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RESUMO

O mel de abelhas tem sido usado ao longo da histéria como um produto natural com
propriedades antibacterianas e capacidade de cura de lesdes. A abelha Tetragonisca angustula,
conhecida como abelha jatai, produz um mel que ndo apenas exibe atividade antibacteriana,
mas também possui propriedades hidratantes que contribuem para a cicatrizagdo. Este estudo
focou no mel de jatai coletado em Corumbaiba, Goias, Brasil, investigando sua atividade
antibacteriana, propriedades anti-inflamatorias, biossintese de colageno e capacidade de
fechamento de lesdes em camundongos BALB/c. A avaliagdo da atividade antibacteriana foi
conduzida in vitro usando a técnica de disco-difusdo, com o mel de jatai testado em trés
concentragdes: 100%, 75% e 50%. As cepas bacterianas testadas incluiram Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Os resultados
foram apresentados como a média e desvio padrao dos halos de inibigdo. A andlise in vivo foi
realizada em camundongos ap6s 3 ¢ 7 dias da inducdo da lesdo, totalizando 48 animais. Os
camundongos foram divididos em trés grupos: controle negativo (CO-) com lesdes ndo tratadas,
controle positivo (CO+) com lesodes tratadas com sulfadiazina de prata 1%, e o grupo mel
(MEL) com lesdes tratadas com mel de jatai. O mel de jatai foi comparado com ambos os
controles. Apesar de estudos anteriores indicarem atividade antibacteriana contra as cepas
testadas, neste estudo nao foi observada inibi¢ao bacteriana. Isso pode ser atribuido a aquisi¢ao
de cepas diferentes ou as variagdes nas propriedades antimicrobianas de méis de diferentes
origens geograficas. No entanto, o tratamento com mel de jatai demonstrou reducdo de
neutr6filos em comparagdo com o controle positivo, além de aumento de macrofagos,
mastocitos, angiogénese, deposicao de coldgeno e menor tempo necessario para o fechamento
da lesdo em comparacdo com lesdes ndo tratadas. Esses resultados sugerem que o mel de jatai

pode ser uma alternativa terapéutica promissora para a cicatrizagao.

Palavras-chave: cicatrizacao, inflamacao, mel, abelhas sem ferrdo, bactérias.



ABSTRACT

Bee honey has been used throughout history as a natural product with antibacterial properties
and the ability to heal wounds. The bee Tetragonisca angustula, commonly known as the jatai
bee, produces honey that not only exhibits antibacterial activity but also has moisturizing
properties that contribute to healing. This study focused on jatai honey collected in
Corumbaiba, Goias, Brazil, investigating its antibacterial activity, anti-inflammatory
properties, collagen biosynthesis, and its ability to close wounds in BALB/c mice.The
evaluation of antibacterial activity was conducted in vitro using the disc-diffusion technique,
with jatai honey tested at three concentrations: 100%, 75%, and 50%. The tested bacterial
strains included Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
and Escherichia coli. Results were presented as the mean and standard deviation of the
inhibition halos. In vivo analysis was performed on mice after 3 and 7 days of lesion induction,
totaling 48 animals. Mice were divided into three groups: negative control (CO-) with untreated
lesions, positive control (CO+) with lesions treated with 1% silver sulfadiazine, and the honey
group (MEL) with lesions treated with jatai honey. Jatai honey was compared with both
controls. Despite previous studies indicating antibacterial activity against the tested strains,
this study did not observe bacterial inhibition. This discrepancy may be attributed to the
acquisition of different strains or variations in the antimicrobial properties of honey from
different geographical origins. However, treatment with jatai honey demonstrated a reduction
in neutrophils compared to the positive control, along with an increase in macrophages, mast
cells, angiogenesis, collagen deposition, and a shorter time required for lesion closure
compared to untreated lesions. These results suggest that jatai honey could be a promising

therapeutic alternative for wound healing.

Keywords: wound healing, inflammation, honey, stingless bees, bacter
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1.INTRODUCAO

Tetragonisca angustula Latreille, 1811, € uma espécie de abelha nativa sem ferrao
popularmente conhecida como jatai. Sua distribuicdo ocorre na regido neotropical, abrangendo
desde a Argentina até o México, sendo amplamente encontrada no Brasil (PRATO, 2010;
URQUIZO et al., 2022). Além de seu papel crucial como polinizadora, cada espécie de abelha
desempenha um papel econdmico significativo, contribuindo para a producao de alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; SILVA;
LIMA; COSTA, 2020). Além disso, ha relatos populares sobre o uso do mel de jatai no
tratamento de distirbios estomacais, catarata, infeccdes respiratorias, além de seu emprego na
cicatrizagdo de lesdes e queimaduras (VIT; MEDINA; ENRiQUEZ, 2004; ZAMORA et al.,
2017).

Para otimizar o processo de cicatrizagdo de lesdes, o mel ¢ um dos compostos
naturais mais antigos e amplamente utilizados para esse fim, precedendo a introdugdo dos
antibioticos (BIONDO-SIMOES et al., 2019; SHARP, 2009; SILVA; LIMA; COSTA, 2020).
Inicialmente, o mel era empregado no tratamento de diversas enfermidades, mas somente com
o avanco cientifico é que as propriedades especificas dos méis foram esclarecidas (ISRAILI,
2014). Para entender o uso clinico do mel de abelhas na medicina moderna, pesquisas foram
conduzidas para avaliar seu potencial na cura de lesdes e compreender os mecanismos
antibacterianos envolvidos (BURLANDO; CORNARA, 2013; MANDAL; MANDAL, 2011).
Embora as investigagdes sobre o uso terapéutico do mel de jatai sejam limitadas, ja foi
demonstrada sua atividade antimicrobiana, e andlises fisico-quimicas estdo sendo realizadas
para explorar futuras aplicagdes na cicatrizagdo de lesdes (BOBANY et al., 2010; COSTA;
MALAGO, 2000; GABRIEL et al., 2015).

Méis de diversas espécies de abelhas apresentam propriedades antibacterianas in
vitro contra bactérias resistentes a antibioticos, embora haja variagdes na eficacia contra
diferentes patogenos, influenciadas pelas diferencas na localizagdo geografica das fontes de
néctar (MANDAL; MANDAL, 2011). O mel de jatai, por exemplo, demonstrou atividade
antibacteriana contra cepas gram-positivas como Staphylococcus aureus e gram-negativas,
incluindo Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (GABRIEL et
al, 2015; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA RAMIREZ, 2009; MIORIN et al., 2003;
RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009). Os componentes com alta atividade biologica sdo

considerados os principais responsaveis pela capacidade antibacteriana dos méis de abelhas
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(KWAKMAN et al., 2010; PINHEIRO et al., 2018). Além disso, a propriedade cicatrizante dos
méis de abelhas esta associada a sua ac¢ao antibacteriana. A manuten¢ao de um ambiente imido
na lesdo e a viscosidade do mel proporcionam uma barreira protetora que ajuda a prevenir
infecgdes (MANDAL; MANDAL, 2011).

O exsudato desempenha um papel crucial na cicatrizacdo de lesdes devido ao seu
alto teor proteico e a presenca de componentes inflamatérios (CUTTING, 2003; HARRIES;
BOSANQUET; HARDING, 2016; NUUTILA; ERIKSSON, 2021). Optar por terapias
cicatrizantes que gerenciam os niveis de exsudato ¢ fundamental para manter o equilibrio
adequado da umidade no tecido lesionado (HARRIES; BOSANQUET; HARDING, 2016). Um
ambiente timido equilibrado durante a cicatrizagdo ativa a sintese de colageno, promove a
migragdo celular e cria circulagdo efetiva de oxigénio, proporcionando condigdes ideais para
mediadores e fatores de crescimento (ABD JALIL; KASMURI; HADI, 2017; NUUTILA;
ERIKSSON, 2021).

Os méis de abelhas sem ferrdo possuem propriedades hidratantes devido a presenca
de grupos hidroxilas. Quando utilizados como curativos, evitam a desidratacdo da lesdo,
repondo os fluidos gradualmente por osmose. A alta osmolaridade do mel de abelhas sem ferrdo
pode contribuir para a manuten¢do do ambiente imido e acelerar o processo de cicatrizagdo
(ABD JALIL; KASMURI; HADI, 2017). Assim, este estudo avaliou a atividade antibacteriana
e os parametros envolvidos na cicatrizacdo de lesdes do mel de jatai, proveniente de

Corumbaiba, Goias, Brasil.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mel de abelhas

O mel de abelhas ¢ uma substancia viscosa € aromatica, composta por aminoacidos,
carboidratos, agucares, agua, proteinas, vitaminas, enzimas, acidos organicos, flavonoides e
minerais (CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; HOOPER, 1981; LEAL; CARVALHO,
2014; LEAL et al., 2022). Originando-se principalmente do néctar das flores e/ou exsudatos
sacarinicos das abelhas meliferas, pode conter pequenas propor¢des de orvalho secretado por
algumas plantas e substancias doces variadas, como frutas (CAMARGO; PEREIRA; LOPES,
2002; EL SOHAIMY; MASRY; SHEHATA, 2015). Durante o transporte do néctar para a

colmeia, as abelhas realizam alteragdes em sua concentragdo € composi¢do quimica, com a
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participacdo de secregdes de varias glandulas, incluindo as hipofaringeanas. Enzimas como
invertase, diastase, glicose oxidase, catalase e fosfatase sdo introduzidas, e ao chegar na
colmeia, o néctar ¢ regurgitado nos alvéolos do favo, onde ocorre a maturagdo do mel
(CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; CRANE, 1980).

