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RESUMO

SILVA, Rithiely Conceicdo. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO MEL DE Apis
mellifera E O EFEITO SOBRE A PERMEABILIDADE DA MEMBRANA.
Céaceres: UNEMAT, 2022. 92 p. (Dissertagdo - Mestrado em Ciéncias
Ambientais)?.

Este estudo avalia a atividade antibacteriana do mel de Apis mellifera (fresco e
fracOes) isolado e associado com antibidticos na atividade antibacteriana e
aumento da permeabilidade da membrana. Os méis avaliados, oriundos do
estado de Mato Grosso, dos municipios de Caceres (mel 1 e 2), Barra do Garcas
(mel 3), Nossa Senhora do Livramento (mel 4) e Sinop (mel 5), foram
selecionados devido maior conteudo de fendlicos, atividade antioxidante e
antibacteriana comparado com outros do Estado, estudados pelo Laboratério do
Centro de Estudo de Apicultura (CETApis). Os 05 méis frescos e suas 03 fracdes
(hexano, acetato de etila e n-butanol) testados totalizaram 20 amostras. As
bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis e Helicobacter
pylori foram avaliadas pelo método de microdilu¢do em caldo, com diluicdo
seriada de 1000 a 1,95 ug/mL. O efeito sobre a permeabilidade da membrana foi
investigado por microdiluicdo em caldo, com a combinag¢do de mel ou fragéo e
antibiotico, semelhante a “checkboard”. Para esse estudo, o mel ou fracédo foi
testado nas concentracbes seriadas de 80 a 0,15 mg/mL, com o antibiético
(claritromicina/ eritromicina) na concentragao de 20 a 0,04 pg/mL. Para avaliar a
atividade antibacteriana do mel/ fracées no tempo de 2, 4, 8 e 24 H foi utilizada
a metodologia Time Kill. Os méis e as suas fracbes ndo tiveram atividade
antibacteriana até a concentragdo de 1000 ug /mL para as trés bactérias, com
média de inibicdo de 24% para E. faecalis, 23,55% para S. epidermidis e 64,45%
para H. pylori. O mel 1 (fresco e fracdo N-butanol) aumentou a permeabilidade
da membrana de E. faecalis, na combinacao de 80 mg/mL de mel com 20 ug/mL
de claritromicina. No entanto, os cinco méis ndo tiveram efeito sobre a
permeabilidade da membrana de S. epidermidis. Conclui-se que o mel 1 de
Céaceres é promissor para aumentar a atividade antibacteriana do antibiético
sobre E. faecalis, ligada a permeabilidade da membrana, possivelmente devido
a acdo de flavonoide.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; Permeabilidade da membrana
externa; Enterococcus faecalis; Staphylococcus epidermidis; Helicobacter pylori

1 Carla Galbiati - Orientadora, UNEMAT



ABSTRACT

SILVA, Rithiely Conceicdo. ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Apis mellifera
HONEY AND THE EFFECT ON MEMBRANE PERMEABILITY. Caceres:
UNEMAT, 2022. 92 p. (Masters Dissertation in Environmental Sciences)?.

This study evaluates the antibacterial activity of Apis mellifera honey (fresh and
fractions) isolated and associated with antibiotics in the antibacterial activity and
increase in membrane permeability. The evaluated honeys, from the state of
Mato Grosso, from the municipalities of Caceres (honey 1 and 2), Barra do
Gargas (honey 3), Nossa Senhora do Livramento (honey 4) and Sinop (honey 5),
were selected due to higher content of phenolics, antioxidant and antibacterial
activity compared to others in the State, studied by the Laboratory of the Center
for the Study of Beekeeping (CETApis). The 05 fresh honeys and their 03
fractions (hexane, ethyl acetate and n-butanol) tested totaled 20 samples. The
bacteria Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis and Helicobacter
pylori were evaluated by the broth microdilution method, with a serial dilution from
1000 to 1.95 ug/mL. The effect on membrane permeability was investigated by
broth microdilution, with the combination of honey or fraction and antibiotic,
similar to “checkboard”. For this study, the honey or fraction was tested at serial
concentrations of 80 to 0.15 mg/mL, with the antibiotic
(clarithromycin/erythromycin) at a concentration of 20 to 0.04 yg/mL. To evaluate
the antibacterial activity of honey/fractions at 2, 4, 8 and 24 h, the Time Kill
methodology was used. The honeys and their fractions did not have antibacterial
activity up to a concentration of 1000 pg /mL for the three bacteria, with a mean
inhibition of 24% for E. faecalis, 23.55% for S. epidermidis and 64.45% for H
pylori. Honey 1 (fresh and N-butanol fraction) increased the membrane
permeability of E. faecalis, in the combination of 80 mg/mL of honey with 20
pg/mL of clarithromycin. However, the five honeys had no effect on S. epidermidis
membrane permeability. It is concluded that honey 1 from Caceres is promising
to increase the antibacterial activity of the antibiotic against E. faecalis, linked to
membrane permeability, possibly due to the flavonoid action.

Keywords: Antibacterial activity; Outer membrane permeability; Enterococcus
faecalis; Staphylococcus epidermidis; Helicobacter pylori

2 Carla Galbiati - Major Professor, UNEMAT.
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1. INTRODUCAO

O mel de abelhas é resultante de néctar, polen e/ou exsudatos de plantas.
As abelhas combinam esse material com substancias proprias, entdo, depositam
nos favos para seu amadurecimento (ALMASAUDI, 2021; HABIB et al., 2014;
RAJS et al., 2022). Segundo a origem botanica o mel pode ser monofloral,
originado predominantemente por uma mesma familia, género ou espécie e o
mel Multifloral, procedente de varias fontes florais (OZBAY; ARSLAN; GORUR,
2022). O mel € composto principalmente por carboidratos e agua, bem como
acidos organicos, enzimas, proteinas, vitaminas, aminoacidos, minerais, lipidios,
grdos de polen, pigmentos (carotenoides e outros), produtos da reacdo de
Maillard, compostos volateis, fendlicos e flavonoides (AVILA et al., 2018;
BRASIL, 2000; BRUGNEROTTO et al., 2019; CODEX ALIMENTARIUS, 1987;
DE-MELO et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018).

Os compostos presentes no mel conferem diversas propriedades
farmacoldgicas, as quais vem do conhecimento popular (ALVES et al., 2021;
CHEUNG; GERBER, 2009; RIBEIRO et al., 2009; SANZO; DEL RIO; VAZQUEZ,
2001; TILAHUN et al., 2021). Recentemente estudos comprovam as
propriedades farmacold6gicas do mel, dentre as quais destaca-se a atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (ELBARGISY, 2020). Os
compostos presentes no mel que conferem tais propriedades estao relacionados
com as fontes botanicas visitadas pelas abelhas, que por sua vez, sofre a
influéncia da flora regional ( COOPER, 2014; DE-MELO et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2018). Outros fatores sao importantes como o ano, origem,
ndamero de cachos, que se relacionam com o perfil quimico do mel (OLAVE-
OLAVE et al., 2021).

Uma das propriedades farmacolégicas mais estudada do mel é a
antibacteriana. Alguns dos estudos avaliaram o mel de Apis mellifera, de
diferentes localidades, que apresentou concentracdes de inibicao distintas sobre
bactérias gram positivas e negativas. Para bactérias gram positivas, o mel
polifloral, oriundo do Chile, teve concentragdo inibitoria de 18,7% v/v sobre
Staphylococcus epidermidis (OLATE; OLAVE, 2021).
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O mel de regides da Algeria e do Estado do Amazonas, Brasil, tiveram
MIC de 2,5-5% p/v e 10% vlv, respectivamente, sobre Enterococcus faecalis
(BOUACHA; AYED; GRARA, 2018; CRUZ et al, 2014). A atividade
antibacteriana do mel sobre gram negativas, verificada no mel de Minas Gerias,
Brasil, teve MIC de 3,125 a 12,5% (p/v) sobre Escherichia coli (VIANA; CARMO;
BASTOS, 2018). O mel de regides da Etiopia teve MIC de 12.5 a 50% v/v sobre
Pseudomonas aeruginosa (WASIHUN; KASA, 2016). O mel da Amazonia, Brasil,
teve MIC de 0,7%v/v sobre Chromobacterium violaceum (CRUZ et al., 2014). O
mel tem atividade antibacteriana sobre outras espécies, diferentes das descritas
anteriormente (BOORN et al., 2010; CIANCIOSI et al., 2018).

A atividade antibacteriana do mel pode ser explicada pela sua acidez
natural, alto efeito osmaético, e a presenca de peroxido de hidrogénio
(KWAKMAN; ZAAT, 2012; MOLAN, 1992; WHITE; SUBERS; SCHEPARTZ,
1963), metilglioxal (ADAMS et al., 2008), compostos volateis (MANYI-LOH;
CLARKE; NDIP, 2012), defensina-1(KWAKMAN; ZAAT, 2012) e polifendis, como
os flavonoides e &cidos fendlicos (BAEK et al., 2015; GUO et al., 2020).

Alguns dos compostos atuam em diferentes mecanismos sobre bactérias,
como exemplo, os polifendis (acidos fendlicos e flavonoides), agem sobre
estresse oxidativo, inibicdo de peptidoglicano, sintese de ribossomo e
permeabilidade da membrana (ALMASAUDI, 2021). Neste sentido, estudos
demostraram que o mel age sobre a membrana de bactérias, como méis
Hungaros que induziram lise de células bacterianas devido ao rompimento da
membrana celular, em gram negativas e positivas (BALAZS et al., 2021). O mel
de Manuka, Nova Zelandia, agiu sobre a cadeia de transporte de elétrons da
bactéria Pseudomonas aeruginosa, induzindo a despolarizacdo e
permeabilizacdo da membrana (BOUZO et al., 2020).

O mecanismo de acao do mel sobre a permeabilidade da membrana de
bactéria, indica que a combinacdo do mesmo com antibioticos, que ndo agem
sobre a lize da membrana, como os macrolideos que agem na sintese proteica
da bactéria (Figura 1) (RANG et al., 2012) ird aumentar devido a reducdo dessa
barreira & penetracdo do antibiotico. Isso foi constatado para o mel de Manuka,

onde a combinagdo com rifampicina demonstrou sinergismo sobre isolados de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wasihun+AG&cauthor_id=27386291
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kasa+BG&cauthor_id=27386291

15

S. aureus ou aumento na suscetibilidade aos medicamentos (LIU et al., 2015).
Esses autores observaram que cepas resistentes a algum antibidtico se
tornaram sensiveis, quando o antibidtico foi combinado com mel. Essa
combinacdo de antibiéticos e mel pode levar a diminuicdo da concentragdo
inibitéria minima do antibidtico (JAKTAJI; GHALAMFARSA, 2021).

A diminuicdo da concentracdo de antibioticos com o uso de mel € uma
forma de reduzir os gastos com tratamentos convencionais, menor quantidade
de antibidticos, rapidez na cura e reducdo nas hospitalizacbes (ABDERRAHIM
et al., 2019; ALMASAUDI, 2021; OLIVEIRA et al., 2017). O feito sinérgico
advindo da combinacéo de antibiéticos e mel atende ao objetivo 3 (saude e bem-
estar) do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da agenda 2030, proporcionando
acesso a medicamentos a precos mais acessiveis para todos (Na¢des Unidas
no Brasil, 2022).

