promissordem sido demonstrada orienta¢des do Colégio Brasileiro de Experimentagamal

sua atividade como antibacteriano e facilitador da cicatriza{COBEA). Foram selecionados aleatoriamente e alocados em

¢éo no tratamento de feridesqueimaduras, atuando como quatro grupos, com seis ratos cada: Grupo C — ratos com

importante barreira viscosa, impedindo a entrada de subsferidas ndo infectadas, submetidos a tratamento topico com

tancias e a perda de fluidos para o0 meio extérAativida- solucéo salina 0,9%. Grupo C/I —ratos com feridas infectadas

de antibacteriana do mel ocorre devido a sua altatratadas com solugéo salina. Grupo MEL — ratos com feridas

osmolaridade, que o faz agir como bactericida enéo infectadas tratadas com mel. Grupo MEL/I — ratos com

bacteriostaticb Estudosn vitro tém observado que o mel € feridas infectadas tratadas com mel.

eficaz contra bactérias antibiético-resistentes como o Metodologia empregada na confecgdo das feridas -

Estaphylococcusaureuse Pseudomonas aerugindsa Os ratos foram anestesiados com tiopental sédico 20 mg/Kg
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220, Bioespectro, S&o Paulo, Brasil. O teor de cinzas das amos-
tras foi determinado em forno mufla Splal&fo Paulo, Brasil,

a 600°C por cinco horas, com temperatura maxima de trabalho
permitida 1.100°C. Foi utilizado o pHmetro digital de bancada
modelo pH21, Hanna Instruments, S&o Paulo, Brasil, para a
medida do pH e a acidez total foi dosada pelo método da
titulagéo simples. Solidos insoliveis em 4gua foram determi-
nados com uso de estifEb-Fanem, Sdo Paulo, Brasil, a 135°C,
apos lavagem do mel em agua a 80°C para eliminacéo de acu-
caresTodos esses parametros foram comparados com os es-
tabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e Quali-
dade do mel do Ministério dagricultura, Brasil, 2008. Ana-

lise microbiolégica do mel foi feita utilizando-se os meios de
cultura agar sangue e agar McConkey