Além de seu consumo como alimento, o mel tem sido utilizado como alternativa
terapéutica desde os primoérdios da humanidade, com registros em medicinas tradicionais como
a Ayurveda, nos escritos egipcios Papyrus Ebers, nas tabuas de argila dos sumérios e na
medicina popular (ISRAILI, 2014; KOTIAN et al., 2018; RAO et al., 2016; SILVA; LIMA;
COSTA, 2020). A apiterapia, que utiliza produtos derivados de abelhas, estd atualmente
integrada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Brasil
(BRASIL, 2018). Assim, pesquisas sdo desenvolvidas para compreender melhor os efeitos
terapéuticos dos méis de abelhas (ISRAILI, 2014). As propriedades medicinais dos méis
dependem da origem botanica do néctar e da espécie de abelha que o produziu, sendo a
composi¢ao do mel relacionada a diversidade boténica e a variacdo climatica do local de coleta
(CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002).

O mel de 7. angustula tem ganhado destaque entre os pesquisadores, embora haja
poucas investigacdes sobre suas propriedades etnofarmacologicas, principalmente observou-se
atividade antibacteriana (BARBOSA et al., 2022; MIORIN et al., 2003). Em ensaios de
concentracao inibitoria minima (CIM), o mel de jatai demonstrou acdo antimicrobiana contra
cepas adquiridas do repositorio American Type Culture Collection (ATCC), como
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 31617 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (GAMBOA ABRIL; FIGUEROA RAMIREZ, 2009; MIORIN et
al., 2003; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009). Também apresentou atividade contra cepas
de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes hospitalares do
National Children's Hospital da Costa Rica (GABRIEL et al., 2015).

Apesar de evidéncias sugerirem que a atividade antibacteriana de diversos méis de
abelhas esta relacionada a componentes com alta atividade bioldgica, como agtcar, peroxido
de hidrogénio (H202), acidos fendlicos, flavonoides, metilglioxal (MGO) e defensina-1 de
abelha (KWAKMAN et al., 2010; PINHEIRO et al., 2018), esses ensaios ndo evidenciaram
correlacdo entre a atividade microbiana do mel de jatai e a presenga de componentes bioativos
(GABRIEL et al., 2015; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA RAMIREZ, 2009; MIORIN et al.,
2003; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009). No entanto, foi relatado que a atividade
antibacteriana apresenta diferentes resultados com base na origem geografica, sendo que a

diversidade polinica, localizagdo e clima exercem influéncia significativa em suas propriedades
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terapéuticas (CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA
RAMIREZ, 2009; MIORIN et al, 2003). Com destaque para os compostos fendlicos e
flavonoides, o mel de jatai apresenta uma marcante capacidade antioxidante, cuja distribuicao
desses compostos ¢ influenciada pela origem floral especifica do mel analisado (LIMA et al.,
2022). Entre os compostos bioativos identificados no mel de jatai, destaca-se a rutina, um
composto fenolico conhecido por suas maultiplas aplicabilidades terapéuticas devido as
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (BRAGHINI et al., 2021; YANG; GUO;
YUAN, 2008). Adicionalmente, o acido ferulico emerge em abundéancia no mel de jatai (LIMA
et al., 2022). Em estudos envolvendo lesdes induzidas em animais diabéticos, verificou-se que
o acido fertlico acelerou significativamente o processo de cicatrizacdo (GHAISAS;
KSHIRSAGAR; SAHANE, 2014).

A presenga desses antioxidantes nos méis de abelhas desempenha um papel crucial no
processo de cicatrizacdo de lesdes, associando-se a uma redugdo na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e no dano tecidual (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007). Assim, a incorporagdo de antioxidantes em formulagdes cicatrizantes destaca-se como
uma estratégia promissora para otimizar a eficiéncia no tratamento de lesdes cutaneas

(ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2016).

2.2 Tetragonisca angustula Latreille

A Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera: Apidae), ilustrada na Figura
1, é comumente reconhecida pelos nomes populares de abelha jatai, jatai-verdadeira e jatai-
amarela (ARANDA; BENETTI; OLIVEIRA, 2022; MOURE; URBAN; MELO, 2013). Ela ¢
sindnima de Trigona angustula (Latreille, 1811), Tetragonisca jaty (Smith, 1863) e Trigona
jaty (Smith, 1863) (GBIF, 2022). Esta espécie pertence a subfamilia Meliponinae da tribo
Meliponini, caracterizada por abelhas com aguilhdo atrofiado, razdo pela qual sdo conhecidas

como abelhas sem ferrao (BRAGHINI et al., 2021; REBOUCAS et al., 2022).

Figura 1. Fotografias de Tetragonisca angustula, abelha jatai. Fonte: RAPOSO (2021).
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A pratica de criar abelhas sem ferrdo ¢ conhecida como meliponicultura, uma tradi¢ao
originaria de povos ancestrais que atualmente ganha relevancia diante da crise ecologica global
enfrentada pelos polinizadores (ARANDA; BENETTI; OLIVEIRA, 2022). A poliniza¢ao
desempenhada por abelhas sem ferrao ¢ fundamental para aumentar e aprimorar a qualidade da
produgdo agricola (VENTURIERI, 2008). Além disso, o mel produzido por essas abelhas
contribui significativamente para a economia, mesmo apresentando um valor mais elevado para
os consumidores em comparagdo com o mel da Apis melifera. Isso se deve a alta demanda no
mercado, impulsionada pelo sabor e aroma incomparaveis do mel de abelhas sem ferrao
(CARVALHO et al.,, 2005). Entre as diversas espécies de abelhas sem ferrdo, a 7. angustula
destaca-se como a mais popular e cultivada por meliponicultores brasileiros (ARANDA;

BENETTI; OLIVEIRA, 2022; BASTOS; LIMA; DOREA, 2020).

2.3 Bactérias e antibioticos

As bactérias sdo microrganismos unicelulares procariontes, apresentando formas
basicas como esféricas, em bastao e espirais (CARVALHO, 2010). Protegidas por um envelope,
sdo classificadas como bactérias gram-negativas ou gram-positivas. As gram-negativas
possuem uma fina parede celular de peptidoglicano ¢ uma membrana externa contendo
lipopolissacarideo, enquanto as gram-positivas ndo tém membrana externa, mas possuem
camadas de peptidoglicano mais espessas (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010).
Encontradas em diversos habitats, desde o ambiente até organismos, as bactérias tém
importancia médica por serem causadoras de doencas infecciosas (CARVALHO, 2010;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os antibioticos, compostos de origem natural ou sintética, sdo empregados para tratar
infecgdes bacterianas. Podem ser classificados como bactericidas, capazes de eliminar
bactérias, ou bacteriostaticos, quando inibem o crescimento microbiano (NEMETH; OESCH;
KUSTER, 2015). A penicilina G, descrita em 1929, marcou o inicio da era dos antimicrobianos
terapéuticos, com seu desenvolvimento e industrializag¢@o crescendo significativamente a partir
da década de 1940. Entre as décadas de 1960 e 1980, foram introduzidos os antibidticos de
origem semissintética, seguidos pela busca gendmica de antibidticos entre 1980 e 2000
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Contudo, o uso indiscriminado de antibidticos
levou a um aumento da resisténcia bacteriana, sendo um dos mecanismos a aquisi¢do celular
de elementos genéticos, transferindo resisténcia e viruléncia de outras cepas bacterianas

(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; ONDUSKO; NOLT, 2018). Apos os anos 2000, a
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descoberta de antibidticos entrou em declinio, com apenas um medicamento sintético
introduzido no mercado em 2001, reacendendo o interesse na busca por terapéuticos
antimicrobianos de origem natural (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Portanto, o
presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do mel de 7. angustula em cepas de

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae € Escherichia coli.

2.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus Rosenbach 1884 ¢ uma bactéria esférica, gram-positiva,
anaerobica facultativa e ndao movel. Podem ocorrer isoladas ou aglomeradas e
morfologicamente parecem um cacho de uvas (CHAPAVAL et al., 2009; PARTE et al., 2020).
O habitat natural de Staphylococcus aureus em humanos ¢ a pele e a nasofaringe, pode causar
infecgdes mais simples como espinhas, furtinculos e celulites, e infecgdes mais graves como
meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia (FOSTER, 2002; SANTOS et
al., 2007). Também sendo a bactéria mais comum encontrada em lesdes cronicas, dentre elas
associados a lesdes causadas em pés diabéticos (LIMA et al., 2011; XU et al., 2021). Sao
resistentes a meticilina e a clindamicina, contudo, estdo suscetiveis a gentamicina que ¢
utilizada como controle positivo em investigagdes que mensuram halos de inibicdo bacterianas
(ONDUSKO; NOLT, 2018; TAM et al., 2006). O mel de 7. angustula apresentou atividade
antimicrobiana contra as cepas de Staphylococcus aureus (GAMBOA ABRIL; FIGUEROA
RAMIREZ, 2009; MIORIN et al., 2003; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009).