A atividade antibacteriana do mel do Brasil foi confirmada para algumas
bactérias, porém, sem registro do modo de agéo até o momento, como o0 mel de
Santarém, Para, que teve a atividade antibacteriana sobre Staphylococcus
epidermidis (SILVA; SILVA, 2020). O mel da Amazobnia que teve a atividade
antibacteriana sobre Enterococcus faecalis (CRUZ et al., 2014) e o mel de Mato
Grosso sobre Helicobacter pylori (ALEIXO et al., 2018), sem registro do possivel
modo de agao antibacteriano.

Neste sentido, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antibacteriana do mel de Apis mellifera (fresco e fracfes) isolado e associado
com antibiéticos na atividade antibacteriana e aumento da permeabilidade da
membrana.

Méis hungaros, por meio do ensaio de time-kill e estudo da degradacéo
da membrana agiram contra Streptococcus pneumoniae (gram positiva) e
Pseudomonas aeruginosa (gram negativa) na segunda hora. Os méis foram
capazes de provocar lise da célula bacteriana através do rompimento da
membrana das bactérias gram positivas e gram negativas (BALAZS et al., 2021).
Neste sentido a hipétese deste estudo é que o mel apresenta atividade
antibacteriana relacionada ao aumento da permeabilidade da membrana,

proporcionando maior atividade dos antibidticos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mel

O mel de abelhas é resultante de néctar, polen e/ou exsudatos de plantas.
As abelhas combinam esse material com substancias proprias, entdo, depositam
nos favos para seu amadurecimento (ALMASAUDI, 2021; HABIB et al., 2014;
RAJS et al., 2022).

O mel produzido pelas abelhas € consumido pela humanidade a muito
tempo, comecando através dos egipcios no antigo Egito a aproximadamente
5500 anos Ac. Os egipcios utilizavam o mel como oferenda aos Deuses, para
embalsamamento e tratamento de feridas. Além do Egito o mel era usado na
Grécia, Roma e na medicina tradicional chinesa e Ayurveda (KUROPATNICKI;
Kt OSEK; KUCHARZEWSKI, 2018).

Mais recentemente, o mel é consumido em diversas partes do mundo. Os
principais usos do mel sdo como medicamento, alimento, adocante e cosmético.
As formas de uso incluem tratar doencas como diarreia, gripe, garganta
inflamada e outras do sistema respiratorio, coceira, alergia, tratar feridas,
protecdo da pele do frio, ingrediente de sobremesa e demais refeicbes (ALVES
etal., 2021; CHEUNG; GERBER, 2009; RIBEIRO et al., 2009; SANZO; DEL RIO;
VAZQUEZ, 2001; TILAHUN et al., 2021).

2.2 Importancia econdémica do mel

A producao mundial de mel girou em torno de 1.852.598 toneladas no ano
de 2019, onde a China representa o maior produtor (cerca de 444.100 toneladas)
e exportador de mel, com precos mais acessiveis. O segundo maior produtor
a Turquia (109.330 toneladas) e o terceiro a Argentina (Entre 50.000 e 80.000
toneladas). O Brasil, mesmo com seu alto potencial apicola € o décimo primeiro
maior produtor, com cerca de 46 mil toneladas. Apesar da Nova Zelandia nao

ser um dos principais produtores de mel do mundo é o que tem uma excelente
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competividade de mercado, devido diversas pesquisas sobre suas atividades
bioldgicas. O pais € o segundo maior exportador e com alto valor de mercado
(VIDAL, 2021).

O maior produtor de mel no Brasil foi o Parana, com uma producédo de
7.844.255 kg no ano de 2020. O segundo foi o Rio Grande do Sul, com 7.466.815
kg, o terceiro foi o Piaui, com 5.672.514 kg e o que menos produziu foi o Estado
do Acre, com 4.574 kg (IBGE,2020).

O Brasil vem ganhando um espagco muito importante no setor de
exportacdo do mel natural no mundo. Entre os anos de 2016 e 2020, chegou a
exportar uma receita de US$ 475,6 milhdes e cresceu 1,7% no periodo. Em 2021
essa exportacdo aumentou para uma recita US$ 107,7 milhdes, durante os seis
primeiros meses, um crescimento de 174% quando comparado aos memos
periodo do ano de 2020 (US$ 39,3 milhdes). Os principais exportadores de mel
brasileiro, atualmente, sdo os Estados Unidos, Alemanha e Canada, juntos
somam 92,5% do total de mel exportado pelo pais (APEXBRASIL, 2021).

A producdo de mel é uma fonte de renda no campo, para pequenos
produtores e uma atividade que demanda poucos custos (SILVA et al., 2020).
No Norte de Minas Gerais houve um aumento da producdo de mel e como
consequéncia teve geracdo de empregos no campo. Assim como, maior
participacéo de jovens e mulheres na apicultura (ABELHA, 2017).

Além disso, a apicultura é uma atividade sustentavel e essencial, uma vez
que as abelhas realizam a polinizacdo de plantas, vindo corroborar e

proporcionar um aumento da producao agricola (CONAP, 2022).

2.3 Origem botéanica do mel

A origem botanica do mel é identificada pela melissopalinologia, a qual
estuda o tipo de poélen contido no mel. Essa identificacdo ocorre por analise
microscopica do polen no mel, o que permite obter evidéncias de sua origem
botanica e localizacdo geografica (BALKANSKA; STEFANOVA; STOIKOVA -
GRIGOROVA, 2020).
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A identificacdo dos tipos de pdlen presentes no mel ocorre a partir da analise
qualitativa e quantitativa. A qualitativa avalia os tipos polinicos, através da sua
morfologia e a quantitativa é realizada por meio da contagem dos gréos de pélen.
Dependendo da frequéncia do pélen no mel sdo classificados em pdlen
dominante (PD > 45%); poOlen acessorio (PA 16% a 45%); pélen isolado
importante (PIl 3% a 15 %) e polen isolado ocasional (PIO menor que 3%)
(COSTA et al., 2015).

A classificagdo do mel floral € monofloral, originado predominantemente por
uma mesma familia, género ou espécie, ou mel multifloral, procedente de vérias
fontes florais, sem a predominancia de nenhuma espécie com frequéncia inferior
a 45% (OZBAY; ARSLAN; GORUR, 2022).

Méis do Brasil foram estudados quanto sua origem floral em diversas
regioes, na regido Centro-Oeste, no Pantanal de Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul houve maior potencial para producdo de mel multifloral. As plantas utilizadas
na maioria dos méis, tanto para méis multiflorais quanto monoflorais, foram
Curatella americana e Myracrodruon urundeva (LUZ; CHAVES; CANO, 2021).
Na Regido Nordeste, os méis da Bahia foram multiflorais, o perfil polinico foi de
Mimosa tenuiflora, Vernonanthura condensata, Bidens, Hyptis, Amaranthus
spinosus, Schefflera morototoni e Serjania pernambucensis (SANTOS et al.,
2019). No Sudeste, o mel de Sao Paulo foi classificado majoritariamente como
multifloral, composto principalmente pelas espécies Arecaceae (Attalea e
Euterpe/Syagrus), Asteraceae (Mikania cordifolia), Fabaceae (Machaerium),
Rutaceae (Zanthoxylum) e Sapindaceae (Cupania oblongifolia). (BOSCO; LUZ,
2017). Na regido Norte, nos estados do Amazonas, Para, Rondbnia e Roraima
foram citados na maioria dos méis os tipos polinicos das espécies Cecropia,
Tapirira guianensis, Byrsonima e Miconia (FREITAS; NOVAIS, 2014). No Sul do
Brasil, no Rio Grande do Sul o mel foi multifloral com contribui¢éo polinica das
espécies Schinus terebenthifolia, llex sp., Syagrus romanzoffiana, Asteraceae,
Clethra scabra, Sebastiania sp., Eucalyptus sp., Mimosa sp. e Eugenia sp.
(RADAESKI; SILVA; BAUERMANN, 2019).

A origem botanica monofloral de alguns méis estrangeiros foram

pertencentes Acacia mangium, na Malasia, Iran, Hungaria, China, Coreia e
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Turquia. No Peru o mel monofloral foi de Prosopis pallida, na Nova Zelandia de
Leptospermum scorparium e na Australia e Italia de Eucalyptus sp. Mel multifloral
foram encontrados na Polénia/ Podkarpackie, Portugal, Grécia, México, india/
Shilong, India/ Mawsynram, india/ Tezpur, Argentina, Argélia/ Babors Kabylia,
Estonia e Turquia/ Mesudiye (BECERRIL-SANCHEZ et al., 2021).

A origem botéanica do mel pode mudar em func&o da origem geografica e

a flora de cada regiéo ou localidade.

2.4 Composicao quimica do mel

O mel é composto principalmente por carboidratos e 4gua, bem como
acidos organicos, enzimas, proteinas, vitaminas, aminoacidos, minerais, lipidios,
graos de polen, pigmentos (carotenoides e outros), produtos da reacdo de
Maillard, compostos volateis, fendlicos e flavonoides (AVILA et al.,, 2018;
BRASIL, 2000; BRUGNEROTTO et al., 2019; CODEX ALIMENTARIUS, 1987;
DE-MELO et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018).

Os carboidratos sdo componentes majoritarios em mel, inclui uma
variedade de acuUcares, podem ser monossacarideos frutose (levulose), bem
como glicose (dextrose), sacarose e maltose e dissacarideos oligossacarideos
(SARANRAJ; SIVASAKTHI, 2018).

Os compostos fendlicos sdo 0os compostos mais comuns no mel e sao
metabolitos secundarios das plantas, dentre eles destacam-se os acidos
fendlicos e os flavonoides (ISTASSE et al., 2016).

Dentre os compostos fendlicos encontrados em méis brasileiros, no mel
de Rio Grande do Sul foram identificados os acidos galico, protocatecuico, p-
cumarico, cinamico e os flavonoides miricetina e quercetina (NASCIMENTO et
al., 2018). No mel do Nordeste paraense, foram encontrados os &cidos galico,
ferrdlico, p-cumarico, vanilico, m-cumarico, o-cumarico, trans-cinamico e o
flavonide quercetina, (OLIVEIRA et al., 2012). Em Minas Gerais, os fendlicos
foram os acidos Gélico, Protocatecuico, p-OH-benzéico, Cafeico, vanilico, 2,4-
diOHbenzéico, p-cumarico, Ferdlico, o-cumarico, m-cumarico, 2,4-

diMeObenzodico, p-metoxi-benzodico, Cinamico e os flavonoides Tricetina,
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Narigenina, Crisina, Quercetina, Canferol, Apigenina (PEREIRA et al., 2010). Os
acidos galico, protocatecuico, p-cumarico, vanilico, m-cumarico, o-cumarico,
ferdlico, cindmico e o flavonoide quercetina foram comuns entre 2 ou mais meéis
nestes estudos. No mel de S&o Paulo houve a identificagéo do flavonoide morina
(LIANDA; CASTRO, 2008).

Dos compostos fendlicos presentes em meéis estrangeiros, na Malasia
foram os &cidos fendlicos cafeico, salicilico e os flavondides luteolina,
hesperetina, kaempferol, apigenina, 3,7,4'-trihidroxiflavona, naringenina, crisina,
fisetina, vitexina, isoorientina e xantohumol (CHEW et al., 2018). Em méis de
origem ltaliana os acidos fendlicos foram identificados como cafeico e p-
cumaricos e os flavonoides quercetina, kaempferol, naringenina, crisina e
pinocembrina (ISTASSE et al., 2016). Nos méis da Roménia forma identificados
0os acidos 3,4-di-hidroxibenzéico, p-hidroxibenzéico, clorogénico, cafeico,
siringico, p-acidos cumarico, ferulico e transcinamico e os flavonoides rutina,
quercetina, kaempferol, isorhamnetina, apigenina, pinocembrina, galangina,
crisina e pinostrobina (CIUCURE; GEANA, 2019). No mel da China foram
encontrados 21 compostos fendlicos, dentre os quais os acidos fenélicos cafeico,
vanilico, ferulico e os flavonoides luteolina, kaempferol e pinocembrina e outros
(GUO et al., 2020). Dos compostos fendlicos, o acido cafeico e o flavonoide
kaempferol estiveram presentes em todos 0s meis.

