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RESUMO

Objetivo: Avaliar aeficaciade substancias consideradas estimulantes da
cicatrizaggo, como o mel puro e o soro autélogo a 20% nacicatrizagdo do
epitélio corneal de coelhos. M éodos: Foi realizadaaremocao do epitélio
corneal de dois grupos de coelhos que receberam ainstilagdo de solugéo
demel puro(G1) ousoroautdlogo (G2) acada4 horas. O olho contralateral
foi usado como control e e submeti do ao mesmo procedimento deremogéo
do epitélio, recebendo ainstilagdo de BSS®. A érea de desepitelizacdo
corneal foi avaliada 12, 24 e 48 horas apds aindugdo do defeito epitelial .
Resultados: Os grupos estudados foram estatisticamente semelhantes:
mel (48 horas) e controle (48 horas) p<0,87; soro autdlogo (48 horas) e
controle (48 horas) p<0,072. Conclusio: Mesmo constatando-sediscreta
mel hora clinicano uso tpico do soro autdlogo, acicatrizacdo do epitélio
corneal ndo foi significativamente diferente durante este estudo em ne-

nhum dos grupos estudados.

Descritores: Epitélio da cérnea/patologia; Cicatrizacdo de feridas; Doencas da cornea/
terapia; Infeccdo dos ferimentos/terapia; Mel/uso terapéutico; Solugdes oftalmicas/uso
terapéutico; Coelhos

INTRODUCAO

Os defeitos epiteliais da cornea continuam sendo preocupagéo na clini-
caoftalmol dgicadiaria. Condic¢des que interferem no processo de cicatriza-
¢ao0, como doengas ou traumas (mecani cos, quimicos ou térmicos), podem
alterar aintegridade do epitélio e suas fungdes. O tratamento inclui instila-
¢ado de lagrimas artificiais sem preservantes’?; oclusdo de um ou dos dois
pontos lacrimais; 6culos de protecao; tarsorrafia provisoria; transplante de
limbo (nos casos de deficiéncia das células germinativas do limbo)@; lente
de contato terapéutica; membrana amniética® ou associacdo de duas ou
mais dessas opgoes.

A aplicagdo do mel como forma de tratamento de algumas doencas, em
seres humanos, é conhecida desde a medicina antiga. Seu uso topico como
antibacteriano e cicatrizante no tratamento de feridas®, queimaduras e
lesdes ulceradas da pele®, ja foi demonstrado. O mel também atua como
barreira viscosa, que impede a entrada de substancias e a perda de fluidos
para 0 meio externo®. A atividade antibacteriana do mel ocorre devido a
seu alto valor de gradiente osmolar, que o faz agir, tanto como bactericida,
guanto como bacteriostético®. Além disso, apresenta alguns compostos
gue auxiliam no mecanismo bioguimico da cicatrizagdo, produzidos pela
atividade enzimatica, como por exemplo o perdxido de hidrogénio ederiva-
dos naturais das plantas, de onde é extraido. Na experiéncia do Departa-
mento de Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de

Arq Bras Oftaimol. 2005;68(3):347-51



348 Efeito do mel e do soro autdélogo na cicatrizagdo do epitélio corneano em coelhos

Misericérdia S&o Paulo, o uso do mel como tratamento de
|esBes de pele se demonstrou eficaz e uma alternativa de baixo
custo financeiro.

Foi demonstrado que substancias presentes na lagrima
humana normal e no soro humano, como fator de crescimento
epidérmico (EGF), vitamina A, acetil-colina e a substancia P,
sd0 importantes coadjuvantes na cicatrizacdo e renovacdo
das células epiteliais, principalmente nos casos de defeito
epitelial persistente.

Com base na importancia da cicatrizacdo do epitélio da
cornea e na possibilidade da acdo e eficécia dessas solucbes
no olho, este estudo objetiva avaliar a atividade do mel e do
soro autdgeno a 20% sobre defeito epitelial da cornea, produ-
zido experimentalmente, em olhos de coel hos.

METODOS

Foram selecionados 20 coel hos albinos daragaNova Zelan-
dia, sadios, com peso variando entre 2.000 g e 3.000 g, proveni-
entes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo. Os animais foram examinados pela médica
veterinaria responsavel e mantidos na Unidade de Técnica Ci-
rargica e Cirurgia Experimental (UTECE/Santa Casa) durante
toda a pesquisa. O manuseio dos animais de experimentacdo
seguiu as normas e orientacdes do Comité Brasileiro de Estudos
em Animais de Experimentacdo (COBEA), da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e daUTECE/
Santa Casa. Foram excluidos os coelhos com doenca prévia ou
vigente. Ap6sidentificag8o aleatdriados animais, numerandos-
osdelal0, nafaceinternadaorelha, com canetahidrografica,
os coel hos foram separados em dois grupos (G1 e G2).

