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INTRODUCERE

Produsele apicole se situeaza printre produsele naturale care se bucura
actualmente de o atentie sporitd in randul consumatorilor, precum si in industria
farmaceutica globala. Mierea de mana reprezinta unul dintre principalele produse ale
stupului si este extrem de apreciata datoritd unei game largi de compusi care intra in
alcatuirea sa, Imbunatdtindu-i profilul nutritional si potentialul curativ. Printre
numeroasele beneficii, cercetdtorii mentioneaza proprietatile antiinflamatoare,
antimicrobiene, antiseptice, antioxidante ale acestui sortiment de miere. Toate aceste
actiuni sunt esentiale in diversele procese reparatorii, in care produsele apiterapeutice
isi gasesc aplicabilitatea, inclusiv in procesul de regenerare tisulara. Propolisul, un alt
produs valoros al stupului este considerat de catre multi specialisti un aliat de baza in
terapia diverselor boli, inclusiv a patologiilor cutanate. O alta categorie de produse
naturale cu un potential ridicat de utilizare clinici iIn domeniul dermatologiei este
reprezentata de uleiurile naturale. La nivel global, interesul pentru uleiurile naturale a
crescut considerabil in ultimele decenii, datoritd gamei vaste de aplicatii, care sunt
direct legate de o serie de activitati farmacologice si biologice.

Cu toate dovezile adunate de-a lungul timpului cu privire la efectele pozitive ale
produselor naturale asupra sanatatii, referindu-ne in mod particular, la produsele
apicole si uleiurile naturale, tot mai exista actualmente, usoare refineri din partea
unora de a le utiliza In clinicile medicale. Prin urmare, este de datoria cercetatorilor de
a depune eforturi sustinute pentru efectuarea cat mai multor studii in vederea
redescoperirii si valorificarii unor remedii naturale cu numeroase intrebuinfari
terapeutice, demult uitate sau considerate uneori, empirice.

SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Cercetarile intreprinse in cadrul prezentei teze de doctorat au avut ca scop
principal elaborarea a doua produse apiterapeutice cu adaos de uleiuri naturale si
implementarea lor ca terapie topica in defecte cutanate experimentale la sobolani din
rasa Wistar. In vederea realizirii scopului propus, au fost stabilite urmitoarele
obiective generale:

¢ Evaluarea parametrilor fizico-chimici de calitate ai probei de miere de mana
utilizata ca baza comuna pentru cele doua produse apiterapeutice studiate si
verificarea conformitatii acesteia cu cadrul legislativ;

+ Analiza compozitionala a uleiului de catina, respectiv a uleiului esential de
cimbru, utilizate in formularea produselor apiterapeutice supuse testarii, in
corelatie cu evidentierea principalilor compusi bioactivi cu importanta
deosebita in procesele reparatorii cutanate;
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+¢ Cercetari privind continutul in compusi biologic activi al formulelor
apiterapeutice investigate, comparativ cu al mierii de mana, baza comuna a
acestora;

+» Evaluarea capacitatii antioxidante totale a produselor apiterapeutice
formulate, in corelatie cu potentialul antioxidant al mierii de mang;

+¢ Studiu comparativ privind activitatea antibacteriand a produselor
apiterapeutice si a componentelor utilizate;

¢ Testarea efectului regenerativ a produselor apiterapeutice formulate, in plagi
cutanate induse experimental la sobolani de laborator.

STRUCTURA TEZEI

Teza de doctorat intitulata ,Evaluarea potentialului biologic activ al unor
produse apiterapeutice cu adaos de uleiuri naturale 1n plagi cutanate experimentale la
sobolani” este structuratd in cele doud parti uzuale, cuprinzand 152 de pagini, 17
tabele si 64 de figuri.