2.3.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900, ¢ uma bactéria gram-negativa,
nao fermentadora, aerobia e movel (FIGUEREDO et al., 2021; PARTE et al., 2020; WU et al,,
2011). Por ser um microrganismo gram-negativo, possui uma membrana citoplasmatica com
uma bicamada fosfolipidica, o que confere resisténcia através da barreira de permeabilidade
(FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). As infecgdes causadas por P. aeruginosa variam de
infecgdes cutaneas a doengas sistémicas. As manifestacoes da bactéria na pele podem ser
superficiais ou profundas, no qual em individuos imunocomprometidos a morbidade e
mortalidade ¢ maior (WU et al, 2011). Dentre as mais comuns portas de entrada para o

organismo estdo as queimaduras e as dermatites (MIELKO et al., 2019). Apesar de sua
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resisténcia a antibioticos, P. aeruginosa apresentou suscetibilidade microbiana a gentamicina
(NOGUEIRA et al., 2009; PAVIANI; STADNIK; HEINEK, 2004). Além disso, o mel de 7.
angustula demonstrou eficicia antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa (GABRIEL et

al., 2015)

2.3.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (Schroeter 1886) Trevisan 1887, € uma bactéria gram-negativa,
encapsulada, anaerobia facultativa em forma de bastonete (GASINK et al., 2009; KONEMAN;
ALLEN, 2008; PARTE et al., 2020). Pode ser encontrada na microbiota da pele normal, na
orofaringe e nas fezes de individuos saudaveis, além de estar relacionada com pneumonias,
infecgoes de lesdes e do trato urinario (AHN et al., 2016; KONEMAN; ALLEN, 2008). As
infecgdes hospitalares por K. pneumoniae levam a internagdes prolongadas e 6bito de pacientes.
Sao bactérias oportunistas e resistentes, nao sendo susceptiveis a penicilina e ao ciprofloxacino
que sdo antibidticos comumente prescritos para infec¢des bacterianas, contudo, apresenta
sensibilidade a gentamicina (AFONSO et al., 2019; CERQUEIRA et al, 2011; SANTOS
FILHO; FIUZA, 2020; WYRES; LAM; HOLT, 2020). Estudos demonstram o efeito
antibacteriana do mel de 7. angustula em cepas de Klebsiella pneumoniae (GAMBOA ABRIL;
FIGUEROA RAMIREZ, 2009).

2.3.4 Escherichia coli

Escherichia coli (Migula 1895) Castellani e Chalmers 1919, ¢ uma bactéria Gram-
negativa anaerdbia facultativa, fermentadora, em forma de bastdo e podem ser moveis ou
imoveis (KONEMAN; ALLEN, 2008; PARTE et al., 2020; SANTOS FILHO; FIUZA, 2020).
A E. coli habita principalmente o trato intestinal inferior de aves e mamiferos, sendo
frequentemente encontrada no ambiente devido descarte inadequado de fezes, contudo existem
relatos de sobrevivéncia prolongada locais extraintestinais (JANG ez al., 2017). E uma bactéria
causadora de infecgdes de pele, no trato urindrio, meningite em recém-nascidos, além de estar
comumente envolvidas em septicemias (KONEMAN; ALLEN, 2008; RANJAN et al., 2017;
SANTOS FILHO; FIUZA, 2020). Apresenta niveis significativos de resisténcia a
antimicrobianos, contudo, ¢ suscetivel a gentamicina além de o mel de jatai ter demonstrado
atividade antibacteriana (CUEVAS et al., 2009; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA RAMIREZ,
2009; PIRES et al., 2007; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009).
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2.4 Histologia da pele

A pele ¢ um 6rgao vital que funciona como barreira aos agentes externos, sendo uma de
suas fungdes a protecio (OPNEJA; KAPOOR; STAVROU, 2019). E histologicamente
composta por suas camadas, a epiderme e derme (MITTAG et al,, 2017). A epiderme ¢ um
tecido epitelial de revestimento estratificado, pavimentoso e queratinizado, sendo
primariamente constituida por queratindcitos que mantém a fun¢do de barreira (ROSS;
PAWLINA, 2016; SANGIOVANNI et al., 2019). A derme ¢ a camada da pele subjacente a
epiderme, possui elementos de sustentacdo de origem conjuntiva, sendo dividida
estruturalmente em camada papilar e camada reticular conforme representado na Figura 2

(ROSS; PAWLINA, 2016).

Epiderme-

Camada |
papilar

Derme -

Camada J
reticular

Figura 2. Histologia da epiderme e derme da pele. Fotomicrografia da pele saudavel corada em hematoxilina
e eosina (HE). A epiderme e as camadas papilar e reticular da derme estdo demarcadas na imagem.
Fonte: Adaptado de ELDER et al., (2011 p. 96).

Os queratindcitos da epiderme sdo organizados em quatro camadas: estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo (ELDER et al., 2011). O estrato basal ¢ geralmente
formado por uma camada de células, com o nucleo arredondado e possui alta atividade mitdtica

(ELDER et al., 2011). A camada subjacente ¢ o estrato espinhoso, as células sao poliédricas,
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sendo composta de 5 a 10 camadas de células que se tornam achatadas a medida que aproximam
da superficie da pele (ELDER et al., 2011). Posteriormente esta o estrato granuloso, as células
sdo achatadas e com citoplasma repleto de granulos de querato-hialina. No estrato granuloso
inicia-se a formacao da barreira fisica, pois lipidios sdao secretados pelas células superficiais da
camada (ELDER et al., 2011; NARANGIFARD et al., 2021). A quantidade de camadas ¢
proporcional ao estrato corneo, sendo na pele fina de 1 a 3 camadas e na pele grossa podendo
chegar a 10 camadas (ELDER et al, 2011). O estrato corneo, camada mais superficial, é
composto por remanescentes celulares anucleados e sua espessura ¢ variavel. Sendo esta
camada responsavel pela barreira fisica da pele devido a presenga da queratina e dos lipideos

(ELDER et al, 2011; NARANGIFARD et al., 2021).

A derme ¢ a camada mais espessa da pele, possuindo a maior propor¢do de matriz
extracelular (MEC) (ELDER et al, 2011; SANGIOVANNI ef al.,, 2019). Além de possuir
células residentes que sdo os fibroblastos, macrofagos e mastocitos (ELDER et al., 2011). Os
fibroblastos, tipo celular mais abundante, sintetizam elementos da MEC, dentre eles o colageno,
e possuem a capacidade de se diferenciar em fibrdcitos ou miofibroblastos (EMING; KRIEG;
DAVIDSON, 2007; SARRAZY et al., 2011). Os macrofagos sao células precursoras dos
mondcitos e se localizam no espago perivascular, contudo dependendo do estimulo podem ser
encontrados em qualquer lugar da derme. Os mastocitos (MCs) sdo derivados de células da
medula 6ssea vermelha, geralmente ficam localizados ao redor de vénulas pos-capilares
(ELDER et al., 2011). Os fibroblastos, macrofagos e MCs estdo relacionados a cicatrizagao de
lesdes (NG, 2010; WOLF; MELVIN; GALLAGHER, 2021).

A camada papilar da derme consiste em um tecido conjuntivo frouxo, sendo composta
de colageno, principalmente do tipo III, no qual as fibras sdo delgadas formando uma rede
irregular, contendo vasos sanguineos de fino calibre e terminacdes nervosas (ELDER et al.,
2011; ROSS; PAWLINA, 2016). A camada reticular, posicionada subjacente a papilar, consiste
em tecido conjuntivo denso ndo modelado, apresentando feixes de colageno, principalmente do
tipo I, fibras eldsticas mais grossas e vasos sanguineos calibrosos (KANITAKIS, 2002; ROSS;
PAWLINA, 2016). Além disso, a camada reticular ¢ responsavel pela resisténcia a laceragao
da pele, devido a presenca de feixes espessos de colageno direcionados em diversos planos
(ROSS; PAWLINA, 2016). Sendo a pele saudavel composta de 80 a 90% de colageno tipo I e
10 a 20% do tipo III (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).
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2.5 Cicatrizacio de lesoes

A pele é a maior interagdo do organismo com o ambiente externo, podendo sofrer lesdes
(MACLEOD; HAVRAN, 2011). Uma lesao cutanea resulta na ruptura da sequéncia do tecido
epitelial e do tecido conjuntivo subjacente da pele (OPNEJA; KAPOOR; STAVROU, 2019).
A cicatrizagdo € um processo de propriedade homeostatica com a finalidade de restaurar a
integridade do tecido apds danos, dessa forma, assim dificultando a entrada de patdégenos
infecciosos (OPNEJA; KAPOOR; STAVROU, 2019). A cicatrizagao de lesdes transcorre em
quatro etapas denominadas de hemostasia, inflamatdria, proliferativa e remodelamento,
representadas na Figura 3 (YUSSOF et al.,, 2012). As etapas acontecem em sobreposi¢ao € os
eventos de uma etapa propiciam condi¢des para a proxima (ZINDER ef al, 2019). A
descontinuagdo em qualquer etapa impossibilita a sequéncia da cicatrizagdo, ocasionando o
surgimento de lesdes cronicas. Assim, uma resposta inflamatoria prolongada e/ou exacerbada

pode gerar um dano tecidual extenso ou favorecer a fibrose (DE MOURA et al., 2019).

Hemostasia Inflamatoria Proliferativa Remodelamento

Codgulo
Exsudatos Cicatriz da epiderme

pu de

Proliferacdo
Macréfagos o ¢ Cicatriz da derme

Fibroblastos

Vaso sanguineo

fibroblastos

Figura 3. Etapas da cicatrizacio de lesées. Imagens representando a hemostasia, inflamatéria, proliferativa e
remodelamento. Elementos como codgulo, exsudatos, vasos sanguineos, fibroblastos, macrofagos, a proliferagao
de fibroblastos e a cicatriz epidérmica e dérmica estdo indicadas na figura.