Os &cidos organicos identificados no mel de Santa Catarina, Brasil foram
acido maleico, malémico, férmico, citrico, malico, glicolico, lactico, glucénico,
succinico, glutarico, acético e propionico (BRUGNEROTTO et al., 2019). Na
Mal&sia foram encontrados os acidos organicos glucénico, acido succinico, acido
hidroxibenzdico, &cido hidroxidecandico, acido abscisico e acido hidroxioctanico
(CHEW et al., 2018).

Os minerais de méis provenientes do Cerrado de Sdo Paulo, e da
Roménia foram identificados calcio (Ca), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn),
magnésio (Mg) e ferro (Fe) (ANACLETO; MARCHINI, 2004; ALDA et al., 2017).

As proteinas identificadas no mel Polonés foram  Major Royal Jelly
Proteinas 1 e Alfa-glucosidase (BOCIAN et al., 2019). Em diferentes tipos de mel

da Espanha foram encontrados 24 tipos de aminoacidos livres, entre eles,
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prolina, aspartato, glutamato, acido a-aminoadipico, asparagina, serina,
glutamina, histidina, homoserina, glicina, treonina, arginina, alanina, taurina,
gaba, tirosina, metionina, valina, triptofano, fenilalanina, isoleucina, leucina,
ornitina e lisina. Sendo a prolina, o primeiro relato dos aminoacidos acido a-
aminoadipico e homoserina (PARAMAS et al., 2006). As enzimas sao proteinas
importantes na composig¢ao do mel, dentre elas, a a-glucosidase (invertase) e a-
e RB-amilase (diastase) (VORLOVA; CELECHOVSKA, 2002).

Para vitaminas sollveis em agua em méis de diferentes origens botanicas
da Italia, foram reportadas as vitaminas B2, B3, B5 e C (CIULU et al., 2011).

Os fitorménios do mel de provincias da China foram identificados e os
mais importantes foram 14 citocinina, 8 giberelina, 5 brassinosteroides, acido
indolacético, &cido indole-3-butirico, acido abscisico, acido salicilico, acido
jasmonico, jasmonoyl-leucina e jasmonoyl-fenilalanina (WANG et al., 2017).

No mel sdo encontrados diversos compostos volateis, com variada
composicdo quimica, pouco concentrados em uma matriz de agucar. No mel
espanhol de alecrim foram identificados 122 compostos volateis, dentre os quais
alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres. Nesse estudo foram usadas trés técnicas
de destilacdo e extracdo simultdnea e analise por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CASTRO-VDZQUEZ; PEREZ-COELHO;
CABEZUDO, 2003). No mel de Goldcrest, da Africa foram encontrados 16
compostos volateis, dentre os quais acido acético, 1l-propanol, cloridrato de
metanamina, 2-propanona, butanal, 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-piran-
4-ona em maiores quantidades (MANYI-LOH; CLARKE; NDIP, 2012).

2.5 Extracéo das fracdes de mel

Diversas fragfes e técnicas de extracdo ja foram estudadas nos diferentes
tipos de méis, oriundos de varios lugares do mundo. Seis variedades de mel
obtidas de diferentes localidades na Africa do Sul foram extraidas usando
seguintes processos: o mel bruto foi diluido com agua destilada estéril e extraido
com diferentes solventes organicos (n-hexano, éter dietil, cloroformio e acetato

de etila), com trés extracbes sucessivas, originando as fracbes dos solventes
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(MANYI-LOH, 2013).

Extratos de 7 variedades de mel coreano foram fracionadas usando
metanol absoluto, dgua destilada desionizada e sequéncia de 4 solventes
organicos: n-hexane, cloroformio, acetato de etila, n-butanol e &gua, para
separar compostos fendlicos (BAEK et al., 2015).

A extracdo da fracao volatil no mel da Mata Atlantica foi obtida a partir de
uma solucdo aquosa do mel, contendo n-pentanol, em seguida utilizou-se agua
bidestilada e a dessor¢do dos compostos volateis foi feita com acetona
(SANTOS, 2014).

A extracdo em fase sélida para polifendis de mel de diferentes regides da
Italia foi realizada com os solventes: solu¢cdo de acido cloridrico em pH 2, agua
destilada e metanol (ISTASSE et al., 2016).

A fracdo headspace de mel da Croacia foi extraida utilizando o solvente
ultrassénico (USE) onde utilizou-se diferentes solventes: mistura de pentano
com éter dietil, pentano e éter dietil. Também a microextracdo em fase solida
(JERKOVI et al., 2009).

FracOes etanoicas em amostras de propolis, do Estado de Sédo Paulo
foram submetidas a procedimentos extrativos, utilizando os diferentes solventes:
etanol, agua destilada e alcool comercial de graos (SAWAYA et al., 2004).

O mel bruto de acéacia, da Croacia foi extraido trés vezes com metanol
(MeOH), seu residuo foi suspenso em &gua e fracionado com n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol (KIM et al., 2017).

A fracdo volatil do mel de alecrim, proveniente da Espanha foi extraida
através de trés técnicas. Para as técnicas de destilacédo e extracdo simultanea e
extracdo liquido-liquido foram utilizados agua destilada, 2 pentanol e
diclorometano. A extracdo em fase solida (SPE) utilizou agua destilada, divinyl
benzene-N-vinyl pirrolydone, metanol e diclorometano. (CASTRO-VDZQUEZ,;
PEREZ-COELLO, CABEZUDO, 2003).

Na fracdo headspace do mel de Paliurus spina-christi, da Croacia, foram
encontrados um total de 33 compostos, entre eles aldeidos alifaticos (nonanal);
acidos alifaticos de cadeia reta, acido ramificado, ésteres e hotrienol presente
em menor quantidade (JERKOVIC et al., 2009).
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2.6 Propriedades farmacolégicas do mel

O mel apresenta inUmeras propriedades farmacolégicas dentre as quais
destaca-se a atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante
(ELBARGISY, 2020). Os constituintes presentes no mel que conferem tais
propriedades estdo relacionados com as fontes botanicas visitadas pelas
abelhas, que por sua vez, sofre a influéncia da flora regional ( COOPER, 2014;
DE-MELO et al.,, 2017; NASCIMENTO et al.,, 2018). Outros fatores sao
importantes como o0 ano, origem, numero de cachos, que se relacionam com o
perfil quimico do mel (OLAVE-OLAVE et al., 2021).

Estudos recentes comprovam a atividade antibacteriana do mel em
bactérias gram positivas e negativas (OLATE; OLAVE, 2021; VOIDAROU et al.,
2021; BROWN et al., 2020). Os fatores responsaveis pela atividade
antibacteriana do mel inclui sua acidez natural, alto efeito osmético e a diversos
constituintes como o peroxido de hidrogénio (H202) (KWAKMAN; ZAAT, 2012;
MOLAN, 1992; WHITE; SUBERS; SCHEPARTZ, 1963), metilglyoxal (ADAMS et
al., 2008), originados da acdo da enzima glicose oxidase, assim como a
presenca de compostos volateis de acido, alcool, cetona, acido alifatico,
composto de benzeno, hidrocarboneto, furano e derivados de pirano (MANYI-
LOH; CLARKE; NDIP, 2012), da biomolécula defensina-1, conhecida como
royalisin (KWAKMAN; ZAAT, 2012), e dos polifenéis como os flavonoides
(hesperitina, quercetina, narigenina, luteolina e outros) e acidos fendlicos (acido
cafeico, vanilico, ferulico e outros) (GUO et al., 2020).

A atividade antifingica do mel foi verificada na regido de Bananeiras,
Paraiba. O mel de Plebeia cf. flavocincta teve atividade sobre o fungo Aspergillus
niger (DA SILVA et al., 2015). O mel de aroeira de Apis mellifera da regido de
Janauba-MG (Brasil) teve atividade sobre cinco cepas de Candida albicans e as
espécies Candida glabrata, Candida tropicalis e Candida krusei. Além disso, o
mel de aroeira foi capaz de reduzir o biofilme maduro de todas as espécies de
Candida. Este mel foi 0 que teve maior concentracao de fendlicos, o que explicou

sua maior atividade antifungica (LIMA et al., 2022).
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Naik et al. (2021) realizou um estudo clinico onde demostrou a efetividade,
superior a tratamentos convencionais, do mel de gral médico (MGH) sobre o
virus que causa herpes labial. Observou que além da atividade antiviral houve
uma maior cicatrizacao da ferida e alivio da dor e coceira. Bakour et al. (2022)
relata a importancia do utilizo de mel para a reducdo da gravidade da infeccéo
pelo SARS-CoV-2. O mel pode ser um aliado no aumento da imunidade e fonte
de Zinco e polifendis, os quais exercem atividade imunomoduladora e antiviral.

Em relagéo a capacidade anti-inflamatoria do mel, um estudo verificou que
4 tipos de méis foram capazes de suprimir a producdo de marcadores pro-
inflamatorios NO, IL-18 e IL-6, devido a inducdo por lipopolissacarideo e
promoveram a expressao das citocinas anti-inflamatorias IL-10. Ainda, em
modelo ex vivo, exibiu um aumento de bactérias boas (lactobacilos), diminuiu
gram negativas prejudiiais e teve efeito positivo sobre a producdo de acidos
graxos de cadeia curta. A expressao IL-10 e aumento dos lactobacilos esteveram
correlacionados positivamente com a concentragdo de acido galico (WU et al.,
2022).

A atividade antioxidante do mel foi comprovada em méis brasileiros de
Apis mellifera, oriundos do Rio Grande do Sul. A maior capacidade antioxidante
foi encontrada nos méis de eucalipto e aroeira, ambos com maior teor de 4cido
galico (NASCIMENTO et al., 2018). Os fendlicos e flavonoides sao fatores que
atuam como antioxidantes natural em mel (TUKSITHA et al., 2018).

Outra propriedade farmacologica do mel é anticancer (AHMED; OTHMAN,
2017). O flavonoide galangina ja foi considerado um biotivo responséavel pela
atividade anticancer. Este bioativo tem como principal atividade a inibicdo da
progresséo do ciclo celular (DHIRENDRAUM et al., 2022).

Ainda foi comprovado o efeito positivo do mel, em um estudo experimental
com ratos Wistar com neuropatia diabética induzida. Apds seis semanas com a
admnistracdo de mel houve reducdo significativa da glicemia e lipideos
(SIRISHA et al.,, 2021). Assim como o efeito do mel de Ziziphus spina-
christi, Acacia nilotica, Acacia seyal e Cucurbita maxima na inibicdo de
trofozoitos de Entamoeba histolytica e Giardia lamblia in vitro (MOHAMMED et
al., 2019).
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Devido as propriedades farmacologicas do mel existe uma legislacao,
Praticas Integrativas e Complementares no SUS (PICS), que regulamenta a
utilizacdo de produtos naturais oriundos da apicultura como apitoxina, geleia
real, polen, propolis e mel, como forma de promocao e manutencgdo da saude. A
utilizacdo da apicultura no SUS proporciona dimuicdo de gastos, uma vez que
os produtos produzidos pelas abelhas apresentam baixo custo (BRASIL, 2018).
Além disso, 0 uso de produtos naturais esta de acordo com a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, criada em 2006, pelo Decreto n® 5.813. O
decreto apresenta algumas proposicoes, dentre elas, o incentivo de pesquisas,
cultivo, manipulacéo e producéo de plantas medicinais e fitoterapicos, utilizando
a biodiversidade de forma sustentavel (BRASIL, 2006).