PARTEA 1: Stadiul actual al cunoasterii

Prima parte este destinata stadiului actual al cunoasterii si grupeaza primele trei
capitole, fiecare dintre acestea prezentand informatii generale sintetizate din literatura
de specialitate si In conformitate cu obiectivele urmarite in cercetarile intreprinse.

Capitolul I este intitulat , Aspecte corelative privind functiile pielii si mecanismele
regenerative cutanate” si cuprinde 3 subcapitole, in care sunt abordate notiuni legate de
structura si functiile pielii, mecanismele implicate in vindecarea plagilor cutanate si
modelele experimentale in vivo frecvent utilizate pentru monitorizarea evolutiei
procesului regenerativ tisular.

Capitolul II, denumit ,Consideratii generale privind testarea bioactiva a unor
produse apicole si uleiuri naturale”, se deruleaza pe doua subcapitole, in care sunt
prezentate proprietatile bioactive ale unor produse naturale, precum: potentialul
antioxidant al mierii de albine si al propolisului, respectiv activitatea antibacterianad a
unor produse apicole si a uleiurilor naturale de catina si de cimbru.

Capitolul III este denumit ,Actualitati in terapia plagilor cutanate cu unele
produse apicole si uleiuri naturale” si include 2 subcapitole, care completeaza intregul
tablou al primei parti, prin datele referitoare la utilizarea mierii de albine si a
propolisului in terapia plagilor cutanate si beneficiile uleiurilor naturale de catina si de
cimbru 1n tratamentul plagilor cutanate.
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PARTEA a II-a: Contributia personala

Partea a II-a cuprinde contributia personald, structuratd in sase capitole,
destinate abordarii diferitelor aspecte formulate in obiectivele urmarite.

Capitolul IV este denumit ,Scopul si obiectivele cercetarii” si consta in expunerea
celor sase obiective generale stabilite In vederea realizarii scopului principal propus.

Capitolul V este intitulat ,Particularitatile in care s-a realizat cercetarea” si prezinta
pe scurt, produsele experimentale si animalele introduse in testare, precum si totalitatea
laboratoarelor specializate acreditate atat din cadrul USAMV Cluj-Napoca, cat si din afara
acesteia, care au servit pentru derularea experimentelor.

Capitolul VI face referire la ,Materialele si metodele” utilizate pe parcursul
cercetdrilor, si anume: materialul biologic, analizele fizico-chimice intreprinse,
determindrile specifice efectuate, organizarea si descrierea protocolului experimental
instituit, precum si metodele de analiza statistica utilizate. Protocolul experimental
implementat s-a bazat pe: proceduri chirurgicale, monitorizarea evolutiei vindecarii
plagilor prin examen macroscopic si histologic, examen bacteriologic al microbismului de
la nivelul pielii animalelor, ante- si post-operator.

Capitolul VII grupeaza partea de ,Rezultate si discutii”, incluzand sase subcapitole
in care sunt conturate datele obtinute pentru fiecare obiectiv in parte.

Capitolul VIII sintetizeaza partea de ,Concluzii si recomandari” desprinse in urma
investigatiilor efectuate.

Capitolul IX este denumit ,Originalitatea si contributiile inovative ale tezei” si
analizeaza caracterul inovativ si aportul prezentului studiu la ansamblul datelor existente
in literatura de specialitate.

REZULTATELE CERCETARII

Cercetarile efectuate in cadrul prezentei teze de doctorat au fost realizate in
perioada 2018-2020. In acest context, strategia de abordare a temei de cercetare a
cuprins doud mari directii: analiza calitatii compozitionale si evaluarea proprietatilor
biologice a doud produse apiterapeutice, care au fost implementate ca terapie topica in
plagi cutanate experimentale la sobolani.