M etodologiaempregadanacriacdododefeitoepitelial (G1
e G2) - Os animais foram anestesiados com injecdo intramus-
cular de 0,4 mg de cloridrato de tiletamina e cloridrato de
zolazepam (Zoletil®, Virbac) e 0,3 mg decitrato defentanilae
droperidol (Inoval®, Jansen) por quilo de peso. Foi aplicado
colirio de cloridrato de tetracaina (Colirio Anestésico®, Aller-
gan) em ambos os olhos e a seguir, realizada a anti-sepsia da
regiéo palpebral com polivinil pirrolidonaiodado (PVPI). Colo-
cado o blefarostato de Barraquer, adaptado paracirurgiaexpe-
rimental, removeu-se manua menteumaéreade 13 mmdedia-
metro do epitélio corneal com |&minadescartavel n° 15, com o
cuidado de ndo se lesar amembrana basal.

Procedimento empr egado par aaobtenc¢éo do sor o autdlo-
go (G2) - Apbsatricotomiadas orelhas do animal, foi retirado
5 ml de sangue venoso com gelco descartavel G22. Imediata-
mente o sangue foi centrifugado a 1.500 rotagdes por minuto,
durante 1 hora. Ap0s este periodo, foi retirado 1 ml de soro do
tubo e adicionado a4 ml de solugéo salina balanceada, obten-
do-se assim colirio com soro autélogo de cada animal, na
concentragéo de 20%. O colirio ficou armazenado em geladei-
ra, disponivel no laboratério, durante todo o estudo.

Procedimentoparaavaliacédo dodefeitoepitelial - O defel-
to epitelial foi corado com colirio de Fluoresceina 2% (Aller-
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gan®) e medido com compasso cirdrgico nos eixos de 90° e
180° em relagdo a fenda palpebral, em ambos os olhos. Foi
tomada a maior medida de cada um dos eixos e realizada a
média aritmética desses valores.

Mododeaplicagdodotratamento- Osanimaisdo Grupo 1
receberam umagotademel (Superbom®, IAE, Brasil) nofundo
de saco conjuntival de um dos olhos. No olho contralateral foi
instilado uma gota de solugdo salina balanceada (BSS®, Al-
con). A aplicacdo foi feitaimediatamente ap6s a remogao do
epitélio e entdo, a cada quatro horas. Os animais do Grupo 2
receberam uma gota da solucé@o de soro autélogo a 20% no
fundo de saco conjuntival de um dos olhos. No olho contrala-
teral foi instilado uma gota de solucéo salina balanceada. A
aplicacéo iniciou-se imediatamente apos o preparo do colirio
com soro autélogo, e a cada quatro horas.

Os animais foram examinados apds anestesia topica e 0
defeito epitelial foi medido com compasso cirdrgico milimetra-
do, logo apés aplicacdo do corante de fluoresceina, sob luz de
cobalto, numa periodicidade de 12, 24 e 48 horas. Os dados
clinicos foram colhidos a partir de observador independente,
mascarado, que preencheu formulério de dados entregue pelo
pesquisador. O pesquisador recebeu compasso cirdrgico para
avaliar amaior medida dos eixos de 90° e 180°, parémetro de
avaliacdo da &rea desepitelizada.

Apbs 48 horas, os animais foram sacrificados com injecéo
de 40 mg/kg de tiopentato sédico (Thionenbutal®, Tiopental
Sadico, Abbott®) e 0,5 ml de cloreto de potéssio, segundo as
normas de eutanasia de animais de experimentacéo propostos
pelaUTECE/SantaCasa.

A andlise estatistica das medidas do defeito epitelial da
cornea foi realizada pelo método de Kruskal-Wallis para a
avaliagdo dasignificancia do estudo. Foi considerado o indice
de 95%(p<0,05) de confianga entre os resultados obtidos.

RESULTADOS

Os resultados da observacdo clinica e sua quantificacdo
podem ser analisados nos quadros 1 (A eB) e2 (A eB).