2.7 Caracteristicas das bactérias patogénicas

As bactérias pertencem ao grupo procarionte, ndo apresentam
organizacdo celular e sdo consideradas 0os menores seres vivos. Apesar de
serem pouco estruturadas, em relacdo aos processos bioquimicos e
metabdlicos, sdo complexas e diversificadas, vivendo em diferentes habitats. As
bactérias podem ser esféricas (cocos), alongadas (bacilos) e helicoidais
(espirilos) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012), cuja morfologia é utilizada na
analise microbiolégica para identificacdo de espécies.

A prova bioquimica de coloracdo de gram estd associada a analise
microbioldgica. Esse método classifica as bactérias, conforme sua estrutura em
gram negativa e positiva, e foi desenvolvido por Hans Christian Joachim Gram.
Essa técnica separa esses microrganismos dependendo da retencdo do
pigmento utilizado durante o processo, devido as caracteristicas estruturais do
envelope celular desses grupos (GRAM, 1884).

Bactérias gram negativas possuem duas membranas, uma bicamada
interna e uma fosfolipidica, e outra bicamada externa, contendo fosfolipidios e
lipopolissacarideos, e entre estas membranas temos a camada peptidoglicana
(BOS; ROBERT; TOMMASSEN, 2007). As gram positivas possuem uma
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camada espessa de peptidoglicano e uma membrana interna, caracterizadas
pela presenca de acidos teicoicos (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009).

No grupo de bactérias gram negativas, que causam infecgcdes humanas,
sdo citadas Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp.,
Salmonella spp., Yersinia spp. e Helicobacter pylori (DELIBERALI et al., 2011;
KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS, 2006; LINZITTO; TUNES, 2019). Dentre
essas bactérias, a Helicobacter pylori possui forma curva ou espiral, representa
um grande problema de saude publica global, cuja infeccdo pode causar
mortalidade e morbidade (NDIP et al., 2007; WANDS; EL-OMAR; HANSEN,
2021). Essa bactéria causa infeccdo frequentemente associada a doencas
gastrointestinais, como gastrite crbénica ativa, Ulcera, cancer gastrico e linfoma,
por instalar-se no tecido mucoso que protege o revestimento do estdbmago, onde
fica menos susceptivel ao acido cloridrico (KUSTERS; VAN VLIET; KUIPERS,
2006; VAKIL, 2018).

No grupo das bactérias gram positivas sdo elencadas Pseudomonas
aeruginosa, Enterecoccus faecales, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis,  Streptococcus  pneumoniae,  Streptococcus  pyogenes,
Enterococcus faecium (TAVARES, 2000; BRASIL, 2008). Destas, a
Enterecoccus faecales € encontrada normalmente na microflora intestinal, causa
infecgbes oportunistas no trato urinario ou em tecidos moles, em pessoas
debilitadas, frequentemente, em ambientes nosocomiais (hospitalares) (AL-
TAMTAMI; AL-LAWATI; AL-ABRI, 2011; OTTO, 2009). Essa bactéria, por
infectar pacientes hospitalizados, representa um obstaculo para a area da saude.
No Brasil é responsavel por cerca de 15% dos casos de infeccdo hospitalar
(BRASIL, 2004). Ainda, a Enterococcus faecalis, associada a infeccdes
endodoénticas, € responsavel pela falha em tratamentos odontologicos (ROCAS
et al.,, 2004) e comumente esta relacionada a endocardite bacteriana
(NALLAPAREDDY et al., 2006).

Outra bactéria gram positiva, a Staphylococcus epidermidis, que esta
presente na pele e mucosas, é responsavel por grande parte de contaminacao

de equipamentos meédicos (KAPLAN et al., 2004), de dificil diagnose e
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tratamento devido a formacédo de biofiime (O’GARA; HUMPHREYS, 2011). A
principio ela é inofensiva, vive sobre a pele humana, normalmente ndo causa
danos. No entanto, o comensalismo dessa bactéria favorece a infeccéo
associada a reservatorio de genes resistentes, 0 que provoca a maioria de suas
complicacbes subagudas ou crbnicas. Infeccdes da corrente sanguinea e
endocardite sdo associadas a esta bactéria (AL-TAMTAMI; AL-LAWATI; AL-
ABRI, 2011; OTTO, 2009).

As bactérias pertencem a um dos grupos de interesse farmacoldgico,
responsaveis por diversos tipos de doencas, que constantemente adquirem
resisténcia aos diversos antibioticos. Essa resisténcia pode ocorrer através da
remodelagem da membrana e modificagdo em sua constituicdo como, por
exemplo, a composicdo lipidica, quando sdo submetidas a algum tipo de
estresse (WILLDIGG; HELMANN, 2021).

Outros mecanismos de resisténcia bacteriana sao alteracdo do sitio de
acao de antimicrobianos (alteracdo do local de acdo do medicamento), bomba
de efluxo (bombeamento ativo do antimicrobiano para o meio extracelular) e

mecanismo enzimatico (degradacao do antibiético) (ANVISA, 2007).

2.8 Potencial antibacteriano do mel

A atividade antibacteriana do mel pode ser representada pela
Concentracgdao Inibitéria Minima, conhecida pela sigla CIM (em inglés MIC). Esse
parametro é determinado pela menor quantidade de um produto antimicrobiano,
capaz de causar inibicdo no crescimento de uma cepa (SILVA, 2019). A atividade
antibacteriana pode ser investigada entre diferentes percentuais de inibicao
como em 50%, 90%, 95% e o mais usual, 100% (MANYI-LOH et al., 2010, 2013;
BORSATO et al., 2013).

Resultados sobre a atividade antibacteriana de mel foram organizados na
revisao feita por MOLAN (1992), desde entdo foram registrados até 0 momento
943 artigos na base de dados (Scopus), a partir de 1988. Desses artigos foi feito
um recorte dos ultimos 10 anos (2012-2022), sobre CIM do mel em funcéo das

espécies de abelhas e da origem geografica do produto. Os trabalhos foram
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buscados, utilizando-se as palavras-chave: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Helicobacter pylori, abelha, Concentracéo Inibitéria
Minima, mel, Atividade antibacteriana. Um total de 117 trabalhos foram
encontrados, dos quais, 23 foram utilizados na tabela do Anexo A.

Dos méis das espécies de abelhas avaliadas nos estudos, o mais
frequente foi o de Apis mellifera e a bactéria S. aureus. Em geral, a CIM de mel
de abelhas sem ferrdo, testada sobre as bactérias, variou de 10 a 254 mg/ml e
de Apis spp de 25-320 mg/ml. No total, o mel de 28 espécies de abelhas foi
avaliado nos estudos e 8 bactérias mais recorrentes (Anexo A).

A atividade antibacteriana do mel brasileiro foi evidenciada em alguns
estudos. No estado do Parana, o potencial antibacteriano de méis in natura e
seus extratos fendlicos, oriundos de oito espécies de abelhas nativas sem ferrao,
foram avaliados. Destes, o mel da abelha Scaptotrigona bipunctata foi o que
obteve menor CIMgo para S. aureus de 15,6 (mg/mL) e E. coli 31,2 (mg/mL)
(BORSATO et al., 2013). Ainda no Parana, o mel de Scaptotrigona postica e
Scaptotrigona bipunctata inibiu o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e S.
epidermidis com 25 mg/mL e Streptococcus pyogenes com CIM de 12,5 mg/mL
(NISHIO et al., 2016).

Diferentemente das espécies de abelhas sem ferrdo do Parana, na Bahia,
os melhores resultados de atividade antibacteriana foram do mel de Melipona
quadrifasciata anthidioides sobre E. coli (CIM 70,0 mg/mL™) e de Frieseomelitta
doederleinei sobre Staphylococcus aureus (CIM 19,0 mg/mL?). No entanto,
houve resisténcia de Pseudomonas aeruginosa a todos os méis analisados
(MERCES et al., 2013).

Para o mel do Amazonas, o melhor CIM foi sobre o crescimento de
Chromobacterium violaceum, com CIM de 7 mg/mL, utilizando o mel da abelha
Apis mellifera. A bactéria Enterococcus faecalis foi inibida com CIM de 55 mg/mL,
com utilizacdo do mel de Melipona seminigra. A bactéria Staphylococcus aureus
teve CIM de 70 mg/mL, com uso do mel de Melipona compressipes e Apis
mellifera. A bactéria Escherichia coli teve CIM de 70 mg/mL, com utilizacdo do
mel de Apis mellifera (CRUZ et al., 2014).
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Para os méis estrangeiros, o mel da abelha Melipona favosa e
Frieseomelitta nigra de Tobago teve CIM para a bactéria E. coli de 10-40 mg/mL
(BROWN et al., 2020). O mel da Malasia de Heterotrigona itama teve CIM de 31,
52% mg/mL para Pseudomonas aeruginosa (YAACOB et al., 2020). O mel de
Apis mellifera, Argélia, a CIM foi de 25 mg/mL para H. pylori (BOUACHA; AYED;
GRARA, 2018). O mel de Melipona favosa, de Tobago, teve atividade sobre a
bactéria S. aureus com CIM de 10-40 mg/mL (BROWN et al., 2020). Na Malésia,
o0 mel de Heterotrigona itama sobre B. subtilis teve CIM de 15,6 mg/mL (YAACOB
et al., 2020). O mel de Apis mellifera, do Chile e Algeria, teve atividade sobre as
bactérias S. epidermidis e E. faecalis, com CIM de 187 mg/mL e 25 mg/mL,
respectivamente (BOUACHA; AYED; GRARA' 2018; OLATE-OLAVE et al.
2021). O mel de Frieseomelitta nigra, de Tobago e Trinidad, o CIM foi de 10-40
mg/mL para a bactéria S. pyogenes (BROWN et al., 2020). Resultados mais
completos estdo no Anexo A.

Alguns dos trabalhos relevantes sobre atividade antibacteriana, que ndo
foram inclusos na tabela por ndo atenderem aos critérios, estdo descritos nos
préximos paragrafos.

O mel de orégano, de Epiro, Grécia, foi extraido com 4 solventes
organicos: n-hexano, éter dietilico, cloroférmio e acetato de etila. Destes, os
extratos de N-hexano tiveram CIM (95%) de 42,8 — 102,3 mg/mL e cloroférmio
42,6 — 98,5 mg/mL e tiveram também a acdo antibacteriana mais potente sobre
cepas de H. Pylori (VOIDAROU et al., 2021).

No mel coreano de acécia (Robinia pseudoacacia L.), a fracdo acetato de
etila teve atividade antibacterina sobre Helicobacter pylori. Desta fracdo o acido
abscisico foi isolado e demostrou valores de CIM 0,0027 mg/mL, menor que o
controle positivo, CIM de 0,0109 mg/mL (KIM et al., 2017).

O mel de Apis mellifera, da regido do Pantanal de Mato Grosso,
apresentou atividade antibacteriana contra a gram negativa Helicobacter pylori,
inibindo mais de 80% da bactéria em uma concentragao de 1 mg/mL (ALEIXO,
2018; FRANZ, 2015).