Produsele experimentale introduse in acest studiu au fost doud produse
apiterapeutice, elaborate in colaborare cu SC VITAPLANT SRL, din localitatea Sacel,
judetul Sibiu, Romania. Produsul Apiterapeutic I s-a obtinut prin amestecul a doua
componente naturale, reprezentate de miere de mana (95%) si ulei de catina (5%) per
100 g. Produsul Apiterapeutic Il s-a obtinut prin amestecul a doud remedii apicole:
miere de mana (89%), respectiv extract moale de propolis (10%) si a unui ulei esential
de cimbru (1%), per 100 g. Materia prima necesara in elaborarea celor doua produse
apiterapeutice a fost asigurata de catre SC VITAPLANT SRL.

I
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Fig. 1. Produsele apiterapeutice investigate (original)

Animalele introduse in testare au fost reprezentate de 15 sobolani (Rattus
norvegicus), din linia Wistar, clinic sandtosi, masculi, de un an, cu greutatea corporala
medie de 518.47+14.43 g. Acestia au fost intretinuti pe durata experimentului in
Biobaza USAMV Cluj-Napoca, In conditii special create si conforme cu legislatia in
vigoare (STANDARD ISO 10993-2/2004; DIRECTIVA 2010/63/UE A PARLAMENTULUI
EUROPEAN SI A CONSILIULUI EUROPEAN; LEGEA 43/2014 DIN ROMANIA).

in prezenta lucrare, am efectuat de asemenea, o serie de analize fizico-chimice
uzuale in cadrul laboratoarelor specializate acreditate si conform metodelor consacrate din
literatura de specialitate.

Studiul parametrilor fizico-chimici ai mierii de mana

In general, proprietitile fizico-chimice ale mierii constituie veritabili parametri
de calitate ai acesteia, investigarea lor fiind necesara in vederea evaluarii autenticitatii
acestui produs si identificarii factorilor responsabili pentru deprecierea lui. Rezultatele
obtinute au relevat conformitatea mierii studiate cu prevederile legale in vigoare si
incadrarea sa ca miere de mana de calitate superioara.

Toti parametrii fizico-chimici analizati au indicat valori situate in limitele de
referinta prevazute de cadrul legisativ, incluzand: continutul in apa (16%);
conductivitatea electrica (940 uS/cm-1); aciditatea libera (10.20 meq NaOH/kg); pH-ul
(3.84); HMF-ul (0.27 mg/kg miere); profilul glucidic (continut de
glucoza+fructoza=71.33%), activitatea diastazica (37.12 DN); lipidele totale (0.024%);
proteinele totale (0.55%). Am remarcat de asemenea, absenta reziduurilor de
tetracicline, iar la analiza melisopalinologicd a probei de miere investigate am
evidentiat prezenta elementelor de mana specifice.

Studiul calitatii compozitionale a uleiurilor naturale

Analiza datelor obtinute pentru uleiul de catina investigat a relevat o gama larga de
compusi biologic activi, care activeaza functiile fiziologice ale pielii si stimuleaza procesul
de regenerare tisulard si sinteza a colagenului, precum: carotenoidele totale (142.33
mg/100 g ulei); acizii grasi saturafi (41.30%), incluzand acidul palmitic (41.03%), acidul
stearic si acidul miristic; acizii grasi mononesaturati (53.50%), incluzand acidul palmitoleic
ca si compus majoritar (35.12%), dar si acidul oleic si vaccenic; acizii grasi polinesaturati

I\Y%
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(5.20%), incluzand acidul linoleic (3.63%) si acidul linolenic; tocoferolii reprezentati de a-
tocoferol (128 mg/100 mL ulei), B-tocoferol (6.24 mg/100 mL ulei) si §-tocoferol (0.65
mg/100 mL ulei); sterolii, reprezentati de stigmasterol (32 mg/100 mL ulei) si -sitosterol
(3000 mg/100 mL ulei).