Fonte: Adaptado de Inova News Room (2017).
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2.5.1 Hemostasia

A hemostasia ¢ a primeira etapa da cicatrizagdo, iniciando imediatamente ao dano
tecidual, formando uma matriz provisoria, ¢ sua resolucdo acontece apoOs algumas horas
(REINKE; SORG, 2012). Com a ruptura dos vasos sanguineos, os componentes sao
extravasados, iniciando a cascata de coagulagdo que resulta na ativa¢do plaquetaria. Assim,
elementos vasoativos, em resposta a degranulacdo de MCs residentes, promovem a
vasoconstri¢ao imediata, reduzindo a perda sanguinea (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
KUMAR et al.,, 2015; YUSSOF et al., 2012). A lacuna da lesdo ¢ preenchida pelo coagulo de
sangue que contém fibrina, fibronectina, vitronectina, trombospondinas, sendo rico em
citocinas e fatores de crescimento importantes para as proximas etapas da cicatrizagdo
(REINKE; SORG, 2012; YUSSOF et al.,, 2012). Além disso, € nessa fase que a inflamagao tem
inicio, induzida por mediadores liberados pelas plaquetas como o fator de crescimento
transformante beta (TGF-f) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; REINKE; SORG, 2012).

2.5.2 Inflamacio

Na area circunvizinha da lesdo, manifestam-se os sinais cardinais da inflamacao,
caracterizados por vermelhiddo, inchaco, calor e dor (WALLACH; KANG; KOVALENKO,
2014). Durante o processo inflamatdrio, ocorre aumento da permeabilidade vascular devido a
vasodilatagdo, facilitando a produgdo de exsudato e a migracao de células inflamatorias
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; CHAMANGA, 2015; YUSSOF et al, 2012). O
exsudato, rico em proteinas, eletrolitos e componentes inflamatdrios como leucocitos,
fibrinogénio e fibrina, desempenha um papel crucial na criagdo de um ambiente umido essencial
para a cicatrizagdo, evitando a dessecacdo do tecido conjuntivo previamente protegido pela
epiderme (CHAMANGA, 2015; CUTTING, 2003; JANIS; HARRISON, 2014).

As plaquetas desempenham um papel vital na atragdo de neutr6filos e monocitos para o
local da lesdo, com plaquetas aderentes nos vasos sanguineos capturando essas células
(ZARBOCK; POLANOWSKA-GRABOWSKA; LEY, 2007). Por meio do mecanismo de
diapedese, neutrofilos e mondcitos atravessam o endotélio para alcancar o microambiente da
lesdo, onde os mondcitos se diferenciam em macrofagos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
BASTARRACHEA et al., 2007). Os neutrofilos sdo os primeiros a chegar, seguidos pelos

macrofagos, desempenhando ambos um papel crucial na assepsia da lesdo e liberando
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mediadores essenciais para as diversas fases da cicatrizacdo. Nos estidgios de resolugdo da
inflamagao, os macrdofagos fagocitam detritos celulares, incluindo neutréfilos apoptoticos (WU

etal.,2011).

2.5.3 Proliferativa

A fase proliferativa desdobra-se em trés estagios: fibroplasia, granulagdo e epitelizacao.
Os macréfagos secretam mediadores quimicos que induzem a migragdo e ativagao de
fibroblastos, um processo denominado fibroplasia (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
ISAAC et al., 2010; YUSSOF et al., 2012). Os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese de
componentes da matriz extracelular (MEC), produzindo coldgeno, elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos (PAGNANO et al., 2008). Tanto os fibroblastos quanto
as células endoteliais dos vasos sanguineos pré-existentes proliferam em direcdo a lesdo para
formar o tecido de granulacdo (SARRAZY et al., 2011), que ¢ composto por 30% de colageno
do tipo IIT (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Concomitantemente, ocorre a migracao e proliferagdo do endotélio, conhecida como
angiogénese, que resulta na formacdo de uma nova rede capilar para intensificar a
vascularizagdo do tecido de granulacio (FOLKMAN; SHING, 1992; LAUREANO;
RODRIGUES, 2011). Macroéfagos e plaquetas ativadas liberam fator de crescimento
transformante alfa (TGF-a) e fator de crescimento epidérmico (EGF), estimulando a capacidade
mitogénica e quimiotatica dos queratinodcitos, promovendo a reepitelizagdo (BROUGHTON;

JANIS; ATTINGER, 2006; DE MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

2.5.4 Remodelamento

A fase de remodelamento, a mais longa do processo, pode se estender por até 12 meses
ou mais (OLIVEIRA; DIAS, 2012). No tecido de granulagdo, ocorre a redugdao de
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e capilares, visto que sao incorporados a vasos sanguineos
de maior calibre (DE MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; DIEGELMANN; EVANS,
2004). O colageno do tipo III diminui para restabelecer a propor¢do de 10% a 20% presente na
pele saudavel (DE MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; ISAAC et al., 2010). A
reorganizacdo do colageno ¢ gradual, inicialmente deposita-se o coldgeno do tipo III, que €
posteriormente substituido pelo coldgeno do tipo I, conferindo resisténcia ténsil a cicatriz

(DIEGELMANN; EVANS, 2004; ISAAC et al., 2010).



28

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas cruciais no processo de
degradacao e remodelagdo da matriz extracelular (MEC), uma complexa rede de proteinas que
fornece suporte estrutural e regula diversas fungdes celulares (YOUNAN et al., 2011). Essas
enzimas desempenham um papel fundamental em processos fisiologicos, como o
desenvolvimento embriondrio, a cicatrizagdo de feridas e a remodelacdo tecidual, além de
estarem envolvidas em condigdes patologicas, como inflamacao, cancer e doengas articulares.
As MMPs sdo responsaveis pela degradacdo do colageno durante o reparo de lesdes (YOUNAN
et al., 2011). Os macrofagos (MCs) também desempenham uma fungdo crucial ao expressar
metaloproteinase-9 de matriz (MMP9) e enzimas que ativam as MMPs (LINDSTEDT;
MAYRANPAA; KOVANEN, 2007; YOUNAN et al., 2011). Apds a conclusio dos eventos
iniciais da inflamagao, os fibroblastos que expressam a a-actina de musculo liso se diferenciam
em miofibroblastos, responsaveis pela sintese de colageno do tipo I (SARRAZY et al., 2011).
O fechamento da lesdo ¢ acelerado quando os miofibroblastos se ligam, alinhando-se a essas
fibras de colageno mais espessas (ISAAC et al., 2010). Esses processos sdao essenciais para a

repara¢do adequada do tecido lesionado.

2.5.5 Sulfadiazina de prata como cicatrizante

A pomada de sulfadiazina de prata a 1% ¢ principalmente utilizada em cicatrizagdo de
queimaduras e em lesdes infectadas, contudo a literatura demonstra sua utilizagdo como
controle positivo em lesdes induzidas (COSTA et al., 2018; GONCALVES et al., 2016;
MIRNEZAMI et al., 2018; SIA et al., 2020; SILVA et al., 2020). Andalises demonstraram que
a sulfadiazina de prata favorece a formacao do tecido de granulacao e promove a epitelizagdo
completa em lesdes induzidas ap6s 14 dias de tratamento (COELHO et al., 2010; MIRNEZAMI
et al., 2018). Desse modo, o presente estudo visa avaliar o efeito do mel de 7. angustula no
processo de cicatrizagdo em animais experimentais tendo a sulfadiazina de prata como controle

positivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este estudo teve o proposito avaliar a atividade in vitro do mel de Tetragonisca
angustula Latreille de Corumbaiba, Goias, Brasil em cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Assim como, avaliar
parametros do processo de cicatrizagdo do uso topico do mel de 7. angustula de Corumbaiba,

Goiés, Brasil em lesdes induzidas em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar in vitro os halos de inibi¢cdo do mel de jatai contra cepas de Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli;

- Mensurar in vivo o efeito do uso topico de mel de jatai no fechamento de lesdes

induzidas;

- Avaliar micrografias coradas com Picrossirius Red, Tricomico de Gomori e Azul de
Toluidina para quantificar, respectivamente deposi¢ao de colageno, angiogénese ¢ infiltrado de
mastocitos;

- Quantificar indiretamente a atividade de neutrofilos e macrofagos pela atividade

enzimatica, respectivamente pela dosagem de Mieloperoxidade (MPO) e N-Acetyl-B-D-
Glycosaminidase (NAG).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenc¢ao do mel de 7. angustula Latreille

O mel de abelhas jatai utilizado nesta investe estudo, foi cedido por um meliponicultor

familiar & Universidade Federal de Uberlandia (UFU). A coleta foi realizada da zona rural de
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Corumbaiba, Goias, Brasil (17°58'30.0"S 48°28'09.2"W) por intermédio da professora doutora
Fernanda Helena Nogueira Ferreira, coordenadora do Laboratorio de Ecologia e
Comportamento de Abelhas (LECA). O mel foi transportado em embalagem hermeticamente
fechada e refrigerado a 12 °C, posteriormente foi armazenado nas mesmas condi¢des para a

realiza¢do dos experimentos.

4.2 Avaliacao da atividade antibacteriana do mel de 7. angustula Latreille

4.2.1 Cepas bacterianas

Na avalia¢do da atividade antibacteriana do mel de T. angustula foram obtidas cepas da
American Type Culture Collection (ATCC), pois sdo estaveis geneticamente e padronizadas
para os principais pardmetros no controle de qualidade do teste de disco-difusdo (SEJAS et al.,
2003). As cepas ATCCs utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Escherichia coli ATCC
25922, todas suscetiveis a gentamicina. Antes de serem utilizadas no estudo, todas as cepas
foram armazenadas no Laboratorio de Ensaios Antibacterianos (LEA) da UFU, em caldo

Triptona de Soja (TSB) com acréscimo de glicerol (20%), numa temperatura de -20°C.