O mel do continente africano, Camardes, as concentragdes de CIM, sobre

diferentes cepas de Helicobacter pylori, estiveram entre 0.117 e 0.938 pg/mL. Ja


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bouacha+M&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ayed+H&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grara+N&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Voidarou+CC&cauthor_id=34359441
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os extratos de éter dietilico, cloroférmio e acetato de etila do mel puro, da Africa
do Sul, registraram o menor CIM, CIMso e CIMgs, com valores de 6,25, 0,1 e 0,78
mg/mL, respectivamente (MANYI-LOH et al., 2010, 2013; NDIP et al., 2007).

Na Austrdlia, a espécie endémica Trigona carbonaria inibiu em
concentracfes de 10 Staphylococcus aureus, 40 Staphylococcus epidermides,
Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa e 80 (mg/mL)
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella
typhi e Klebsiella pneumoniae (BOORN et al., 2010).

Na Guatemala, o mel de nove espécies de abelhas sem ferrédo foi avaliado
sobre seis cepas de bactérias (Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi, Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli). O mel de Scaptotrigona mexicana foi ativo contra todas as seis
bactérias, com CIM de 50 mg/mL (DARDON; ENRIQUEZ, 2008).

Na Malasia, as fracdes fenodlicas do mel de gelam (Melaluca spp.) e coco
(Cocos nucifera) demonstraram forte atividade sobre S. aureus, sensiveis e
resistentes a meticilina (MRSA). Para o mel de gelam, todas as cepas foram
totalmente inibidas em concentragdo = 1,95 mg/ml e para o mel de coco, em
concentracao = 2,6 mg/ml (ALJADI; YUSOFF, 2003).

2.9 Mecanismo de acéo do mel

A cinética e mecanismos de acdo da atividade antibacteriana de méis
hangaros, por meio do ensaio de time-kill e estudo da degradacao da membrana,
demonstraram que os méis agiram contra S. pneumoniae (gram positiva) e P.
aeruginosa (gram negativa) na segunda hora. Os méis foram capazes de
provocar lise da célula bacteriana através do rompimento da membrana das
bactérias gram positivas e gram negativas. Verificou-se que o agUcar presente
no mel € responsavel por parte dessa atividade, porém, o mel teve melhor
resultados ao ser comparado com acgucar isolado, demonstrando que outros
fatores estiveram envolvidos (BALAZS et al., 2021).

O mecanismo de acdo do mel de Manuka, Nova Zelandia, sobre

Pseudomonas aeruginosa, esta associado a sua atuacdo sobre os genes
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responsaveis pela lise celular e a cadeia de transporte de elétrons, e como
consequéncia ha vazamento de prétons através da membrana palsmatica e
inducdo da despolarizacdo e permeabilizagdo da membrana da bactéria. O
mecanismo de agdo do mel de Manuka é multiplo e ndo leva a resisténcia. Este
efeito foi através da contribuicdo do metilglioxal e agucar (BOUZO et al., 2020).

O mecanismo de acao de trés tipos de mel (polifloral, abacate e castanha),
da provincia de Ledén (Espanha), sobre Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, foi relacionado a polarizagdo da membrana e integridade da membrana. Isso
causou desequilibrio e lesdo da membrana em ambas as bactérias, assim como
efeito na atividade metabdlica de Staphylococcus aureus A atvidade
antibacteriana respondeu em funcéo ao tipo de mel e a sua concentracéo,
possivelmente devido as diferencas na composi¢do quimica (COMBARROS-
FUERTES et al., 2020).

O mel de trigo serrano, China, em conjunto com Lactato ferroso, fez
aumentar a acao antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa, por meio da
produccéo de OH. Com a producgéo de OH, a partir da combinac¢éo, houve danos
a membrana de Pseudomonas aeruginosa, o que permitiu maior permeabilidade,
e vazamento de proteina. Esses resultados evidenciaram que o lactato ferroso
causa decomposicao da célula bacteriana, aumentando a acdo bactericida do
mel de trigo (LIANG et al., 2020).

Mel de Boroujen, Ird, desmontrou atividade antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Esse mel provocou inibicdo
da divisédo celular, acompanhada de perda de estrutura, mudancas na forma e
superficie das células, bem como alteracdo no tamanho da célula bacteriana
(MOGHADAM; KHALEDI, 2021).

2.10 Mecanismo de acéo de alguns antibiéticos

O mecanismo de agéo é a maneira com que uma droga interfere sobre o
crescimento de um microrganismo. Os principais alvos dos antibacterianos
encontram-se nas fun¢des da membrana, sintese proteica, parede celular e no

metabolismo dos acidos nucléicos (Figura 1). O mecanismo de acdo pode
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provocar um efeito que mata as células bacterianas (bactericida) ou somente
inibir seu crescimento (bacteriostatico) (RANG et al., 2012).

Os antibacterianos macrolideos apresentam, em sua constituicdo, um
anel de lactona com varios membros, ligados a um ou mais desoxiagucares.
Dentro desse grupo estdo a eritromicina, claritromicina e azitromicina. Os

macrolideos agem na sintese proteica da bactéria (Figura 1) (RANG et al., 2012).
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RNAmM=Azico Ribonuckéico Mensagero Quinolonas
RNAt=Acido Ribonuddico Transportador Nitrolmidazdlicos
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Figura 1. Mecanismo de acdo: Sitios de acdo com as diversas classes de
antibioticos.
Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_contr
ole/opas_web/modulo3/mecanismos.htm

A eritromicina, descoberta em 1952, foi extraida e isolada a partir do
actinomiceto Streptomyces erythraeus, tem um amplo espectro sobre bactérias
gram positivas. A claritromicina age sobre bactérias gram positivas e gram
negativas, assim como eritromicima (ANVISA, 2007).

Os antibidticos de outras classes agem sobre outros alvos, como exemplo
temos os quinolonas que atuam sobre a estrutura e funcdo do DNA,
sulfonamidas sobre a sintese das purinas e acido folico, glicopeptideos sobre a
parede celular e os polimixinas sobre a membrana celular (ANVISA, 2007).
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2.11 Sinergismo do mel

O sinergismo ocorre quando um agente auxilia ou potencializa a agéo de
uma substancia ativa (ANVISA, 2020), o mel utilizado em associacdo com
produtos antimicrobianos age sinergicamente contra diversos patdégenos. O uso
de produto natural com efeito sinérgico, em ambientes médicos, tem como
consequéncia a reducdo dos gastos com tratamentos convencionais, menor uso
de antimicrobianos, rapidez na cura e redugcdo nas hospitalizagbes
(ABDERRAHIM et al., 2019; ALMASAUDI, 2021; OLIVEIRA et al., 2017). A
diminuicao da concentracdo de antibioticos, quando sinérgicos combinados com
mel, atende o objetivo 3 (salude e bem-estar) do Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) da agenda 2030. Neste sentido, proporciona acesso a medicamentos a
precos mais acessiveis para todos (Nacdes Unidas no Brasil, 2022).

O sinergismo do mel de Manuka, Nova Zelandia, combinado com 4 tipos
de antibioticos (rifampicina, oxacilina, gentamicina e clindamicina) foi
comprovado sobre isolados de S. aureus e, quando ndo houve sinergismo
evidenciou um aumento na suscetibilidade aos medicamentos (LIU et al., 2015).
Os autores observaram que cepas resistentes a algum antibiético tornaram
sensiveis quando o antibiotico foi combinado com mel. O mel de Manuka tem o
constituinte metilglioxal, que potencializa a acdo do antibidtico linezolida e
rifampicina contra a bactéria S. aureus (HAYES et al., 2018. MULLER et al.,
2013).

O efeito sinérgico de mel e antibidtico contra biofilmes de Escherichia coli
foi verificado para méis portugueses, com destruicdo completa das células
bacterianas (OLIVEIRA et al., 2017). O mel de eucalipto em Kerbala, Iraque, teve
efeito sinérgico, em diferentes concentragfes, com ampicilina e cefotaxima sobre
Escherichia coli (AL-HISNAWI; MUSTAFA; YASSER, 2019). Outro mel que
apresentou sinergismo foi de Euphorbia de Tiaret (Algeria) combinado com
Allium sativum, sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans (ABDERRAHIM et al., 2019).

O mel florestal e extrato etandlico da casca de canela, oriundos da

Indonésia, quando combinados exibiram efeito aditivo sobre Propionibacterium
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acnes e Staphylococcus epidermidis, com valor de indice de concentracéo
inibitéria fracionada (FICI) de 0,625 (JULIANTI; RAJAH; FIDRIANNY, 2017).
Outro estudo que avaliou o mel da area de Hajiabad, provincia de Ghom, Ir4,
combinado com canela, teve forte efeito sinérgico, com atividade antibacteriana
potencializada sobre Streptococcus mutans (REZVANI et al., 2017).

O mel e Nigella sativa, da provincia de Hamadan, Ir4, combinados foram
testados in-vivo sobre infeccdo géastrica por Helicobacter pylori. Ofertaram-se 6
g/dia de Nigella sativa (como sementes moidas) e 12 g/dia de mel, trés vezes ao
dia por duas semanas. Os resultados mostraram que a combinac¢ao resultou em
reducado dos sintomas de dispepsia, mau odor da boca, e o teste respiratério da
ureia (UBT) foi negativo em 57,1% (8/14) dos participantes avaliados (HASHEM-
DABAGHIAN et al., 2016). Méis oriundos do oeste da Algéria, em combinacao
com Nigella sativa, testados in-vitro, foram sinérgicos sobre a inibicdo de
Pseudomonas aeruginosa (ABDELMALEK et al. 2012).

O uso do mel de regides do Ird, combinado com os antibidticos, tetraciclina
e ciprofloxacina, teve atividade antibacteriana sobre E. coli mutante, diminuindo
em duas vezes a CIM destes antibioticos (JAKTAJI; GHALAMFARSA, 2021).

O mel de Manuka ainda demonstrou atividade contra virus influenza, com
inibicdo da replicacdo e, quando combinado com drogas anti-influenza
(zanamivir/ oseltamivir), a concentracdo inibitéria das drogas foi diminuida
(WATANABE et al., 2014).

O mel da Argélia, em combinacdo com amido de curcuma, controlou o
fungo Rhodotorula mucilaginosa e provocou queda na concentracao inibitoria de
6,66 a 20% (p / v) do mel combinado com amido em relagdo ao mel isolado
(AHMED et al., 2013).

O mel de Zhejiang, China, combinado com alcaguz (produzido a partir da
raiz e rizoma de Glycyrrhiza uralensis Fisch., foi testado para verificar se o
processamento do mel (fritura do mel com alcacuz) potencializaria o efeito
imunomodulador de alcaguz in vivo. Como resultado, a combinacéao foi sinérgica,
aumentando o efeito imunomodulador, aumentou o conteudo total de flavonoides

e polissacarideos, e ainda houve melhor estabilidade térmica, biodisponibilidade
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de alguns constituintes bioativos, e aumentou suas funcdes imunoestimuladoras
gerais (KONG et al., 2022).

3. MATERIAL E METODOS

3.1Tipo do estudo

O estudo foi experimental, com procedimentos técnicos laboratoriais.

3.2Area de estudo

Quatro municipios do Estado de Mato Grosso localizados na regido
Centro-Oeste do Brasil foram selecionados para o estudo, Céaceres, Barra do
Garcas, Nossa Senhora do Livramento e Sinop (Figura 2).

Céceres abrange uma area territorial de 24.538,591 km2, composta pelos
biomas Amazobnia (6%), Cerrado (8%) e Pantanal (85%). Barra do Garcas
abrange uma area territorial de 8.713,673 km?2, composta pelo bioma Cerrado
(100%). Nossa Senhora do Livramento abrange uma area territorial de 5.537,413
km2, composta pelos biomas Cerrado (65%) e Pantanal (35%). Sinop abrange
uma area territorial de 3.990,870 km?, composta pelo bioma Amazénico (100%)
(IBGE, 2021; INFOSANBAS, 2022).