Avaliagao clinica - Todos os olhos do estudo mostraram
inflamacg&o um dia apds o defeito epitelial caracterizada por
hiperemia da conjuntiva. Todos os olhos estudados apresen-
taram reducdo da &rea deseptelizada apos 24 horas. A obser-
vacdo ectoscopica da iris e da cAmara anterior de todos os
olhos estudados foi de dificil observacao decorrente da dimi-
nuicédo da transparéncia da cornea e da presenca de secrecéo
em ambos os olhos.

Avaliacédo dasdimensdesdo defeito epitelial - Asmedidas
referentes as dimensdes das Ulceras corneais estdo apresenta-
das nos quadros 1(A e B) e 2 (A e B). No primeiro grupo,
qguadro 1 (A e B), trés coelhos (30%) tratados com mel apre-
sentaram olhos com cicatrizagdo mais eficiente que o olho
controle. Em 4 coelhos (40%) o olho controle apresentou
cicatrizag8o mais eficiente e em trés coelhos (30%) néo foi
observada diferenca entre os olhos (coelhos: 2, 4 e 6). Os
coelhos identificados com os nimeros 8, 9 e 10, apresentaram
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Quadro 1A. Medidas dos olhos dos coelhos do grupo 1 tratado com
mel (n=10). Santa Casa, SP, 2000

OOhoras 12 horas 24 horas 48 horas
Coelho 1 13,0 11,0 10,0 55
Coelho 2 13,0 9,5 9,5 6,0
Coelho 3 13,0 7,5 7,5 4,0
Coelho 4 13,0 11,5 10,0 7,0
Coelho 5 13,0 11,5 10,5 6,5
Coelho 6 13,0 12,0 10,5 7,5
Coelho 7 13,0 10,5 10,5 7,5
Coelho 8 13,0 11,0 10,5 9,5
Coelho 9 13,0 11,5 115 9,5
Coelho 10 13,0 12,0 11,5 11,0

*Quantificacéo do defeito epitelial em mm (média da maior medida corneal nos
eixos 180° e 90°)

Quadro 2A. Medidas dos olhos dos coelhos do grupo 2 tratado com
soro autélogo (n=10). Santa Casa, SP, 2000

OOhoras 12 horas 24 horas 48 horas
Coelho 1 13,0 13,0 13,0 12,0
Coelho 2 13,0 13,0 12,5 10,0
Coelho 3 13,0 13,0 12,5 9,5
Coelho 4 13,0 13,0 12,5 10,5
Coelho 5 13,0 13,0 12,5 9,0
Coelho 6 13,0 13,0 12,0 7,5
Coelho 7 13,0 13,0 12,5 8,0
Coelho 8 13,0 13,0 12,5 7,5
Coelho 9 13,0 13,0 13,0 10,5
Coelho 10 13,0 13,0 12,5 10,0

*Quantificacéo do defeito epitelial em mm (média da maior medida corneal nos
eixos 180° e 90°)

Quadro 1B. Medidas dos olhos contralaterais dos coelhos do grupo
1 tratado com solucéo controle (BSS®) (n=10). Santa Casa, SP, 2000

0Ohoras 12 horas 24 horas 48 horas
Coelho 1 13,0 12,0 12,0 7,5
Coelho 2 13,0 10,0 10,0 6,0
Coelho 3 13,0 10,0 8,5 6,0
Coelho 4 13,0 11,5 10,0 7,0
Coelho 5 13,0 11,5 11,0 7,0
Coelho 6 13,0 11,5 10,0 7,5
Coelho 7 13,0 11,0 10,0 55
Coelho 8 13,0 11,5 11,5 8,5
Coelho 9 13,0 12,0 11,5 9,0
Coelho 10 13,0 12,0 11,5 9,5

*Quantificagéo do defeito epitelial em mm (média da maior medida corneal nos
eixos 180° e 90°)

Quadro 2B. Medidas dos olhos contralaterais dos coelhos do grupo
2 tratado com solugéo controle (BSS®) (n=10). Santa Casa, SP, 2000

OOhoras 12 horas 24 horas 48 horas
Coelho 1 13,0 13,0 12,5 10,5
Coelho 2 13,0 13,0 13,0 9,5
Coelho 3 13,0 13,0 12,5 11,0
Coelho 4 13,0 13,0 12,5 9,5
Coelho 5 13,0 13,0 13,0 10,0
Coelho 6 13,0 13,0 12,5 9,0
Coelho 7 13,0 13,0 13,0 9,0
Coelho 8 13,0 13,0 13,0 10,0
Coelho 9 13,0 13,0 13,0 11,5
Coelho 10 13,0 13,0 13,0 11,0

*Quantificacéo do defeito epitelial em mm (média da maior medida corneal nos
eixos 180° e 90°)

cicatrizac8o maislentaem relac8o aos demais animais do gru-
po, embora continuassem saudéveis e com alimentagdo seme-
Ihante a do grupo.