4.2.2 Avaliacio da atividade antimicrobiana pelo teste de disco-difusiao

Para avaliar a atividade antibacteriana do mel, foi utilizado o método Kirby-Bauer de
disco-difusao (CLSI, 2021). Sendo coletado uma alcada de bactérias, posteriormente
transferidas para tubos de ensaio contendo solucdo salina e homogeneizadas levemente em
agitacdo. A padronizagdo das solugdes obtidas foi pela escala de MacFarland a 0,5. Os
microrganismos foram semeados em placas de petri contendo dgar Miiller-Hinton. Foi avaliado
o mel de abelhas jatai em trés concentracdes, sendo o mel puro (100%) e diluido em agua
destilada com 50% e 75% (BATISTON, 2017). As amostras de mel de jatai podem ser
observadas na Figura 4A. As cepas foram cultivadas em placas de petri como representado na
Figura 4B. Apods a semeadura nas placas, foram depositados discos contendo as concentragdes
de mel em 100%, 75% e 25% e o CT e incubadas a 33°C por 24 horas como demonstrado na
Figura 4C. Depois deste periodo os halos inibitorios foram formados e mensurados com auxilio
de uma régua. Os antibiogramas foram realizados em triplicatas e os tratamentos com o mel de

jatai comparados com o controle de gentamicina — 0,1 mg/mL (CT).
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Figura 4. Imagens de etapas do ensaio disco-difusio. (A) Aliquotas no mel de jatai puro (100%) e o diluido
em duas concentragdes (75% e 50%). (B) Placas de petri com cepas semeadas. (C) Antibiograma apds a
incubagdo a 33°C por 24 horas, com discos depositados ¢ com formagao de halo. Fonte: O autor, 2023.

4.3 Obtencao dos animais e distribuicio dos grupos de tratamento

Foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia o ensaio
experimental in vivo para a utilizagdo de camundongos machos da linhagem BALB/c, sob
registro 50/2020. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais na Rede de Biotério e
Roedores da UFU (REBIR-UFU) em condi¢des padrao de temperatura, umidade, iluminagao,
agua e ragdo ad libitum. As lesdes foram induzidas entre 8 e 9 semanas de vida dos animais. Os
48 animais foram divididos em trés grupos com 8 animais cada e avaliados nos tempos 3 (T3)
e 7 (T7) dias. Sendo o controle negativo (CO-), lesdes ndo tratadas; o controle positivo (CO+),
lesdes tratadas com a sulfadiazina de prata 1%; e o grupo mel de jatai (MEL), lesdes tratadas
com mel puro de 7. angustula, como representado na Figura 5 A, B, C. As lesdes foram tratadas
diariamente, conforme os grupos, sendo que para CO- ¢ MEL foi utilizado uma seringa estéril
para aplicar a quantidade suficiente para cobertura total do tecido lesionado, equivalente a

aproximadamente 0,10 mL (10UI) dos tratamentos em cada lesdo.
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Figura 5. Lesdes induzidas sem tratamento e com tratamento de sulfadiazina de prata e mel de jatai .
(A) Animal com lesdes induzidas e sem tratamento do grupo controle negativo(CO-). (B) Aplicagdo de
sulfadiazina de prata (CO+) em lesdes no dorso do animal, sendo realizado com auxilio de uma seringa (C)
Animal tratado com mel de jatai (MEL) em lesdes induzidas. Fonte: O autor, 2023.

4.4 Inducio e avaliacao do fechamento de lesoes

Os animais foram anestesiados com 10mg/kg de xilazina e 100mg/kg de cetamina. A
regido dorsal foi tricotomizada, realizado assepsia da pele na regido dorsal com alcool 70% e
induzidas quatro lesdes com um punch cirargico de 5 mm. A lesao foi medida usando um
paquimetro digital (150 mm-Matriz) logo apds a indugd@o da lesdo e medida apds 3 e 7 dias de
tratamento (DE MOURA et al., 2022). Imagens das lesdes nos dias 0, 3 e 7 foram obtidas com
uma camera (Sony Cybershot 14,1 DSC W320). A porcentagem de fechamento da lesdo foi
calculada usando as seguintes equagdes: area da lesdo = (diametro menor/2) * (didmetro
maior/2) * e medi¢do da area (%) =% fechamento da lesdo= [1-(Af)/(Af0) X 100], onde: Af
¢ area da lesdo no dia avaliado; Af0 ¢ a area inicial da lesdo (DE MOURA et al., 2022).

4.5 Avaliacao histoquimica

ApoOs os tratamentos, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico,
com 100 mg/Kg de tiopental, via intraperitoneal, seguido de deslocamento cervical. As lesdes
foram coletadas utilizando um punch cirtrgico de 8mm e imediatamente fixadas em Metacarn
(metanol, 4cido acético e cloroformio 6: 3: 1 v/v) por no minimo 3 horas em resfriamento.
Posteriormente as amostras foram incluidas em blocos de parafina e as laminas histologicas
obtidas por cortes das amostras na espessura de 5 um em microtomo rotativo (MICROM / HM-
315), conforme representado na Figura 6 A, B, C.

A quantificagdo de MCs foi realizada em fotomicrografias coradas com Azul de
Toluidina 0,25% pH 3.0 e para mensurar a quantidade de vasos sanguineos, os cortes das
amostras foram corados com Tricomico de Gomori (DE MOURA ef al., 2022). As imagens
foram obtidas em um scanner de ldminas Aperio — ScanScopeAT -Turbo. A quantificacdo de
MCs e vasos sanguineos foi realizada em 10 campos no aumento de 40X utilizando o software
Aperio Image Scope (v12.4.3.5008), pela ferramenta conter tool.

Para quantificar o colageno da area das lesdes, as laminas foram coradas com Picrosirius

red e as imagens de 10 campos foram capturadas no aumento de 20x pela cadmera Nikon eclipse
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Ti, camera Optica sendo sem filtro de polarizagdo para colageno total e com filtro de polarizacao
para colageno tipo I e tipo III. As quantificagdes das intensidades de cores foram realizadas
utilizando-se o software Image J (Rasband 2011) (DE MOURA et al., 2022). Para a obtencao
dos resultados do colageno total e colageno tipos I e III, o Image J foi previamente calibrado.
Sendo que para o colageno total, as imagens foram convertidas em 8 bits (escala cinza) e
quantificadas com a delimitacdo da area de colageno usando a ferramenta threshold. Para a
quantificacdo dos coldgenos tipos I e III, estes foram diferenciados e separados usando a
ferramenta split channels. Em seguida, as intensidades das cores das fotomicrografias foram
quantificadas através da ferramenta threshold. O coldgeno tipo I ¢ mostrado em intensidade de

cor vermelho/laranja e tipo III em verde (DE MOURA et al., 2022).

Figura 6. Inclusio em parafina e corte histologico . (A) Amostras incluidas em parafina histologica em
moldes de metal e identificadas. (B) Microtdmo rotativo para obtencao de cortes histologicos (C) Corte
histologico da lesdo fixado em lamina de vidro.

Fonte: O autor, 2023.

4.6 Atividade de mieloperoxidase (MPO)

A atividade de neutrofilos foi obtida por avaliacdo indireta, feita pela atividade
enzimatica da Mieloperoxidade (MPO) utilizando a técnica de Bradley et al. (1982). Em
resumo, uma amostra de lesdo de cada grupo foi inicialmente pesada e homogeneizada em 2
mL de tampao de fosfato de sédio de 80 mM no pH 6.0. Posteriormente, 600 L de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) foram adicionados em um microtubo contendo 300 wu/ do

homogeneizado. As amostras foram sdnicadas e centrifugadas a 2.700 x g por 10 minutos a 4°
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C. Foram adicionados simultaneamente ao sobrenadante, por 1 minuto, o peroxido de
hidrogénio € 3,3 ', 5,5' - tetrametilbenzidina (TMB). A reacao enzimatica foi interrompida com
acido sulfurico (H2SO4). Foram inseridas na placa de 96 pogos 200 uL das reagdes e a leitura
foi realizada a 450 nm (E Max, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os resultados de

MPO foram expressos como absorbancia em densidade 6ptica/g de peso imido da lesdo.

4.7 Atividade N-Acetyl-B-D-Glycosaminidase (NAG)

A atividade de macrofagos foi obtida por avaliacdo indireta, pela atividade enzimatica
da N-Acetyl-B-D-Glycosaminidase (NAG) e foi utilizada a técnica de Bailey (1988). Uma
amostra de lesdo de cada grupo foi previamente pesada e homogeneizada em 2,0 mL de soro
fisiologico 0,9%, com Triton X-100 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado 960 x g por 10
minutos a 4° C, e 150 uL do sobrenadante foi coletado e adicionado em tampao citrato/fosfato
(150 uL). Esta mistura (100 L) foi aplicada na placa de 96 pocos com 100 uL de substrato (p-
nitrofenil-n-acetil-B-Dglycosaminidase). As amostras foram incubadas a 37° C por 30 minutos.
Posteriormente a reacdao foi interrompida nas amostras com adi¢ao de tampao de 0,2 M de
glicina, pH 10,6 e na curva do p-nitrofenol. A absorbancia foi medida em 400 nm (E Max,
Molecular Devices). Os resultados das leituras foram expressos em nmol.mL-1 /mg de peso

umido do implante.