O estado de Mato Grosso lidera o ranking da pecuéria na criacdo de
rebanho bovino. O estado ainda se destaca no cenario nacional, na producédo de
soja, milho e algodéo, lider no ranking de valor da producéo total do Brasil (IBGE,
2021). Nas cidades de Caceres, Nossa Senhora do Livramento e Barra do
Garcas, a pecuaria é a atividade econémica dominante. Em Sinop, a atividade
principal é a agricultura (IMEA, 2017; IBGE 2021).

Em relacdo a producdo de mel de abelha, o estado de Mato Grosso esta
entre os 15 que mais produzem. Em Caceres, a producdo média de mel de
abelha entre os anos de 2015 e 2020 foi de 7.083 kg; Barra do Gargas, 55.061
kg; Nossa Senhora do Livramento, 4.394 kg; e Sinop, 22.709 kg (IBGE, 2021).
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Figura 2. Localizacdo geogréfica dos municipios da regido Centro-Oeste do

Brasil selecionados para o estudo.

3.3 Mel do estudo

Neste estudo foram selecionados cinco méis do estado de Mato Grosso,
regido Centro-Oeste do Brasil. Dos cinco méis, dois distintos foram de Céaceres
(mel 1 e 2) e um mel de cada um dos municipios Barra do Garcas (mel 3), Nossa
Senhora do Livramento (mel 4) e Sinop (mel 5). Os méis desses municipios
foram selecionados do banco de dados do Laboratério do Centro de Estudo de
Apicultura (CETApis). A média de contetudo de polifendis para méis do estado
de Mato Grosso é de 36,00 mg EAG/100 g de mel. O conteudo do poder de
reducdo do ion férrico (FRAP) teve média de 0,48 m mol Fe+2/ 100 g de mel. O
contetdo total de flavonoides (CTF) teve média de 6,05 mg EQ/ 100 g mel
(MENDONCGCA, 2020). Os méis selecionados para este estudo estiveram acima
da média, em algum dos critérios, como contetudo de fendlicos, flavonoides,
atividade antioxidante e atividade antibacteriana, verificados em dissertacbes
(LONGO, 2013; FRANZ, 2015; ALEIXO, 2018; MENDONCA, 2020).

A espécie Myracrodroun urundeuva (aroeira) foi o polen presente em
todos os méis avaliados como pdélen dominante no mel (1 e 2) de Céaceres e

acessorio nos demais. A espécie Mimosa pudica esteve presente em todos os
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meéis avaliados como polen dominante em Barra do Garcas, acessoério no mel 1
de Caceres e isolado nos demais méis. O mel de Nossa Senhora do Livramento
ndo teve polen dominante, caracterizado como polifloral. A maioria dos méis
(dois ou mais) compartilha a mesma origem botanica como poélen isolado. As
espécies que estdo presentes em apenas um mel como polens isolados, foram
Senna rugosa para Caceres; Miconia ferruginata e Mimosa tenuiflora para Barra
do Garcgas; Tipo Cucurbitaceae para Nossa Senhora do Livramento; e
Eupatorium paucifiorum e Spermacoce verticillata para a cidade de Sinop
(MENDONCGA, 2020).

Dos cinco méis frescos foram feitas extracdes com os solventes (hexano,
acetato de etila e N-butanol), que resultaram em trés fragcbes de cada mel,
totalizando 20 amostras nesse estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Méis oriundos do Estado de Mato Grosso, Brasil avaliados no estudo.

Mel Municipio N° de registro CETApis
01 Caceres 04
02 Caceres 05
03 Barra do Garcgas 07
04 Nossa Senhora do Livramento 10
05 Sinop 22

*Para cada mel foram estudadas 5 amostras (fresco, acetato de etila, hexano e
N-butanol)

3.4 Bactérias e antibioticos

Neste trabalho foram utilizadas as bactérias Helicobacter pylori (ATCC
43504, Maryland, USA), Enterococcus faecalis (ATCC 29212, S&o Paulo, BR) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228, Sao Paulo, BR), provenientes da
colecdo do Laboratorio Centro de Estudo em Apicultura (CetApis).
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As bactérias se encontravam congeladas a -80 °C em meio de cultura e
foram reativadas antes dos ensaios. A reativacdo de S. epidermidis foi a partir
da cultura estoque em meio caldo Muller Hinton (MH) e cultivada em agar por 24
horas a 37 °C. E. faecalis foi reativada a partir da cultura estoque em meio caldo
Brain Heart Infusion (BHI) e cultivada em agar por 24 horas a 37 °C; o caldo e 0
agar foram suplementados com vancomicina (6 pg/ml), em concentracao letal.
Para Helicobacter pylori o meio BHI foi enriquecido com soro bovino fetal (SBF)
a 5%, Skirrow (2:500) e anfotericina a (5 pg/ml) e cultivada por 48 horas a 37 °C,
em condi¢Bes microaerofilicas em jarra de vela.

Os controles positivos foram os antibiéticos Claritromicina para H. pylori e
S. epidermidis e Eritromicina e Claritrominicina para E. faecalis (CLSI, 2021),
fornecidos pela Sigma Aldrich®.

3.5 Procedimentos de extracao

O extrato seco das fracdes de mel foi preparado pelo método de extracao
fracionada em baldo de decantacéo, utilizando-se os solventes hexano, acetato
de etila e n-butanol em sequéncia, da menor para a maior polaridade (Figura 3),
conforme Manyi-Loh et al. (2013). Para a extracdo 100 g de mel fresco foi diluido
em 150 mL de &gua destilada estéril, vertido em baldo e extraido com 150 mL
de cada solvente, com trés extracdes sucessivas de 50 mL do solvente a cada
15 minutos. O processo de seriada das fracdes foi realizado em um periodo
maximo de 24 horas para evitar contaminacdes. As trés fracdes coletadas foram
concentradas, utilizando-se rotaevaporador (40 °C para hexano e 60 °C para
acetato de etila e n-butanol) e o solvente residual foi extraido em capsulas de
ceramica de trés a seis dias na estufa a 33°C, até que atingissem peso
constante, consisténcia e cheiro caracteristico de mel para obtengéo do extrato

SEeCO.
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Figura 3. Esquema do preparo e extracao das fragdes do mel.

3.6 Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima foi verificada pelo método de
microdiluicdo em caldo, em microplacas com 96 pocos. Para a bactéria S.
epidermidis foram adicionados 100 pyL de Muller Hinton, 100 uL de mel ou fracdes
com diluicdo seriada (NDIP et al., 2007; MANYI-LOH et al., 2012; MANYI-LOH
etal., 2013) de 1000 a 1,95 pg/mL e 100 pL de suspenséao bacteriana em solugao
de NaCl 0,85% (Escala 1 MacFarland). Posteriormente, as microplacas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C. O mesmo processo foi para E. faecalis, mas
com meio Brain Heart Infusion e suplementado com vancomicina para eliminar
outras bactérias e ainda promover o crescimento da E. faecalis (6 pg/ml)
(ANVISA, 2008). Para H. pylori foi o meio Brain Heart Infusion, suplementado
com soro bovino fetal (SBF) a 5%, Skirrow (2:500) e anfotericina (5 pg/ml) e

incubada até 96 horas a 37 °C, em condi¢des microaerofilicas em jarra de vela.
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Os controles positivos foram claritromicina para H. pylori e S. epidermidis
e Eritromicina para E. faecalis, nas concentracdes de 20 a 0,04 pg/ml. Utilizou-
se pogos com os controles de crescimento (meio de cultura e solucdo bacteriana
e de esterilidade (meio de cultura e 4gua destilada) em cada microplaca. O
controle de cor do mel (mel e meio de cultura) foi realizado em ensaio
independente.

As leituras das microplacas foram realizadas por meio de
espectrofotometro (Elisa) em 450 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

3.7 Efeito do mel sobre permeabilidade da membrana bacteriana gram

positiva: atividade antibacteriana do mel combinado e time kill teste

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi empregado para verificar o efeito
sobre permeabilidade das membranas de S. epidermidis e E. faecalis por méis
frescos ou fracbes combinadas com antibiéticos (checkboard), em microplacas
de 96 pocos. Efetuou-se diluicdo seriada em caldo BHI (E. faecalis) e MH (S.
epidermidis) de mel fresco ou fragcdes, nas concentracbes de 80 mg/mL,
concentracdo utilizada em estudos anteriores que avaliaram a combinacao de
mel com antibidticos (MULLER et al., 2013; LIU et al., 2015) a 0,156 mg/mL. Os
antibidticos claritromicina e eritromicina tiveram concentracdo de 20 pg/mL a
0,04 pug/mL. Uma suspenséo bacteriana em solucao de NaCl 0,85% estéril, na
Escala 1 MacFarland, foi adicionada a microplaca. As microplacas foram
incubadas em estufa a 37 °C e apds 24 horas foram lidas em leitor de placas em
450 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

O time Kkill teste foi realizado por microdiluicdo em caldo, com placas de
microtitulacdo de 96 pocos, onde foram realizadas diluicbes seriadas da
combinacdo de méis ou fragdes nas concentracées de 80 mg/mL a 0,156 mg/mi
com os antibidticos claritromicina e eritromicina de 20 pg/mL a 0,04 pug/mL. Foi
adicionada a microplaca uma suspenséo bacteriana de S. epidermidis e E.
faecalis, em solucdo de NaCl 0,85% estéril, na Escala 1 MacFarland, e

incubadas por 24 horas. As leituras com espectrofotdmetro (Elisa) em 450 nm
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foram realizadas em diferentes tempos 0, 2, 4, 8 e 24 horas. Os ensaios foram
realizados em triplicatas.

As amostras que apresentaram maior inibicdo do crescimento bacteriano,
(227% no ensaio da CIM) para cada bactéria, foram selecionadas para avaliagao

do indicativo de permeabilidade da membrana.

3.8Analise dos dados

A atividade antibacteriana do mel foi analisada por meio da média
aritmética. A comparacdo entre as amostras de mel foi feita por estatistica
descritiva, com a média e o intervalo de confianca de 95%. O efeito sobre o
aumento da permeabilidade da membrana bacteriana foi considerado quando a
meédia de inibicdo do mel combinado teve um padrdo de resposta diferente do

antibiotico isolado, considerando o intervalo de confianca de 95%.

4. RESULTADOS

4.1 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os meéis ou fragbes nado tiveram atividade antibacteriana para
concentracgdo inibitéria minima (CIM) até a concentragdo de 1 mg. A inibicdo do
crescimento das bactérias pelos méis e fracdes variou de 2 a 73%, esteve entre
17 a 37% para E. faecalis, 2 a 37% para S. epidermidis e 56 a 73% para H. pylori
(Anexo A). Os controles positivos tiveram inibigdo do crescimento de 77% para
E. faecalis, 88% para S. epidermidis e 100% para H. pylori (Apéndice A).