"' Procedimentos utilizados para avaliac&o das feridas
Figura 1- 1A, antissepsia da pele com alcool a 70%; 1B, Excisdo de y/inte e quatro horas apds a inoculacdo, foi feita coleta de
lcm? de fragmento de pele do dorso do animal; 1C, inoculagao cogg 05 e todas as feridas com swab estéril para cultura
solucao polimicrobiana; 1D, protecdo da ferida com lamina de . L - .
polietileno fixada com fio de nylon 4-0. m|crob|olog|ca,_ uuh_zgnch) 0s meios agar sangue e agar
McConkey para identificacéo de microrganismos Gram positi-
vos e Gram negativos respectivamente. No terceiro dia de tra-
IP e cetamina 30 mg/Kg IM, submetidos a depilacé@o da peleamento foi feita nova cultura para se verificar a agdo do mel
dorsal e antissepsia com alcool 70% (Figura 1A). Posteriorsobre os microrganismos identificados na primeira cultura.
mente, foi provocada uma ferida aberta pela retirada de um Foi considerado tempo de cicatrizacéo o intervalo
fragmento de 1chde pele total do dorso (Figura 1B). Nos entre a confecgéo da ferida e a manha em que as feridas apre-
grupos de feridas infectadas C/l e MEL/I as feridas foram inosentavam-se completamente epitelizadags epitelizacio
culadas com duas gotas de solugdo polimicrobiana de fezes feridas foram biopsiadas, utilizando-se metade dos materi-
frescas dos proprios animais (Figura 1C). Esta solugéo foi prexs para dosagem de citocinas teciduais e outra metade para
parada diluindo-se 1g de fezes em 10 ml de solugéo salinéistopatologia. Os materiais foram triturados e o
estéril com posterior tamizagdo com gaze dobrada quatro véemogeneizado foi utilizado para dosagem das citocinas fator
zesAs feridas de todos os animais foram cobertas com lamingde necrose tumoral alfa (TN interleucina-1 beta (ILf) e
de polietileno esterilizada, fixada sobre a lesdo com quatrinterleucina 6 (IL-6), utilizando-g€it PreprotecJSA e técni-
pontos simples de monofilamento de nylon 4-0 (FiguraAD). ca ELISA. Um segmento de cada ferida foi fixado em formalina
dor po6s-operatoria foi tratada com tenoxicam (Roche Farmi0% e incluido em parafina. Cortes de 5 pm foram corados com
Brasil); 10 mg/Kg foram injetados no subcutaneo uma vez poiematoxilina e eosina e analisados através de microscopia
dia durante trés dias. Optica por patologista experiente, sem conhecimento prévio
dos respectivos grupos.andlise quantitativa foi feita quan-
Tratamento das feridas Nos animais dos Grupos to ao montante de leucdcitos, fibroblastos e fibras colagenas,
C (néo infectado) e C/I (infectado) as feridas receberangtilizando um sistema digitalizador e analisador de imagens.
tratamento toépico com uma dose diaria de duas gotas dggea total dos campos microscopicos foi observada em mi-
solugéo salina. Nos Grupos MEL (n&o infectado) e MEL/Icroscépio 6ptico (Olympus BX50), cuja imagem foi capturada
(infectado) as feridas foram tratadas com duas gotas dsor camers&samsungle alta resolugao e digitalizada através
mel, uma vez por dia. do Softwae Image Po-plus (Media Cybernetics- LRJSA.
Cada campo digitalizado foi quantificado em unidgulesl
Anadlise do mel —Foi utilizado o mel da abelha com coordenadas definidas, sendo avaliados cinco campos
Melipona subnitidadquirido do C. Sertanejo, Natal-RN, Bra- microscopicos aleatdrios por lamirenés selecionada a re-
sil. A analise fisico-quimica do mel foi realizada no Laboratériosolucdo desejada, as imagens foram armazenadas para
deTecnologia délimentos do Departamento de Farméacia daquantificagcdo da densidade da reacéo inflamatoria.
UFRN.Todos os parAmetros analisados foram resultantes da Estatistica -A avaliacdo estatistica foi realizada por meio
média de trés repeticdésumidade das amostras foi determi- da andlise de variancia (AN®)/ seguida pelo teste de Bonferroni,
nada por meio de um refratdmefdobe com escala de refra- considerando-se diferencas significantes quando p<0,05.
¢ao (ND) 1300-1720 e 0-95%, temperatura de 20°C, modelo 2
Waj, Biobrix, S&o Paulo, Brasi\.prova do Hidroximetilfurfural RESULTADOS
(HMF) foi realizada para se verificar a possibilidade de adulte-
racao por adicéo de acucestocagem inadequada ou supera- A andlise fisico-quimica do mel utilizado demonstrou
quecimento, através da determinagéo da absorbancia da amgge todos os parametros estavam de acordo com o estabeleci-
tra, utilizando espectrofotdometro digital, com faixa de 200-100@o pelas normas do Ministério Agricultura, Brasil, poden-
nm (monofeixe), banda de passagem de 5 nm (fixa), modelo SBe ser considerado de boa qualidadebéla 1). O exame de
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Tabela 1 Pardmetos da analise fisico-quimica do mel de Melipona subnitida (jandaira), comparados com os estabelecidos
pela legislagdo do Ministério da Agricultura-Brasil.

Amostras Umidade (%) HMF (mg/Kg) H Acidez (meg/kg) Cinzas (%) Sélidos Insoltveis (%)
Mel de jandaira 18,06 23,90 3,85 41,66 0,01 0,01
Referéncia: Maximo 20 Maximo40 3,3a4,6 Maximo 50 Maximo 0,6 Maximo 0,1

MinistérioAgricultura

HMPF, hidroximetilfurfural.

cultura revelou que o mel ndo apresentava contaminac¢&eridas infectadas tratadas com solucdo salina (Grupo C/l)
bacteriana. (Tabela 4).