4.8 Analises estatisticas

A avaliacao dos halos de inibi¢ao bacteriana esta demonstrada como média e desvio
padrdo. Os dados das avaliagdes das lesdes induzidas sdo apresentados como média e erro
padrao e foram testados para distribuicdo normal usando o teste de Kolmogorov-Smirnov. E
posteriormente, foi utilizando ANOVA one-way e pos-teste Bonferroni comparando o
tratamento MEL com CO- e CO+ considerando p<0,05. A avaliagdo estatistica e os graficos

foram realizados no programa GraphPad Prism 8®.

5. RESULTADOS

5.1 O mel de jatai ndo apresentou efeito antibacteriano sobre as cepas avaliadas
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As cepas testadas ndo apresentaram sensibilidade as concentragdes de 100%, 75% e
25% de mel de T. angustula em resultados obtidos por antibiograma de difusdo em disco,
conforme representado na Tabela 1. Houve a formacdo de varias cepas satélites, bactérias
dentro do halo, em testes em S. aureus das concentragdes de 100% e 50% do mel de jatai, deste
modo os valores das zonas de inibicdo (ZOI) sdo iguais a 0,00+£0,00, pois demonstra a
resisténcia dessas bactérias aos tratamentos anulando os valores de halos a serem mensurados
(COSTA, 2012). Em K. pneumoniae, P. aeruginosa ¢ E. coli nao houve a formacao de ZOI em
nenhum dos tratamentos, também sendo indicios de resisténcia destes microrganismos ao mel

de jatai. Os resultados estdo demonstrados na Figura 7.

Tabela 1. Resultados obtidos por antibiograma pelo teste de disco-difusdo com mel de jatai nas concentracdes de
100%, 75% e 25%.

Resultados em milimetro (mm)

Bactérias Amostras

Mel puro(100%) Diluicdo 75% Diluicao 50% Gentamicina — Controle

Média+DP Média+DP Média+DP Média DP

Staphylococcus aureus 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 16,0 14,0 15,0 15,0+0,81
ATCC 29213

Klebsiella pneumoniae 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 16,0 14,0 15,0 15,0+0,00
ATCC 10031

Pseudomonas 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 10,0 10,0 10,0 10+0,00
aeruginosa

ATCC 15442

Escherichia coli 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+£0,00 14,0 13,0 14,0 14,0+0,50

ATCC 25922
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Figura. 7. O mel de jatai ndo apresenta atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Fotografias dos antibiogramas da técnica disco-
difusdo com cepas cultivadas de S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli. Tendo como controle (CT) a
gentamicina — 0,1 mg/mL e testados o mel de jatai puro (100%) e o diluido em duas concentragdes (75% e 50%).
Ampliagdo da imagem foi padronizada a 4,02 cm. Os valores dos halos foram obtidos por média e desvio padrdo
(Média+DP). Fonte: O autor, 2023.

5.2 O mel de jatai acelera o fechamento de lesdes apos 7 dias de tratamento

O fechamento da lesdo apods 3 e 7 dias de tratamento foi avaliado e os resultados
demonstrados graficamente na Figura 8 A. E imagens macroscdpicas das lesdes foram obtidas
e estdo representadas na Figura 8 B. Apods 3 dias o MEL (21,02+1,5) ndo apresentou diferenca
no fechamento de lesdes em relagao ao CO- (23,68 £ 0,8). Contudo, CO+ (15,34 £ 2,1) retardou
o fechamento da lesdo comparado com CO- (23,68 + 0,8). O MEL (21,02 + 1,5) obteve melhor
fechamento que o CO+ (15,34 +2,1). Ap6s 7 dias, o MEL (46,76 = 2,5) acelerou o fechamento
da lesdo em relagdo ao CO- (35,58+ 1,6) e ndo houve diferenca no grupo tratado com

CO+(43,31 £3,1).
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Figura 8. Fechamento de lesdes tratadas com mel de jatai apos 3 e 7 dias. (A) Fechamento de lesdes em
animais ndo tratados (CO-), tratados com sulfadiazina de prata (CO+) e tratados com mel de jatai (MEL) nos
tempos 3 (T3) e 7 (T7) dias de tratamento. * indicam diferenca considerando p<0,05 e ** p<0,01, quando
comparado com o grupo CO-. # indicam diferen¢a considerando p<0,05, quando comparado com o grupo CO+.
Os valores sdo médias = SEM (n = 8) e avaliados estatisticamente por one-way ANOVA, e pds-teste Bonferroni.
(B) Imagem macroscépica do fechamento da lesdo, sendo lesdes no dia da indugéo (T0) e apds 3 (T3) e 7 (T3)
dias, com ampliagdo padronizada a 1,0cm. Fonte: O autor, 2023.

5.3 O mel de jatai aumenta a atividade de NAG, marcador para macrofagos, em lesoes

apos 3 e 7 dias de tratamento

A atividade de neutréfilos foi avaliada pela dosagem de MPO e os seus resultados estdo
representados na Figura 9 A. Apos 3 dias de tratamento ndo houve diferenca na atividade de
neutréfilos entre o grupo MEL (0,9432+ 0,1) e o CO- (0,7463% 0,1). Porém, em comparagao
com controle positivo (CO+) (1,574+ 0,2), no MEL houve a reducao de atividade de neutrofilos.
Apo6s 7 dias de tratamento o MEL (0,5039+ 0,1) e o CO- (0,6003+0,1) ndo apresentaram
diferenca na atividade de neutréfilos, entretanto o CO- (0,6003+0,1) apresentou neutrdfilos

reduzido em relagdo ao CO+ (0,2688+0,0).

A atividade de macrofagos foi avaliada pela dosagem de NAG e os seus resultados estdao
representados na Figura 9 B. O MEL (27,15« 0,1) ap6s 3 dias de tratamento, apresentou

aumento de atividade de macréfagos comparado ao CO- (21,20+ 1,9), contudo nao houve
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diferenca quando comparado com CO+ (25,27+1,1). Apés 7 dias de tratamento, MEL
(27,96+3,4) e 0 CO+(25,97+1,8) apresentaram aumento de atividade de macréfagos comparado
com o CO- (17,18+1,6), entretanto nao houve diferenca entre o MEL (27,96+3,4) e o CO+
(25,97+1,8).
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Figura 9. Atividade indireta de neutrofilos e macréfagos em lesdes tratadas com mel de jatai apos 3 e 7
dias. (A) Atividade de MPO (marcador de neutréfilos) e (B) NAG (marcador de macrofago) em lesdes ndo
tratadas (CO-), tratadas com sulfadiazina de prata (CO+) e lesdes tratadas com mel de jatai (MEL). * indicam
diferenca considerando p<0,05#** p<0,01, quando comparado com o grupo CO-. # indicam diferenca quando
comparado com o grupo CO+ considerando p<0,05. Os valores sdo médias + SEM (n = 8) e avaliados
estatisticamente por one-way ANOVA, e pds-teste Bonferroni. Fonte: O autor, 2023.

5.4 O mel de jatai apresenta maior quantidade de mastdcitos em lesdes apos 3 e 7 dias de

tratamento

Os MCs foram avaliados na area da lesdo e os resultados representados na figura 10 A.
As fotomicrografias estdo representadas na Figura 10 C. E as 4reas de lesdes avaliadas, apds 7
dias, estdo demarcadas pelo retangulo na fotomicrografia da Figura 10 B. Apo6s 3 dias de
tratamento houve aumento no nimero de MCs no grupo tratado com MEL (1,000+0,1) em
comparagao com o CO- (0,14040,06) e CO+ (0,400+0,05). Entre o grupo CO- e CO+ ndo houve
diferenca. Apds 7 dias, a quantidade de MCs identificados no tratamento do MEL (1,600+0,1),
foram maiores em comparagdo com o CO- (0,860+0,5), contudo ndao houve diferenca em
relacdo ao CO+ (1,400+0,1). O tratamento com CO+(1,450+0,1) apresentou aumento de MCs

comparados com CO-.
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Figura 10. Infiltrado de mastdcitos em lesdes tratadas com mel de jatai apds 3 e 7 dias. (A) Média
de mastdcitos por area em lesdes ndo tratadas (CO-), lesdes tratadas com sulfadiazina de prata (CO+) e mel de
jatai (MEL). Os valores sdo médias = SEM (n = 8). ** indicam diferenga quando comparado com o grupo CO-

considerando p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001. ## indicam diferenca quando comparado com o grupo CO+
considerando p<0,01. Avaliados estatisticamente por one-way ANOVA, e pos-teste Bonferroni. (B)
Fotomicrografia (aumento de 40 x e barra equivalente a 600pum) da drea da lesdo apods 7 dias de tratamento
corado com Azul de Toluidina. A delimitagdo por um retdngulo representa a area em que a quantificacdo foi
realizada. (C) Fotomicrografias (aumento de 400 x barra equivalente a 60um) de lesdes, coradas com Azul de
Toluidina, ap6s 3 (T3) e 7 (T7) dias de tratamento, mostrando mastodcitos indicados por setas amarelas.
Fonte: O autor, 2023.
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5.5 O mel de jatai do aumenta a angiogénese em lesdes apés 3 dias de tratamento