Os méis ou fragBes, que tiveram inibicbes do crescimento bactéria gram
positiva 227%, foram selecionados para o ensaio do efeito sobre permeabilidade
da membrana (Figura 4). Para E. faecalis foram selecionados o mel 1 e 4 (fresco
e fracdo N-butanol) e mel 5 (fracdo hexano). Para S. epidermidis foram
selecionados o mel 3 (fresco, fracdo hexano, fragao acetato de etila e fracdo N-

butanol), mel 4 (fracdo hexano e fracdo N-butanol) e o mel 5 (fresco).
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Figura 4. Inibicdo do crescimento das bactérias gram positivas E. faecalis e S.
epidermidis por méis ou fragdes em concentracdo de 1 mg/mL. Fr: Fresco; Hx:

hexano; Ae: acetato de etila; Nb: N-butanol; Er: eritromicina; Cl: Claritromicina

4.2 Efeito do mel sobre permeabilidade da membrana bacteriana gram
positiva

4.2.1 Atividade antibacteriana do mel combinado

O mel 1 (fresco e fracdo N-butanol), combinado com os antibidticos
(eritromicina e claritromicina), aumentou a permeabilidade da membrana de E.
faecalis (Tabela 2). A média de inibicdo do crescimento bacteriano do mel 1
(fresco) combinado com eritromicina e claritromicina foi de 92 e 91%,
respectivamente. O mel 1 (fracdo N-butanol) combinado com eritromicina e
claritromicina teve média de inibicdo de 94 e 95%, com padrdo médio de
resposta diferente do controle positivo isolado e superior ao intervalo de
confianca.

O mel 4 (fresco e fracdo N-butanol) e o 5 (fracdo hexano) néo tiveram
efeito sobre o0 aumento de permeabilidade da membrana de E. faecalis, uma vez
gue quando combinados com antibiéticos ndo tiveram padrdo de resposta
diferente do controle positivo isolado e ndo foram superiores ao intervalo de
confianca.
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Tabela 2. Atividade antibacteriana expressa pela inibicdo do crescimento (%) de
E. faecalis por méis, fracbes e controle positivo isolados e combinados

(resultados expressos como média + desvio padrdo) apos 24 horas de

incubacéo.
Isolados Combinados
Mel Eril Clari? Mel e Mel e
E. faecalis (80 mg/ml) (20 pg/ml) (20 pg/ml)  Erit Clari?
Mel 1 fresco 43+5,49 92+2,45* 91+1,09*
Mel 1 N-butanol 47+4 .59 94+2,04* 95%2,44*
Mel 4 fresco 53t7,37  g7,000  g5io45 883,54  88+4,39
Mel 4 N-butanol 49+7 .67 89+1,75 89+2,52
Mel 5 Hexano 52+3,46 88+0,89 89+0,95

*Padréo de resposta diferente do antibiético isolado, superior ao intervalo de
confianca de 95%
}(Eritromicina)

2(Claritromicina)

O mel 3 e 4 (fragdo hexano) combinados com claritromicina né&o
aumentaram a permeabilidade da membrana de S. epidermidis (Tabela 3),
devido ao padrdo médio de resposta da inibicdo do crescimento desses meéis
combinados com antibiéticos foi igual ao do antibiotico isolado.

O mel 3 (fresco, fracéo acetato de etila e fracdo N-butanol), o mel 4 (fracéo
N-butanol) e o mel 5 (fresco), combinados com claritromicina, ndo aumentaram
a permeabilidade da membrana sobre S. epidermidis. Esses méis ndo foram
superiores ao intervalo de confianca e ainda diminuiram a ac¢éo do antibidtico

guando combinados.
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Tabela 3. Atividade antibacteriana expressa pela inibicdo do crescimento (%)
(%) de S. epidermidis por méis, fracées e controle positivo isolado e combinados

(resultados expressos como média + desvio padrdo) apos 24 horas de

incubacéo.
Isolados Combinados
Mel Claritromicina Mel e
S. epidermidis (80 mg/ml) (20 pg/ml) Claritromicina
Mel 3 fresco 36+2,42 80+18,31
Mel 3 hexano 85+4,18 100+0*
Mel 3 acetato de etila 39+7,83 89+18,30
Mel 3 N-butanol 49+12,02 100+1,19* 90+12,49
Mel 4 hexano 71+23.,16 100+0*
Mel 4 N-butanol 44+11,54 93+16,64
Mel 5 fresco 51+33,88 85+18,97

*Padréo de resposta do antibiotico isolado nao diferiu do mel combinado com o

antibiético dentro do intervalo de confianca de 95%

A inibicdo do crescimento das bactérias gram positiva, ha concentracdo
usada no efeito combinado com antibiético de 80 mg/mL, aumentou em relagéo
a concentracdo de 1 mg/mL, com destaque do mel 3 e 4 (fracdo hexano) sobre
S. epidermidis com 85 e 71% de inibicdo (80 mg/mL), respectivamente (Tabela
2).

4.2.2 Time-kill teste

O mel 1(fresco e fragdo N-butanol), combinado com os antibioticos

(eritromicina e claritromicina) provocou o0 aumento da permeabilidade da
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membrana de E. faecalis, a partir de 4 horas de incubacédo. Esse efeito foi

confirmado em 24 horas (Figura 5 A, B).

A __ 060

=
2 0.50
a
< 0.40
<
o 0.30
=
‘< 020
o
@ 0.10 o M —
< 0.00 L C — S

0 2 4 8 24

TEMPO (HORAS)
B == Mel 1 fresco == Mel 1 fresco + Eritromicina
Mel 1 fresco + Claritrominicna === Eritromicina
Claritromicina Controle negativo

__ 060
=
2 0.50
a
< 0.40
<
o 0.30
=
‘< 020
o
2 0.10 i e >
7] == P T— 4
< 000 I TE—— —

0 2 4 8 24

TEMPO (HORAS)
== Mel 1 N-butanol == Mel 1 N-butanol + Eritromicina
Mel 1 N-butanol + Claritrominicna === Eritromicina
Claritromicina Controle negativo

Figura 5. Curva de time-kill para E. faecalis exposta ao mel 1 fresco (A) e a
fracdo N-butanol do mel 1 (B), nas concentracdes de 80 mg/ mL e controle

positivo em 20 pg/mL.

O mel 4 (fresco e fracdo N-butanol) (Figura 6 A, B) e 5 (fracdo hexano)
(Figura 7), combinados, aumentaram a permeabilidade de E. faecalis entre 4 e

8 horas, no entanto, isso ndo se confirma com 24 horas de incubacéao.
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Figura 6. Curva de time-kill para E. faecalis exposta ao mel 4 fresco (A) e a

fracdo N-butanol do mel 4 (B), nas concentracdes de 80 mg/ mL e controle

positivo em 20 pg/mL.
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Figura 7. Curva de time-kill para E. faecalis exposta a fracdo hexano do mel 5,

nas concentracdes de 80 mg e controle positivo em 20 pg/ml.

Nenhuma amostra de mel aumentou a permeabilidade da membrana de
S. epidermidis nos diferentes tempos avaliados, devido a reducdo do
crescimento bacteriano, no mel combinado com antibidtico, ter sido inferior ou
igual ao antibidtico isolado.

O mel 3 (fresco) (Figura 8 A) e 4 (fracdo N-butanol) (Figura 9 B),
combinados com claritromicina, proporcionaram maior crescimento da bactéria
a partir de 8 horas, em 24 horas isso se confirma nitidamente. Essas amostras
isoladas tiveram a tendéncia de maior crescimento de S. epidermidis a partir de
2 horas. O mesmo padrao foi observado para o mel 3 (fracdo acetato de etila e

fracdo N-butanol) e mel 5 (fragdo hexano).



48

A 0.60

0.50

0.40

(450 N M)

o
w
o

ABSORBANCIA
o
]
S

0.10 —
0.00
0 2 4 8 24
TEMPO (HORAS)
== Mel 3 fresco Mel 3 fresco + Claritromicina
Claritromicina Controle negativo
B 0.60
s
s 0.50
o
2 0.40

o
w
o

ABSORBANCIA
o
]
S

0.10
0.00 —— =
0 2 4 8 24
TEMPO (HORAS)
== Mel 3 Hexano Mel 3 Hexano + Claritromicina

Claritromicina Controle negativo

Figura 8. Curva de time-kill para S. epidermidis exposta ao mel 3 fresco (A) e
sua fracdo hexanica (B), nas concentragdes de 80 mg e controle positivo em 20

pg/ml.

O mel 3 e 4 (fracdo hexano) (Figura 8 B) (Figura 9 A), combinados com
claritromicina em 24 horas, reduziram o crescimento de S. epidermidis em 85 e
71% em relag&o ao controle negativo, apesar de ndo apresentarem aumento da

permeabilidade da membrana.
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Figura 9. Curva de time-kill para S. epidermidis exposta a fracdo hexano do mel
4 (A) e N-butanol do mel 4 (B), nas concentracdes de 80 mg e controle positivo

em 20 pug/mil.

5. DISCUSSAO

O efeito de aumento da permeabilidade da membrana pelo mel 1 fresco e
o mel 1 fracdo N-butanol foi confirmado para a bactéria E. faecalis, cuja acéo
pode estar relacionada com a composicéo de flavonoides, que estao presentes
em maior propor¢cdo na fracdo N-butanol (EZEALIGO et al.,, 2020). Os
flavonoides fazem parte da classe dos polifendis, que s&o originados a partir do
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metabolismo de plantas (CIANCIOSI et al., 2018), e estdo presentes no mel
devido as abelhas coletarem néctar das plantas para sua producao (ISTASSE et
al., 2016). Os flavonoides dos cincos méis estudados devem ser comuns, devido
a origem botanica dos méis avaliados por Mendonca (2020), os quais sdo 0s
mesmos avaliados no presente estudo (mesma procedéncia e lote de mel), ser
semelhante, exceto para o mel de Caceres (mell), que foi o0 Unico a apresentar
contribuicdo da espécie Senna rugosa (MENDONCA, 2020).

Senna rugosa é um arbusto/ subarbusto, pertencente a familia Fabaceae,
com ocorréncia nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Brasil (BORTOLUZZI, 2020). O género Senna contém metabdlitos importantes
como alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos, glicosideos, esteroides,
terpendides, saponinas e Oleos volateis (OLADEJI; ADELOWO; OLUYORI,
2021). Entre os flavonoides presentes em espécies do mesmo género como
Senna reticulata ja foram encontrados catequina e epicatequina, a presenca de
catequina foi evidenciada em Senna alata, assim como em Senna macranthera
(NAVARRO et al., 2017; OLADEJI; ADELOWO; OLUYORI, 2021).

O efeito sobre a permeabilidade da membrana do mel provavelmente néo
deve estar relacionado ao conteudo total de flavonoides (CTF) quantitativo, mas
ao qualitativo, uma vez que em méis de regides de Mato Grosso a média foi de
6,05 mg EQ/ 100 g mel e o mel de Caceres foi 3,46 mg EQ/ 100 g mel. Demais
méis, Céaceres (mel 2), Barra do Garcas (mel 3) e Nossa Senhora do
Livramento(4) e Sinop (mel 5) tiveram conteudo total de flavonoides (CTF) que
variou de 6,74 a 13,02, superior a média (MENDONCA, 2020). O conteudo total
de flavonoides dos méis de Mato Grosso ainda é inferior se comparado com
outros méis que avaliaram a atividade antibacteriana como, por exemplo, do mel
de regifes da Malasia com CTF de 29,17 a 91,25 mg EQ/ 100 g mel (YAACOB
et al., 2020), assim como o mel do Sudeste do Brasil com CTF de 55,59 mg EQ/
100 g (LIRA et al., 2014). Logo, o efeito provocado pelo mel 1 sobre a membrana
de E. faeclais deve estar relacionado a um flavonoide especifico. A atividade
biolégica do mel esta relacionada com as fontes botanicas visitadas pelas
abelhas, e que, por sua vez, sofre a influéncia da flora regional (COOPER, 2014;
DE-MELO et al.,, 2017; NASCIMENTO et al.,, 2018). Outros fatores sao
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importantes como o0 ano, origem, niumero de cachos, que se relacionam com o
perfil quimico do mel (OLAVE-OLAVE et al., 2021).