Analiza datelor obtinute la testarea uleiului esential de cimbru a evidentiat 21 de
compusi organici diferiti. Dintre acestia, compusul majoritar a fost reprezentat de timo],
care a inregistrat valori ridicate (52.15%), acesta fiind cunoscut prin activitatea
antibacteriana puternicd. Am semnalat de asemenea, cantitdfi importante de p-cimen
(23.55%) si y-terpinen (5.31%). Valorile obtinute confirma faptul ca proba investigata
apartine chemotipului timol, ceilalti compusi fiind minoritari, cu valori cuprinse in
intervalul 0.03%-3.81%.

Studiul privind continutul in compusi biologic activi din mierea de
mana si din produsele apiterapeutice

Evaluarea continutului in polifenoli totali a relevat valori medii de 87 mg GAE/100 g
la mierea de mana, 973 mg GAE/100 g la produsul apiterapeutic [ si 997 mg GAE /100 g la
produsul apiterapeutic II. In consecinti, putem observa o crestere a continutului in
polifenoli totali in cazul celor doud produse apiterapeutice comparativ cu proba de miere
de mang, care a servit ca baza comund acestora. Aceste aspecte pot fi puse pe seama
constituentilor suplimentari care intra in compozitia produselor, precum uleiul de catina
pentru produsul apiterapeutic I, respectiv uleiul esential de cimbru si extractul moale de
propolis pentru produsul apiterapeutic II.

Evaluarea continutului in flavone-flavonoli a evidentiat un continut al acestor
compusi apropiat ca valori: 33.33 mg QE/100 g pentru produsul apiterapeutic I,
respectiv 37.33 mg QE/100 g pentru produsul apiterapeutic II. Spre deosebire,
cantitatea de flavone-flavonoli continuta in proba de miere de mana a fost mai redusa
(20.33 mg QE/100 g miere), dovedindu-se inca o datd, superioritatea produselor
apiterapeutice elaborate, datoritd constituentilor suplimentari din compozitia
acestora.

Studiul activitatii antioxidante totale a mierii de mana si a produselor
apiterapeutice

Evaluarea activitatii antiradicalice prin metoda DPPH a relevat valori variate,
dependente de continutul in compusi antioxidanti prezenti in fiecare proba. Cel mai mic
procent de inhibitie a fost observat la mierea de mana (21.03 %), in timp ce la produsele
apiterapeutice am obtinut valori mult mai ridicate. Produsul apiterapeutic I a prezentat cel
mai ridicat procent de inhibitie (84.29 %), In timp ce la produsul apiterapeutic [ am obtinut
o valoare mai scazuta (41.75 %).

Evaluarea activitatii antioxidante prin metoda FRAP a relevat de asemenea, valori

\
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diferite. Cea mai mare valoare FRAP a fost semnalata la produsul apiterapeutic Il (2734 pM
Fe2+/100 g produs), urmat de produsul apiterapeutic I (541.3 uM Fe?*/100 g produs),
mierea de mana prezentand cea mai scazuta activitate antioxidanta (29.68 uM Fez*/100 g miere).

Studiul activitatii antibacteriene a produselor apiterapeutice si a
componentelor utilizate

Rezultatele activitatii antibacteriene a celor doud produse apiterapeutice,
precum si a fiecarui element component din formula acestora au fost exprimate in
functie de diametrele zonelor de inhibitie (mm). Tulpinile bacteriene testate au fost
clasificate ca fiind: ,sensibile”, daca diametrul a fost mai mare de 12 mm, ,moderat
sensibile”, cind diametrul fost cuprins intre 6 si 12 mm si ,rezistente”, daca diametrul
a fost mai mic de 6 mm. Cele sase tulpini bacteriene de referinta internationala
utilizate in acest studiu au prezentat sensibilitate diferita fatd de cele doua produse
apiterapeutice testate (Tabel 1). Tulpinile de stafilococi izolate clinic au prezentat
sensibilitate diferitd la actiunea produselor apiterapeutice investigate, cea mai
sensibild dovedindu-se a fi tulpina de Staphylococcus spp. 354. In general, bacteriile
Gram-pozitive au fost mai sensibile la actiunea produselor testate, dar s-au obtinut
rezultate bune si fata de cele Gram-negative.