A angiogénese foi avaliada através da quantificacdo de vasos sanguineos na area da
les@o e os resultados estdo representados graficamente na Figura 11 A. As fotomicrografias
das lesdes estdo representadas na Figura 11 C. A area de lesdo avaliada, apds 7 dias, esta
demarcada pelo retangulo na fotomicrografia da Figura 11 B. Apo6s 3 dias de tratamento houve
o aumento de vasos sanguineos nos tratamentos do MEL (2,071+0,5) e do CO+ (2,383+0,5) em
relacdo ao CO- (0,600+0,1). E entre 0o MEL e o CO+ nao houve diferenga. Apos 7 dias de

tratamento ndo houve diferenca entre nenhum grupo avaliando, sendo o MEL (9,143+1,0), CO+
(8,383+0,8) e CO- (8,214+1,0).
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Figura 11. Angiogénese em lesdes tratadas com mel de jatai apés 3 e 7 dias (A) Média de vasos sanguineos
por area em lesdes ndo tratadas (CO-), lesdes tratadas com sulfadiazina de prata (CO+) e mel de jatai (MEL). Os
valores sdo médias = SEM (n = 8). * indicam difereng¢a quando comparado com o grupo CO- considerando
p<0,05. Avaliados estatisticamente por one-way ANOVA, e pds-teste Bonferroni. (B) Fotomicrografia
(aumento de 40 x e barra equivalente a 600um) da area da lesdo apds 7 dias de tratamento corado com
Tricomico de Gomori. A delimitagdo por um retdngulo representa a area em que a quantificacdo foi realizada.
(C) Fotomicrografias (aumento de 400 x barra equivalente a 60um) de lesdes, coradas com Tricomico de
Gomori, ap6s 3 (T3) e 7 (T7) dias de tratamento, mostrando vasos sanguineos indicados por setas amarelas.
Fonte: O autor, 2023.
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5.6 O mel de jatai intensifica a deposicio de fibras coligeno em lesdes apos 7 dias de

tratamento

Os valores obtidos apds a quantificagdo do colageno total em fotomicrografias da area
de lesdes estdo mostrados na Figura 12 A. A area da lesdo avaliada, apds 7 dias, esta demarcada
pelo retangulo na fotomicrografia na Figura 12 B. A representacdo das lesdes quantificagoes
para os diferentes grupos avaliados estdo representados na Figura 12 C. Apos 3 dias o MEL
(19583+41) e 0 CO- (18098+81) aumentaram a deposicao de colageno total na lesdo comparado
com o CO+ (13943+85). Apos 7 dias houve aumento na deposi¢ao de colageno total no grupo
tratado com CO+ (223454+88) e 0 MEL (21124+13) em relacao ao CO- (15658+11) e ndo houve
diferenca entre CO+ ¢ MEL.
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Figura 12. Deposicio de coligeno total em lesdes tratadas com mel de abelhas jatai apés 3 e 7 dias. (A)
Quantifica¢des da intensidade de colageno total de lesdes nao tratadas (CO-), tratadas com sulfadiazina de prata
(CO+) e lesdes tratadas com mel de jatai (MEL) apds 3 e 7 dias de tratamento. * indicam diferenca considerando

p<0,05, ** p<0,01 em relag@o ao grupo CO-. ## indicam diferenga quando comparado com o grupo CO+
considerando p<0,01 e ### p<0,001. Os valores sdo médios + SEM (n = 8) e avaliados estatisticamente por one-
way ANOVA, e pos-teste Bonferroni. (B) Fotomicrografia (aumento de 40x e barra equivalente a 600um) da
area da lesdo, corada com Picrosirius red, apds 7 dias de tratamento. A delimita¢do por um retdngulo representa a
area em que a quantificac@o foi realizada. (C) Fotomicrografias (aumento de 200x e barra equivalente a 30um)
da coradas com Picrosirius red mostrando a diferenga de intensidade de colageno total nas lesdes avaliadas.
Fonte: O autor, 2023.

5.7 O mel de jatai intensifica a deposicao de fibras colageno tipo I e III em lesées apos 3

dias de tratamento

Os valores obtidos ap6s a quantifica¢do do colageno tipo I em fotomicrografias da area
de sdo mostrados na Figura 13 A. A Figura 13 C mostra a fotomicrografia dessas
quantificagdes para os diferentes grupos avaliados tanto de coldgeno tipo I quanto tipo III. Apds
3 dias de tratamento houve aumento na deposi¢do de colageno tipo I em lesdes tratadas no
grupo MEL (181430 + 99) comparado com o CO- (111009+79), contudo ndo apresentou
diferenga com CO+ (135682+ 17). Apds 7 dias de tratamento o grupo MEL (113954+74) nao
demonstrou diferenca na intensidade de deposicao de colageno tipo I em relacdao aos grupos
CO- (9771594£73) e CO+ (129376+78). Porém o grupo CO+ apresentou aumento de colageno
tipo I em relacao ao CO-.

Os resultados obtidos ap6s a quantificacdo do colageno tipo III em fotomicrografias da
area de lesdes sao mostrados no grafico da Figura 13 B. A deposi¢ao de coladgeno tipo III, apds
3 dias de tratamento, foi aumentada em lesdes tratadas no grupo MEL (109270£11) e no CO+
(210022+69) comparado com o CO- (914799+86), contudo nao apresentou diferenga entre
MEL e CO+. Ap6s 7 nao houve diferenga entre 0o MEL (879329+48), CO- (649635+12) e CO+
(826749+10).
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Figura.13. Deposicao de coliageno do tipo I e tipo III em lesdes tratadas com mel de jatai apds 3 e 7 dias.
(A) e (B) Quantificagdes da proporgdo de colageno tipo I e tipo III respectivamente, em lesdes ndo tratadas
(grupo CO-), tratadas com sulfadiazina de prata (CO+) e lesdes tratadas com mel de jatai (MEL). * indicam

diferenca considerando p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 e **** p<0,0001 em relagdo ao grupo CO-. Os valores
sdo médias £ SEM (n = 8) e avaliados estatisticamente por one-way ANOVA, e pos-teste Bonferroni. (B)
Fotomicrografias (aumento de 200x e barra equivalente a 30pum) com Picrosirius red em microscopio com filtro
de polarizagdo de lesdes avaliadas. Fonte: O autor, 2023.
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6. DISCUSSAO

O mel de abelhas ¢ milenarmente utilizado como antibidtico, tendo sua a¢ao contra
patogenos relatada na literatura cientifica (LUSBY; COOMBES; WILKINSON, 2005;
MOLAN, 1992). Estudos demonstraram que o mel de jatai inibe cepas bacterianas de S. aureus
e P. aeruginosa de isolados clinicos e S. aureus ATCC 6538 e 25923, K. pneumoniae ATCC
700603 e E. coli ATCC 31617 (GABRIEL et al., 2015; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA
RAMIREZ, 2009; MIORIN et al., 2003; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009). Diferente
destes ensaios, o presente estudo observou resisténcia bacteriana ao mel de jatai por cepas de
S. aureus ATCC 29213, K. pneumoniae ATCC 10031, P. aeruginosa ATCC 15442 e E. coli
ATCC 25922. Isso pode ser justificado, em parte, pelo fato que as cepas bacterianas utilizadas
na presente investigacao serem diferentes.

As amostras de méis de jatai que demonstraram inibi¢do bacteriana foram coletadas em
Betim, Minas Gerais, Brasil ¢ em diversas cidades da Costa Rica e da Colombia 31617
(GABRIEL et al., 2015; GAMBOA ABRIL; FIGUEROA RAMIREZ, 2009; MIORIN et al.,
2003; RODRIGUEZ-MALAVER et al., 2009). O mel de jatai do presente trabalho é originado
de Corumbaiba, Goids, Brasil e o fato de ndo demonstrar inibi¢do bacteriana também pode ser
justificado por evidéncias que méis de abelhas jatai de origens geograficas distintas possuem a
atividade antibacteriana influenciada, apresentando resultados diferentes (GAMBOA ABRIL;
FIGUEROA RAMIREZ, 2009; MIORIN et al., 2003).

Duas proteinas do mel de jatai causam agdo antibiofilme sobre S. aureus e foram
denominadas de fatores de destruicdo de biofilme Tetragonisca angustula (TABDFs)
(ZAMORA et al., 2017). O fator de destrui¢do de biofilme Tetragonisca angustula um
(TABDF-1) e dois (TABDF-2), ao serem testados isoladamente ndo apresentaram capacidade
de destruicao da célula bacteriana, mas demonstraram atividade antibiobilme de S. aureus
potencializando a a¢do da ampicilina e vancomicina (ZAMORA et al., 2017). Desse modo,
sugerimos futuras andlises para verificar potenciais associagdes do mel 7. angustula com outros
antibidticos.

Existem relatos populares do uso do mel de jatai na cicatrizagao de lesdes e queimaduras
(VIT; MEDINA; ENRfQUEZ, 2004). Contudo, os mecanismos envolvidos na cicatrizagao
utilizando este mel € pouco conhecido e raramente relatado na literatura (DEMERA; ANGERT,
2004; LIMA et al., 2011; RAO et al., 2016). Andlises antibacterianas sugerem que o mel de
jatai € promissor para pesquisa € desenvolvimento de curativos no tratamento de infecc¢des

agudas e cronicas (ZAMORA et al., 2017). Recentemente foi demonstrado que o mel de jatai
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¢ uma fonte de antioxidantes, sendo o acido ferulico o composto fenélico mais abundante
(LIMA et al., 2022). A atividade antioxidante regula o estresse oxidativo, reduzindo danos e
favorecendo o reparo cicatricial e compostos fenolicos modulam os parametros envolvidos na
cicatrizacdo (DE MOURA etal.,2019; DENG et al., 2021). Além disso, o controle do ambiente
umido na lesdo favorece o reparo tecidual e o mel de abelhas sem ferrdo possui propriedades
hidratantes (ABD JALIL; KASMURI; HADI, 2017; NUUTILA; ERIKSSON, 2021). Desse
modo, ¢ pertinente a presente avaliacdo do mel de jatai na cicatrizagao.