N&o houve diferenca significante no tempo de cica- Na secrecao das feridas limpas dos animais dos Gru-
trizacdo das feridas dos animais dos Grupos C, C/I e MEpos C e MEL néo ocorreu crescimento de microrganismos nos
(p>0,05) (Bbela 2). Entretanto, quando feridas infectadas fomeios de cultura. Nas feridas infectadas tratadas com solucéo
ram tratadas com mel (Grupo MEL/I), observou-se diminui¢acsalina (Grupo C/I) foi observado crescimento de bactérias Gram-
significante no tempo de cicatrizagcdo, quando comparado copositivas Gtaphylococcus 3 Gram-negativasPfoteus
os demais grupos. (Figura 2) mirabilis, Klebsiella sp, Acinetobacter sp, Escherichia coli e

O tratamento de feridas infectadas com mel (Grupd®seudomonas 3ma primeira cultura, 24 horas apds a
MEL/I) resultou em reacgéo cicatricial com densidade denoculacdo das feridas. Na segunda cultura de secrecéo colhi-
coladgeno, leucdcitos e fibroblastos significativamente maioda no terceiro dia de observacdo as mesmas bactérias esta-
do que nos demais grupos. lgualmente, a presenca do mel etam presentes nos meios de cultura. Nos animais cujas feri-
feridas nado infectadas fez surgir colageno, leucdcitos €éas infectadas foram tratadas com mel (MEL/I) observou-se
fibroblastos com densidade maior do que no Grupo controlgue em 100% dos casos o tratamento foi eficaz na eliminacéo
(C), caracterizando diferenca significante (p<0,d8bla 3).  de microrganismos Gram-negativos coRseudomonas sp,

A presencga do mel de abelha em feridas ndo infectadd€lebsiella sp, Acinetobacter sp e Escherichia d@linel de
(Grupo MEL) estimulou a producéo das citocinas TiNE-H_- Melipona subnitidanibiu com menor eficacia, porém de modo
1B, uma vez que, comparando-se os valores com os obsengignificante, o crescimento d@roteus mirabilise de
dos nas feridas dos ratos controles, as diferencas foram esg&taphylococcus sfEsse efeito ocorreu em 50% dos espéci-
tisticamente significantes (p<0,05). Quanto a IL-6, ndo foi demes em que esses microrganismos estiveram presentes nas
tectado aumento significante na dosagem tecidual no grupferidas infectadas, por ocasido da primeira cultuab€la 5).

MEL, quando comparado ao control@l€la 4). Nos tecidos .

cicatriciais das feridas infectadas tratadas com mel (Grupo MEUDISCUSSAO

I) foi observado um aumento significante (p<0,05) da expres-

sdo das citocinas TNf- IL-13 e IL-6, em comparacdo com as Nos dltimos cinco anos tem aumentado o interesse
pelo uso do mel de abelhas no tratamento de feridas, mas
ainda ha pouca evidéncia cientifica para dar suporte ao seu
uso topico em feridas e queimaddfaso presente trabalho,
foram estudados os efeitos em feridas infectadas, do mel de
Melipona subnitidauma abelha silvestre sem ferréo, conhe-
cida como Jandaira, comum na regido do semi-arido do Nor-
deste do Brasil. Seu mel tem sido utilizado empiricamente na
medicina popular para tratamento de doencas respiratérias,
doencas de pele e tecidos moles, e ndo ha na literatura relatos
a respeito do seu uso para tratamento de feridas limpas e

Tabela 2 -Comparacdo do tempo de cicatrizacéo erus
grupos estudados.

AN v Grupos Dias
SN G N [0
Figura 2 —Estudo histologico da cicatrizacdo das feridas. A: densidadec 13,5£086
do colageno, leucdcitos e fibroblastos em lamina de animal do grup@/ | 140£25
controle. B: a densidade dos elementos estudados mostra-se maior MEL 14,0£2,6
grupo MEL do que no grupo controle. C: aspecto histolégico de feridaVIEL/I 11,3+2,2*

infectada tratada com solugéo salina (grupo C/1). D: alta densidade de

leucdcitos, colagenoffibroblastos em animal do grupo MEL/I. (HE, 100x).* P<0,05 comparado com C, C/l e MEL.
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Tabela 3 -Densidade do colageno e fillastos na pele de ratos tratados ou ndo tratados com mel de abelha jandaira.