Tabel 1
Potentialul antibacterian al probelor luate in studiu

PROBELE TESTATE/
TESTED SAMPLES

Produs apiterapeutic

1/ Apitherapeutic

product I
Produs apiterapeutic

11/ Apitherapeutic

product II
Soft propolis extract

Ulei de cimbru/
Sea buckthorn oil
Miere de mana/
Honeydew honey
Extract moale de
propolis /

Thyme oil
Ulei 1 de catina/

Amoxicilina/
Amoxycilin

TULPINA
Nr / BACTERIANA/
BACTERIAL
STRAINS
ETRUL ZONEI DE LIZA (mm)/
DIAMETER OF THE LYSIS AREA (mm)
[ 2. |

18.09 0 8.71 1013 14.22 9.63 23.47
2 18.54 0 11.47 1432  14.64 7.89 28.58
“ 2418 0 8.32 859 1204  946IP uc'g“
[ 4. Is 24.19 0 8.04 913 1307 1052 26,50
[ 5. I 23.89 0 8.44 947  10.85 9.92 9.53
[ 6. | 39.02 0 12.15 15.63 17.08 1401  40.86
| 7. | 26.33 0 9.06 1037 1873  13.40 R
[ 8. | 23.20 0 13.66 1458 1680 1513  30.12
[ 9. ] 27.06 0 0 8.77 9.83 0 15.39
Et 17.62 0 8.93 978  11.05 0 18.23
21191P 0 1593CR  1593CR  17.49 0 R
[ 12. ] 27.68 0 9.32 1236 1374 9.77 24.38

Legenda: IP = inhibite partiald; CR = colonii rezistente; R= rezistent.

VI
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Studiul privind potentialul cicatrizant si regenerativ al produselor
apiterapeutice

In urma investigatiilor efectuate in baza protocolului experimental adoptat, bazat pe

inducerea de plagi excizionale cu un punch de biopsie de 8 mm, la sobolani repartizati pe
trei loturi (lot I- plagi netratate; lot II- plagi tratate cu produsul apiterapeutic I; lot III-plagi
tratate cu produsul apiterapeutic II), am constatat urmatoarele:

» Acoperirea cu cruste a plagilor de control si a plagilor tratate cu cele doua

VII

produse apiterapeutice, existand insa si unele diferente. Astfel, la majoritatea
defectelor cutanate de control, crustele au fost sero-hemoragice, rosiatice si
puternic aderente la tesutul subiacent. Spre deosebire, plagile tratate au fost
mult mai uscate, mai voluminoase si de culoare brun-maronie la subiectii din
lotul I, respectiv brun-negricioasa la cei din lotul III (Tabel 2);

Plagile subiectilor tratati cu produsul I si plagile tratate cu produsul II au relevat
o vindecare completd in ziua a 12-a, dar cu resturi cicatriciale usor vizibile.
Comparativ, plagile netratate prezentau inca dimensiuni importante si aspect
concav in ziua a 12-a post-interventie (Tabel 3);

Procesul de cicatrizare-regenerare a fost complet finalizat in ziua a 15-a a
experimentului la subiectii tratati topic cu produsele apiterapeutice (loturile II
si III), distingandu-se cu greu locul producerii defectului cutanat, in timp ce la
lotul de control, plagile erau In continuare prezente (Tabel 3);

Tabel 2 5i 3
Evolutia procesului de vindecare a plagilor pe zile
A (zilele 0-3-6) B (zilele 9-12-15)

EE

Sobolan/Rat ‘ ol el e o an /Rat obolan; ‘Sobolan /Rat
1 | 5 3 4

3

15

2 5| Ziva/oay | ziva

£

Touy [ | Tia /Ony | 2isa /Duy [ Zs Ouy

[
Ziua /Day
9

3
Ziua /Day
12

Lotu
Ziua /Day | Ziea

.
Sobolan/Rat ‘ Poheten /it | Dot muc | bsten ot
11

5 z,
i 3

7 Za/Day

¥
oy
EE "
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» Procentul de inchidere a plagii (%), calculat pentru fiecare sobolan in parte, a
evidentiat Incepand cu ziua a 9-a post-interventie, o medie de 93.77 % pentru
lotul II, respectiv de 95% pentru lotul III, in timp ce la lotul I, valorile medii
inregistrate au fost de 77.93%.