A média das medidas dos defeitos epiteliais nos olhos que
receberam mel como tratamento (medida apds 48 horas do
traumacirurgico), foi de 7,70£2,16 mm? com varianciaigual a
4,67 mm2, Nos olhos contralaterais, que receberam solugédo
salina balanceada como controle (medida apds 48 horas do
traumacirdrgico), amédiafoi de 7,60+1,43 mm?2 comvariancia
igual a2,04 mm?. A andlise estatistica entre as duas amostras
do grupo 1, estudados apés 48 horas, demonstrou p=0,877.

No grupo 2, quadros 2(A e B), sete coelhos (70%) tratados
com soro autélogo apresentaram olhos com cicatrizacdo mais
eficiente que o olho controle (solucdo salina balanceada) e
trés coelhos (30%) em que o olho controle apresentou cicatri-
zac8o maiseficiente.

A média das medidas dos defeitos epiteliais nos olhos do
grupo 2, que receberam soro autélogo como tratamento (medi-
da ap6s 48horas do trauma cirdrgico), foi de 9,20+1,23 mm?
com varianciaigual a 1,51 mm2, Porém nos olhos contralate-
rais, que receberam solugdo salina balanceada como controle
(medidaapds48horasdo traumacirargico), amédiafoi de 10,2

+0,92 mm?2 comvarianciaigual a0,84 mm?. A andliseestatistica
entre as duas amostras do grupo 2, estudados ap0s 48horas,
demonstrou p=0,072.

DISCUSSAO

O coelho foi 0 animal escolhido para o presente estudo por
ter os olhos de tamanho adequado para o experimento. A
escolha também se deu por se tratar de animais resistentes a
manipulagdo durante o estudo e pela facilidade de obtencéo
de animais saudaveis no biotério. N&o foi feita restricdo ao
sexo dos animais pois o periodo de pesquisa foi de 48 horas
ndo havendo riscos de influéncia da variagdo hormonal, que
podem estar presentes nas fémeas. A retirada do epitélio foi
feitaem um didmetro médio de 13 mm paraevitar irregul aridade
das bordas do defeito epitelial. O epitélio de ambos os olhos
foi removido por haver necessidade de seter o do olho contra-
lateral como controle, apesar de se ter o prejuizo da reducdo
visual bilateral.

A opcéo pelo mel como formadetratamento de desepiteliza-
¢ao corneal se deve a sua recente re-introducdo no tratamento
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deferidas de peleinfectadas, estéreis ou em necrose®?. Inicial-
mente aventou-se a hipotese de se estudar diferentes diluictes
do mel, com o intuito de verificar qual amais eficaz. Porém, é
descrito que o mel puro é mais €eficiente do que em outras
concentragdes™®, o que nos fez optar pelo mel puro, disponivel
comercialmente. O pH de 3,6 e a hipertonicidade (alta presséo
osmolar) sdo os principais responsaveis pelo papel bactericida
e bacteriostético do mel®. Composto por aproximadamente
40% de frutose, 20% de adgua, o mel também contém aminoéci-
dos, vitaminas (4cido nicotinico, piridoxinaetiamina), enzimas
(diastase, invertase, peroxido de hidrogénio, catalase e glicose
oxidase) e minerais (potéssio, ferro, magnésio, fosforo, cobree
célcio)®9. Assim, pode-se considerar o mel como excelente
fonte de nutrientes paraaarea desepitelizada, local em processo
decatabolismo. Acredita-setambém que o peroxido de hidrogé-
nio e o0 &cido fendlico tenham influénciadiretano processo e na
velocidade da cicatrizagao®,

Optou-se pelo mel industrializado (pasteurizado) porque a
existéncia de microorganismos como o Clostridium botuli-
num® na forma de esporos, poderia invalidar os resultados.
Valeressaltar que apasteurizagdo, emboramais acessivel, ndo é
considerada como o melhor método de eliminar esses microor-
ganismos, pois os compostos do mel que sdo termolabeis, prin-
cipalmente os de origem protéica, sofrem desnaturagéo®.