Observacao até a Epitelizagéo das Feridas

Animal GrupoC Grupo C/I Grupo MEL Grupo MEU/I

1 433,87 228,90 772,12 890,84

2 386,40 350,23 653,28 1137,30

3 543,22 280,78 681,40 1256,89

4 456,66 321,67 802,43 1103,65

5 397,12 255,88 744,27 950,12

6 427,80 402,90 651,89 933,50
Médiadp 440,8 +56,2 306,7 £ 64,3 717,56 + 64,25 1045,38 £142,8*

*Diferenca significante pelo teste t de Bonferroni, comparado com os grupos C, C/l, MEL (p<0,05).

Tabela 4 -Dosagem de citocinas de adorcom os gipos  nicotinico, piridoxina e tiamina), enzimas (diastase, invertase,

estudados. catalase e glicose-oxidase), peroxido de hidrogénio, e mine-
rais (potassio, ferro, magnésio, fésforo, cobre, zinco e cél-

Grupos TNF-a IL-18 IL-6 cio)*>1% Em nosso estudo, a avaliacdo microbiolégica nas feri-

c 77 + 82 53 + 96 48 + 71 de}s_lnfectadqs_dos animais dos Grupos MEL/I e Cll 'njostrou
atividade antimicrobiana do mel da abélhalipona subnitida

MEL 9%+ 4,7 84 * 83 53 £ 89 contra bactérias Gram-negativas, incluindo seu efeite anti

cN 115+12 91 11 84 + 66 gativas,

PseudomonadOs resultados desse estudo também mostra-
ram claramente que o mel tem potencial para ser usado como
*p<0,05 comparado com C. **p<0,05 comparado com C, MEL, antimicrobiano para prevenir e controlar infecgdes por Gram-
Ch. positivos Staphylococcys Estudoin vitro realizado por
Frenchet al” demonstrou esse potencial e outros trabalhos
infectadasA analise microbioldgica e fisico-quimica do mel tém apontado eficacia do mel contra cocos Gram-positivos e
de Melipona subnitidausado na pesquisa revelou que sePseudomonasonsiderados multiresisterités A atividade
encontrava de acordo com as normas de qualidadantibacteriana do mel esta relacionada com algumas proprie-
estabelecidas pelo Ministério Agricultura-Brasil, adequa- dades: € uma solu¢do supersaturada com potente atividade
do para uso no presente trabalho. Para uso do mel em hun@smotica, tem o pH entre 3,2 e 4,5 e esta acidez é suficiente
nos deve ser assegurada boa procedéncia e segurancapésa inibir o crescimento de muitos miganismosA propo-
ponto de vista fisico-quimico e microbioldgico, aliado ao fatosito, 0 pH do mel d&lelipona subnitidafoi caracterizado
de ter boa relacéo custo-efetit/o como sendo 3,85. O peroxido de hidrogénio produzido pela
O mel de abelhas em geral é composto por cerca dglicose-oxidade € certamente o componente antibacteriano
40% de frutose, 20% de agua, aminoacidos, vitaminas (acidwais importante do mel e varios outros fatores fitoquimicos e

MEL/I 175 +18,4** 154 +17* 122 +10,2**

Tabela 5 -Microrganismos isolados nas feridas infectadas tratadas com nuglddMEL/I) na 12 cultura 24 h apds inoculacéo
das feridas e no 3° dia de tratamento com mel.

Rato n° 12 cultura 22 Cultura (3° dia de tratamento com mel,)
(24 horas ap6s inoculacéo das feridas) das feridas infectadas
01 Staphylococcus sp Proteus mirabilis

Acinetobacter sp
Proteus mirabilis
02 Staphylococccus sp Staphylococcus sp
Klebsiella spAcinetobacter;
Proteus mirabilis