Os neutrofilos sdo os principais leucécitos envolvidos na fase inicial da cicatrizagao
sendo efetores da inflamacao aguda (WONG et al., 2015). O mel de jatai demonstrou reducao
de neutrofilos e acelerou o fechamento da lesdao em relagdo ao tratamento de sulfadiazina de
prata. Eventos que podem ser justificados por evidéncias de os neutréfilos contribuirem para
condig¢des inflamatorias cronicas, estando associados a inflamacado exacerbada (ALMEIDA et
al., 2017, DOVI; HE; DIPIETRO, 2003; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; PHILLIPSON;
KUBES, 2019). Foi observado em camundongos neutropénicos, pela delecao de neutrédfilos
utilizando soro de coelho anti-neutrofilo, a cicatrizagdo acelerada e em animais com neutrofilia
o fechamento de lesao foi retardado (DOVI; HE; DIPIETRO, 2003).

Os mediadores derivados dos MCs atuam na hemostasia, inflamagao, proliferacdo e
remodelagdo. No inicio do reparo tecidual existe o acimulo de MCs, liberagdo de mediadores
inflamatérios e imunomoduladores (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020).
Demonstramos que lesdes tratadas com mel jatai aumentam o infiltrado de mastocitos. Apesar
da ativagdo de MCs ser tradicionalmente associada a reagdes alérgicas, uma variedade de
estimulos pode induzir a produgdo e liberagdo de mediadores derivados de MCs que atuam em
mecanismos fisiologicos, como remodelacdo tecidual, cicatrizacdo de lesdo, angiogénese e
imunidade inata (DUMONT et al., 2007).

O mel de jatai aumentou o infiltrado de macrofagos levando a um fechamento de lesao
acelerado. O mecanismo de eferocitose, consiste em fagocitar células apoptoticas, realizado
pelos macrofagos inflamatorios, induz as mudangas fenotipicas para macrdéfagos ativados
classicamente (M1) e macrdéfagos alternativamente ativados (M2), e orquestram os estagios do
reparo tecidual (KIM; NAIR, 2019). O que corrobora com as observacdes que a transicao de
M1 e M2 contribui para o fechamento da lesdo (EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; KIM;
NAIR, 2019). Foi observado que a auséncia de macréfagos retarda a reepitelizagao, reduzindo
a expressdo de VEGF, TGF-3 demonstrando menor angiogénese e proliferagdo celular (WOLF;
MELVIN; GALLAGHER, 2021). Além disso, a eferocitose por macrdfagos de neutréfilos

apoptdticos e demais células inflamatdrias € um mecanismo chave para a resolugdo da
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inflamacao (MICHLEWSKA et al., 2009). O aumento de mediadores anti-inflamatorios como
a interleucina-10 (IL-10) regula o mediador inflamatoério fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e consequentemente atua na ativagdo da eferocitose, pois se houver a inibi¢ao deste mecanismo
acarretara no prolongamento da resolugao da inflamagao (MICHLEWSKA et al., 2009). Desse
modo, o aumento de macrofagos e o fechamento da lesdo sdo evidéncias que o tratamento com
mel da abelha jatai modula a inflamagao.

O processo de angiogénese consiste na proliferacdo, migracdo e brotamento de células
endoteliais de vasos sanguineos preexistentes formando novos vasos (MARCELO; GOLDIE;
HIRSCHI, 2013). Os vasos sanguineos sdo estruturas importantes na formagdo do tecido de
granulacdo e para a nutri¢ao das células no local do reparo tecidual (ISAAC et al., 2010). Os
MCs expressam mediadores angiogénicos como o VEGF, em diferentes isoformas como
VEGF-A e VEGF-B (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020; MARONE et al.,
2016). Foi observado neste estudo o aumento de MCs e de vasos sanguineos em lesdes tratadas
com mel de jatai. Além disso, em uma investigacao anterior foi demonstrado que M2 promove
a angiogénese (JETTEN et al, 2014). Sendo que na fase inflamatoria os macrofagos e
monocitos liberam fatores angiogénicos como o PDGF, VEGF, angiopoietina-1 (Ang-1), TGF-
o, fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), interleucina-8 (IL-8) e TNF-a
amplificando a angiogénese (KUMAR et al., 2015). O aumento da angiogénese em lesdes
tratadas com o mel de jatai, pode ser justificado pelo aumento do infiltrado de macréfagos e
MCs observados nesta investigagao.

Os fibroblastos sintetizam colageno, um dos componentes da MEC, sendo importante
no fechamento de lesdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004; ISAAC et al., 2010). No tratamento
com o mel de jatai observou-se aumento de coldgeno total, evento que pode ser justificado pela
presenca de grupos hidroxilas no mel, assim regulando os niveis e umidade na lesdo, levando a
ativacdo da sintese de colageno (ABD JALIL; KASMURI; HADI, 2017; NUUTILA;
ERIKSSON, 2021). Além disso, os MCs atuam na proliferagdo de fibroblastos via interleucina-
4 (IL-4), VEGF e bFGF (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020). Também sendo
evidéncias que o aumento de MCs em lesdes tratadas com mel de jatai tenham atuado na
atividade de fibroblastos aumentando a deposicao de colageno e assim refletindo na otimizagao
do fechamento da lesdao (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020). Contrariamente,
lesdes tratadas com a sulfadiazina de prata ndo demonstraram aumento de MCs, houve a
reducdo da deposicao de colageno total e atraso no fechamento da lesdo em andlises iniciais da
cicatrizacdo. Alguns estudos relataram que a deficiéncia em MCs leva ao atraso no fechamento

da lesao (WELLER et al., 2006; YOUNAN et al., 2011).
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As metaloproteinases de matriz (MMPs) atuam na degradagdo de colageno tipo III para
a deposigao do colageno tipo I durante o reparo tecidual (ISAAC et al., 2010; YOUNAN et al.,
2011). Os MCs expressam a metaloproteinase-9 de matriz (MMP9) e liberam quimase ¢ a
triptase que sdo capazes de ativar as MMPs (LINDSTEDT; MAYRANPAA; KOVANEN,
2007; NG, 2010). Nos dias iniciais avaliados, o tratamento com mel de jatai aumentou a
quantidade de colageno tipo I e tipo III acelerando o fechamento da lesdo. O recrutamento
exacerbado ou a deficiéncia de MCs podem atrasar o reparo tecidual levando a cronicidade
(EMING; KRIEG; DAVIDSON, 2007; WELLER et al., 2006; YOUNAN et al., 2011). Sendo
entdo necessario um recrutamento apropriado dos MCs na cicatrizagdo. Desse modo, o mel de
jatai modulou a inflamagao aumentando MCs, sendo indicador que este evento contribuiu com

o aumento angiogénese, deposi¢ao de colageno e fechamento de lesdes tratadas.

7. CONCLUSAO

O mel de Tetragonisca angustula nao inibiu a atividade antibacteriana em cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442 e Escherichia coli ATCC 25922. A avaliagdo de cepas de origem
diferentes e o uso do mel de jatai de localidades geograficas distintas podem ter contribuido
com esses achados.

O tratamento com mel de jatai em lesdes induzidas em camundongos BALB/c aumentou
o infiltrado de mastocitos, macréfagos, angiogénese, modulou a deposicao de coladgeno e
acelerou o fechamento da ferida. Todos esses resultados desempenham um papel essencial na
cicatrizacdo. A pesquisa apresentada ¢ uma abordagem inicial e inédita sobre o uso do mel de
jatai em lesoes induzidas, sendo este um tratamento alternativo e promissor para a cicatrizagao.
Contudo, futuras pesquisas sdo bem vindas, com abordagens moleculares para melhor descrever

os mecanismos do mel de jatai sobre o reparo tecidual.
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ANEXOS
Aprovacao CEUA

@j Universidade Federal de Uberlandia $CEUA

Comissao de Etica na Utilizagao de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto mtitulado “Efeito do mel de jatai (tefragonisca
angustula latreille) na cicatrizagdo de feridas induzidas em
camundongos”, protocolo n® 050/20, sob a responsabilidade de
TATIANA CARLA TOMIOSSO - que envolve a produgdo,
manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo
com os preceitos da Le1 n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Expenmentagao Animal (CONCEA) e foi1
APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da  UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 28 de Maio de 2021.

(We certify that the project entitled “Efeito do mel de jatai (fefragonisca angustula latreifle) na
cicatrizacdo de feridas induzidas em camundongos”, protocol 050/20, under the responsibility of
TATIANA CARLA TOMIOSSO - involving the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree
n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of May 28th, 2021).

Vigéncia do Projeto Inicio: 02/06/2021 Término: 30/08/2022
Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongo isogénico Balb/C

Numero de animais 96

Peso / Idade 27g / 9 semanas

Sexo Macho

Origem / Local REBIR - UFU

Local onde serao mantidos os animais: REBIR - UFU

Uberlandia, 31 de Maio de 2021.
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Prof. Dv’ Luiz Fern do Moreira Izidoro
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais
Coordenador da CEUA
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