> In ziua a 12-a a experimentului, procentul de inchidere a fost de 100% la
plagile tratate cu produsele apiterapeutice din loturile II si III, cu urme
cicatriciale discrete, iar la lotul de control, media atinsa a fost de 80.90%. La 15
zile de la derularea experimentului, s-a Inregistrat un procent de Inchidere a plagilor
de 93.11% la lotul netratat;

» Analiza microbiologicd comparativd a probelor prelevate ante- si post-
operator de la nivelul pielii sobolanilor a relevat un numar mai redus de
colonii dezvoltate, In ziua a 7-a post-terapeutic la loturile experimentale, fata
de lotul de control. Acest numar foarte redus de colonii fata de ziua 0, l-am
atribuit efectului antibacterian al produselor experimentale utilizate;

» Evaluarea histologica a biopsiilor cutanate a evidentiat un bun efect terapeutic
al aplicarii topice a celor doua produse apiterapeutice, procesele reparatorii
cutanate fiind mult mai avansate la finele experimentului, loturile tratate
prezentand un epiteliu gros si refacut aproape in totalitate (Fig. 2).

Fig. 2. Aspectul histologic al epiteliului cutanat la sobolanii din loturile investigate: A-Lot I:
sdgeata neagrd-zona lipsita de epiteliu; sageata albastra-epiteliu in curs de consolidare; B-Lot II: sageata
neagra-epiteliu reficut deasupra zonei de interventie; C-Lot I1I: sdgeata neagrad-zonad refdcuta, lipsita de fire
de par si glande (Col. Tricrom Goldner; original).

VIII
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IX

CONCLUZII SI RECOMANDARI

Analiza parametrilor fizico-chimici ai probei de miere de man3, utilizata ca baza
comuna pentru cele doua produse apiterapeutice testate a relevat calitatea
compozifionala si conformitatea acesteia cu cadrul cadrul legislativ actual.

Analiza compozitionald a uleiurilor de catina si de cimbru, componentele formulelor
apiterapeutice, a indicat un confinut bogat In compusi bioactivi cu impact deosebit in
procesele reparatorii tisulare.

Din ansamblul rezultatelor obtinute reiese si continutul bogat in polifenoli totali,
respectiv In flavone-flavonoli a produselor apiterapeutice investigate.

Rezultatele studiului nostru a relevat o activitate antibacteriana si antioxidanta buna a
produselor apiterapeutice investigate, cu efecte benefice in vindecarea plagilor.

Implementarea modelului excizional in testarea potentialului regenerativ tisular al
celor douda produse apiterapeutice cu adaos de uleiuri naturale s-a dovedit
eficienta in investigatiile efectuate, procesele tisulare reparatorii fiind dominante
pe toatd durata experimentului.

Pornind de la arsenalul bogat de produse bioterapeutice existent actualmente pe
piatd, recomandam elaborarea si utilizarea pe scara mai larga a acestora si In
domeniul medicinei veterinare.

Efectuarea si reproducerea unor viitoare studii cu diferite tipuri de mieri autohtone si
uleiuri naturale privind potentialul biologic activ al acestora.

Pe baza proprietatilor bioactive raportate in prezenta lucrare, recomandam
implementarea acestui tip de formule apiterapeutice in clinicile veterinare, ca
terapie topica in managementul plagilor simple si complicate la animale.
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