03 Staphylococus sp; Pseudomonas sp; Proteus mirabilis
Acinetobacter; Proteus mirabilis

04 Staplylococcus sp; Proteus mirabilis
Pseudomonas sp; Proteus mirabilis

05 Staphylococcus sp; Pseudomonas sp; Staphylococcus sp
Acinetobacter; Proteus mirabilis

06 Staplylococcus sp; Staphylococcus sp

Pseudomonas sp; Escherichia coli
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imunoquimicos estdo sendo avaliddb<€Estudo comparati- mel. Este achado pode em parte explicar a aceleragéo da cica-
vo entre mel e aglcar demonstrou que o mel é mais eficadzacdo dessas feridas quando comparado com aquelas nao
contra infecgédo de feridds tratadas com mel. De fato, ap0s estudo realizadbgudset

No presente estudo a andlise histopatoldgica daal? em que utilizaram mel de abelha e mel artificial para elucidar
lesBes infectadas e tratadas com mel revelou significante aadiberagao das citocinas TNF4L—1f3 e IL-6 por mondcitos,
mento da presenca de leucdcitos, notadamente macréfagdsi sugerido que os efeitos regulatérios do mel sobre a cicatri-
fibroblastos e colageno nos tecidos examinados. Macrofagamgdo das feridas estéo relacionados a outros componentes
sdo células importantes para a regulacé@o da cicatrizacdo dm dos aglcares presentes no mel, alguns fatores ainda des-
feridas, de modo que substancias tépicas que ativamonhecidos, que induzem a liberacédo de citocinas. Seu estudo
macrofagos podem gerar estimulo pro-inflamatorio, proliferademonstrou que a atividade dos mondcitos, intimamente en-
¢do celular e progresséo do processo cicatficial volvidos na cicatrizacdo das feridas, € modulada pelo mel.

Estabelecidos os efeitos do mel de abelhas em ferientretanto, os mecanismos pelos quais o mel afeta a liberacéao
das limpas e infectadas, resta o0 esclarecimento a respeito dies agentes antiinflamatérios, pré-inflamatérios e fatores do
mecanismos responsaveis pela aceleracdo do processo dearescimento sdo desconhecidos, podendo atuar em mondcitos,
catrizacao e atividade antimicrobiana. Estudos tém mostradmacrofagos, células endoteliais e fibroblastos.
gue o efeito do mel na cicatrizagdo de feridas pode estar rela- Em concluséo, nossos achados sugerem que parte
cionado ao aumento na liberacdo de TWE- No presente da eficacia do mel ddelipona subnitidem melhorar a cica-
trabalho conseguimos detectar que a maior expressdo tiizacdo e tratar a infeccdo em feridas pode ser devida a um
citocinas ocorreu com o TNé; seguido das interleuninas incremento na defesa imunoldgica organica e tecidual, além
IL-1p e IL-6 nos tecidos de feridas infectadas e tratadas come sua atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

Background The current study investigated the antimicrobial, immunological and healing effbteimdna subnitiddoney

on infected wounds of rat skMethod Wistar rats wee anesthetized with sodium thiopental 20mg/Karié ketamine 30 mg/

kg IM. W evaluated the effects of honey using rats by generatingflilethickness skin wounds on the dorsum. The wounds

of Group C rats (not infected) were treated daily with topic saline solution (0.9%) and in the Group HONEY (not infected) the
wounds wez treated with topic honey once a déy the Goups C/I (infected) and HONEY/I (infected) the wounds wer
inoculated with polymiabial solution, and tissue bacterial culeuwas performed 24 hours lat&hese wounds wetreated

with topic saline solution and honegspectivelyln the thid day of teatment it was made a new bacterial cidtufter
epithelialization, wound tissue biopsies wesed for cytokines dosage and histal&ggsuls: The HONEY/I wounds showed

more rapid healing and re-epithelialization than in the other groups, and the difference was significant (p<0.05). It was
observed that the density of collagen, fibroblasts, macrophages and the expression of TNF-4, IL1-4 and II-6 were higher on the
HONEY/I wounds then in the otheiogps.After the teatment with honeyhe amount of Gram-positive and Gram-negative
bacteria in the infected wounds deased significantlfConclusion The esults may encourage the use of honey in skin infected
wounds because it stimulated cytokinedurction, educed the healing time and had antibacterial activity

Key words Honey; Bee; Hymenoptera/classificatiohound Healing; CytokinesAnti-bacterial agents/ therapeutic use;
Infection; Rat.
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