No presente estudo, apds 48 horas, a area desepitelizada
residual dos olhos do Grupo 1, nos quais aplicou-se mel, ndo
foi significativamente menor que aérearesidual dos olhosnos
quais foi instilada a solugdo controle (p<0,87). Uma série de
variaveis, como tempo de tratamento, tipo de animal, tipo de
mel, pasteurizacdo do mel efreqiiénciado tratamento (posol o-
gia), podem ter contribuido para esta observagao.

No Grupo 2, na medida das 48 horas, a érea residual dos
olhos tratados com o soro autélogo ndo foi significativamente
menor do que a area dos olhos controle (BSS®). Entretanto,
sete dos dez coelhos apresentaram melhor cicatrizagéo quan-
do tratados com soro autdlogo apesar de ndo haver diferenca
estatistica significativa, os resultados sugerem possivel me-
Ihora da cicatrizagdo corneal com o uso do soro autélogo.

A escolha do soro autélogo e sua concentragéo teve como
referéncia os estudos em que € estabelecida a importancia de
substancias presentes no soro autélogo como a vitamina A, o
hormonio EGF (fator de crescimento epidermal) eo TGF-[3 (fator
de crescimento transformador-[3) no processo de cicatrizaco
corneal. A vitamina A atuaria como nutriente das fibras nervo-
sas da cornea e 0 EGF como estimulante das células do epitélio
corneal®, levando o soro autélogo ao sucesso na cicatrizacdo
dos defeitos epiteliais corneais persistentes de até 63% com
cerca de um més de tratamento em seres humanos®.

Os valores dos olhos em que se utilizou a solugdo controle
(BSS?), foram significativamente diferentes nos grupos 1 e 2.
I sto sugere que os animais dos grupos 1 e 2 possam ter respos-
tas assimétricas quanto avel ocidade de cicatrizag&o do epitélio.
Assim, acomparagdo entre as substancias, mel e soro autélogo
ndo deve ser feita no presente estudo, uma vez que haindicios
de que os grupos sdo diferentes. Essas variagfes dos grupos
podem ter sido influenciadas por varidveisdedificil controle: os
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dois grupos ndo foram simulténeos no laboratério havendo
diferenca entre os grupos de uma semana e a Unidade de Técni-
caCirargicae Cirurgia Experimental (UTECE/Santa Casa) ndo
dispde de climatizagdo do biotério. Estas variaveis poderiam
explicar as diferencas observadas entre os grupos.

Apoiados nos resultados desta pesquisa, 0 mel de abelha
ndo difere do BSS na cicatrizagdo dos defeitos epiteliais da
cornea. Nos futuros estudos que envolvam o mel, sugerimos
gue sejam gjustados varios parametros que foram duvidosos
neste primeiro estudo como a concentragdo, a posologia e
possiveis associacdes com outras drogas.

Baseados nos resultados da presente pesquisa, 0 Soro
Autdlogo, ndo difere do BSS na cicatrizagdo dos defeitos
epiteliais da cornea. Embora haja trabalhos na literatura mun-
dial que demonstraram a eficacia do Soro Autélogo sobre a
epitelizacdo da cérnea, sugerimos que outros estudos sejam
desenvolvidos a fim de que novas comparagdes e resultados
possam ser observados.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the efficacy of pure honey and 20%
autologous serum and BSS® in corneal epithelial healing in
rabbits after 48 hours. Methods: All solutions were applied
after an epithelial removal of 13-millimeters diameter area.
Areasof epithelial healing were studied at 12, 24 and 48 hours.
The eyes were treated every four hours during 2 days. All
treated eyes were assigned to a control group (contralateral
eye) treated with a balanced saline solution. Results: All
studied groups were not significantly differents. In group one,
the eyes treated with honey and the control were similar
(p<0.87). In the second group the eyes treated with autologos
serum and the control presented no difference in the mean
score(p<0.072). Conclusion: Corneal epithelial healinginrab-
bits did not show improvement after application of either
honey or autologous serum. It was possible to stabilish that
the autologous serum treated eyes were clinicaly better than
the control group but without statistical significance.

Keywords: Epithelium, corneal/pathology; Wound healing;
Corneal diseases/therapy; Wound infection/therapy; Honey/
therapeutic use; Ophthalmic solutions/therapeutic use; Rabbits
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