A epicatequina € um flavonoide presente na espécie Acacia catechu,
pertencente a mesma familia de Senna rugosa (Fabaceae), na qual foi verificada
a atividade antibacteriana sobre a bactéria Enterococcus faecalis (EZHIL;
LAKSHMI, 2017). A acédo dos flavonoides sobre bactérias é baseada na
alteracdo da membrana, o que desencadeia danos sobre as estruturas da
membrana celular ou afeta a sua permeabilidade (SILVA et al.,, 2020). Os
flavonoides ainda agem na inibicdo do DNA girase, que, pela geracdo de
perdxido de hidrogénio, inibe o peptidoglicano e a sintese de ribossomo,
resultando na inducdo da lise celular e inibicho de DNA helicases DnaB e
RecBCD (ALMASAUDI, 2021). Neste sentido, hipotetiza-se que a epicatequina
pode estar presente no mel 1 e associada ao efeito sobre a permeabilidade da
membrana de E. faecalis, semelhante ao constatado para a espécie Acacia
catechu.

Estudo com a combinacdo de mel de trigo sarraceno (China) e lactato
ferroso verificou que o dano a membrana celular de bactéria ainda pode estar
relacionado ao vazamento de proteinas, devido maior producédo de OH. Isso
resultou em maior permeabilidade da membrana (LIANG et al., 2020). A
explicacdo para esse efeito € devido a capacidade do ferro de se ligar ao
peréxido de hidrogénio, gerando OH. A capacidade de reducdo do férrico-
tripiridiltriazina (Fe3+) ao complexo ferroso (Fe2+) € verificada na atividade
antioxidante pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(BARBOSA et al., 2010).

A atividade antioxidante, determinada pelo poder de reducao do ion férrico
(FRAP) para o mel 1, avaliada por Mendonga (2020) teve concentracao eficiente
(EC50%) de 0,53 mg/ mL, que foi considerada uma atividade moderada em
relacdo aos meis de Mato Grosso, que variou de 0,28 a 0,63 mg/ mL. Essa
atividade antioxidante do mel 1 pode auxiliar o mecanismo de acdo sobre a
permeabilidade da membrana de E. faecalis. O mel de Manuka, dentre os méis
do territorio australiano, apresentou a maior atividade antioxidante pelo FRAP
(3,76 = 0,158 mmol TE) (Hunter et al., 2021). A atividade antioxidante teve
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correlagcdo com a atividade antibacteriana sobre S. aureus, com atuacao sobre
0S genes responsaveis pela lise celular e a cadeia de transporte de elétrons. Isso
teve como consequencia o vazamento de prétons através da membrana
palsmatica e inducdo da despolarizacdo e permeabilizacdo da membrana
(BOUZO et al., 2020). A atividade antioxidante de méis de diferentes locais da
Roménia de 689 (umol Fe2+ / L) foi relacionada ao flavonoide catequina
(AHMADI et al., 2020; CIUCURE; GEANA, 2019). Este flavonoide teve atividade
antibacteriana sobre H. pylori (DIAZ-GOMEZ et al., 2013) e seu mecanismo de
acao € baseado na geracao de peroxido de hidrogénio (ALMASAUDI, 2021). A
catequina pode se ligar a camada de peptidoglicano de bactérias, interferindo na
biossintese de sua parede celular (GORNIAK; BARTOSZEWSKI;
KROLICZEWSKI, 2019).

O mel 3 fresco, fracdo acetato de etila e fracdo N-butanol, o mel 4 fracéo
N-butanol e o mel 5 fresco, combinados com os antibioticos ndo reduziram o
crescimento de S. epidermidis. Estes méis ainda favoreceram maior crescimento
de S. epidermidis ap6s 24 horas de incubacdo, comportamento relatado
anteriormente (BALAZS et al., 2021). Diferentemente, em estudo com amostras
do mel de Rubus de Galiza (noroeste da Espanha), a S. epidermidis foi inibida
com CIM de 31,3 a 125 mg/ml. Esse resultado demonstra que alguns tipos de
méis inibiram S. epidermidis em concentracfes mais altas, superiores a utilizada
em nosso estudo. Neste mel foram identificados os polifenois acido cafeico (2.42
mg/kg), acido p-cumarico (5.52 mg/kg), acido elagico (5.47 mg/kg), pinocembrina
(1.00 mg/kg), crisina + galangina (1.25 mg/kg), tectocrisina (0.31 mg/kg) e
kaempferol (0.69 mg/kg) (ESCUREDO et al., 2012). A quantidade relativamente
baixa de polifenois indica que nédo € a quantidade, mas sim a identidade que esta
relacionada a atividade antibacteriana.

No entanto, com 80 mg/mL, o mel 3 e o mel 4 fragbes hexano,
isoladamente, chegou a inibir S. epidermidis em 85 e 71%, respectivamente. Na
fracdo hexano do mel africano foi encontrada atividade antibacteriana sobre H.
pylori. Nesta fracdo foram extraidos diferentes compostos volateis pertencentes

a familia dos acidos, alcool, cetona, acido alifatico, composto de benzeno,
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hidrocarboneto, furano e derivados de pirano (MANYI-LOH; CLARKE; NDIP,
2012).

O mel 4 fresco e fragao N-butanol e o mel 5 fragdo hexano, combinados
com o controle positivo, reduziram o crescimento de E. faecalis entre 4 e 8 horas
em comparacao com os controles isolados. Diante da acdo desses méis sobre a
bactéria nesses horarios, repetir a oferta, em intervalos menores que 24 horas,
poderia ser uma aplicagdo pratica. Para isso é necessario o estudo com a
sinética desse mel sobre a E. faecalis, para verificar se a oferta de mel em
intervalo de tempo menor tera efeito positivo. Isso auxiliaria a manter o efeito do
mel junto ao antibiético. O aumento da frequéncia de oferta do mel seria
semelhante aos ofertados por alguns antibiéticos como a claritromicina (12/12
horas) e eritromicina (6/6 horas) (COMISSAO DE CONTROLE DE INFECCAO
HOSPITALAR- CCIH, 2020).

O aumento da permeabilidade da membrana de E. faecalis, promovida
pelo mel 1 fresco combinado com o controle positivo, comecgou a partir de 4
horas. Esse efeito foi observado até 24 horas, sugerindo que talvez ndo seria
necessario a oferta desse mel em intervalo menor. Neste sentido, o mel 1
representa um importante achado neste estudo, com potencial uso como
complemento a um tratamento medicamentoso, como a Claritromicina e
eritromicina sobre E. faecalis. Esse uso pode ser ofertado a qualquer pessoa,
inclusive uso restritivo de mel por diabéticos ndo foi verificado. Ainda foi
comprovado o efeito positivo do mel, em um estudo experimental com ratos
Wistar com neuropatia diabética induzida. Ap6s seis semanas com a
admnistracdo de mel houve reducdo significativa da glicemia e lipideos
(EGBUNA et al., 2021; SIRISHA et al., 2021).

Apesar dos produtos avaliados por este estudo ndo apresentarem
sinergismo com a com a combinagdo, houve um aumento da atividade
antibacteriana. Assim, a utilizacdo do mel em tratamento médico seria um
avanco, com a reducao dos gastos com tratamento convencional, menor uso de
antimicrobiano, rapidez na cura e reducéo nas hospitalizagdes (OLIVEIRA et al.,
2017; ABDRRAHIM et al, 2019; ALMASAUDI, 2021). Estudos com a combinagé&o

de antibiéticos com mel evidencia o beneficio na atividade antibacteriana. O uso
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do mel de regides do Ir4, combinado com os antibiéticos tetraciclina e
ciprofloxacina sobre uma bactéria, diminuiu em duas vezes a CIM destes
antibiéticos (JAKTAJI; GHALAMFARSA, 2021). O mel de Manuka, Nova
Zelandia, combinado com antibiético linezolida, proporcionou potencializacdo da
inibicdo sobre S. aureus. Desse modo, possibilitou o acamulo intracelular do
antibiotico (HAYES et al., 2018). A combinacdo do mel de Manuka com o
antibiotico rifampicina teve atividade sinérgica sobre isolados clinicos de S.
aureus, inclusive para cepa resistente a meticilina (MRSA) (MULLER et al.,
2013).

Apesar do efeito no aumento da permeabilidade da membrana pelos méis
1, 4 e 5 sobre E. faecalis, ndo foi encontrada CIM (Concentracdo Inibitéria
minima) para os méis avaliados até 80 mg/mL. Por outro lado, os méis na
concentracdo de 80 mg/mL tiveram um aumento consideravel na inibicdo de S.
epidermidis de até 70%, em relacdo a concentracdo de 1 mg/mL. Para H. pylori
as inibicbes chegaram a 70% com utilizagdo de 1 mg/mL de mel. Inibicdes
completas de diferentes bactérias foram encontradas com uso concentracdes de
mel superiores a utilizada neste estudo. Méis de regides ocidentais da Croacia
tiveram CIM em concentracdes que variaram de 100 a 400 mg/mL sobre as
bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia.coli (GOBIN
et al., 2018). Méis de apiarios, em Trinidad, tiveram CIM que variaram de 160 a
320 mg/mL sobre S. pyogenis e S. aureus (BROWN et al., 2020). Mel da regiao
da Amazonia, Brasil, teve CIM de 100 mg/mL sobre S. epidermidis (CRUZ et al.,
2014). Isso indica que em concentracfes superiores a 80 mg/mL, os méis
avaliados neste estudo poderao apresentar inibicdo completa das bactérias.

A falta de inibicbes completas para H. pylori, em concentragdo menores
gue 80 mg/mL, pode ser devido a resisténcia da bactéria ser observada para
algumas cepas em populagdo humana contra o antibiético de ultima geragéo
claritromicina (ZEFENKEY, NASER, BALACH, 2012). O tratamento meédico, para
o controle de H. pylori, € a combinacdo de antibidticos e um controlador de
bomba de prétons devido a dificuldade de mortalidade da bactéria (SOUSA et
al., 2017).
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Apesar de E. faecais ser gram positiva, a dificuldade na sua inibicéo pelo
mel pode ser devido ao registro de resisténcia a antibiéticos do género
Enterococcus (RUZICKOVA, VITEZOVA, KUSHKEVYCH, 2020; SANTOS et al.,
2018). Por outro lado, S. aureus é uma bactéria gram positiva, susceptivel a
diferentes concentracdes de mel, geralmente baixas, com CIM que ja variaram
de 10 mg/mL a 50 mg/ml (BORSATO et al., 2013; COMBARROS-FUERTES et
al.,2019; GOBIN et al., 2018; MERCES et al., 2013).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os méis e suas fragdes ndo tiveram atividade antibacteriana até 1 mg/mL.
O mel 1, pertencente a cidade de Caceres, MT-Brasil, quando combinado com
0s antibioticos, aumentou a permeabilidade da membrana da bactéria gram
positiva E. faecalis. Isso possibilitou uma maior acdo dos produtos combinados
em menor tempo de incubacdo, em relagcédo aos produtos isolados.

Neste sentido, um estudo do mel de Caceres (Brasil) para confirmacéo do
mecanismo de acdo sobre a membrana de E. faecalis e o isolamento do

flavonoide bioativo auxiliardo no potencial desse mel de Mato Grosso.
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Apéndice A. Inibicdo do crescimento das bactérias E. faecalis, S. epidermidis e

H. pylori por méis e fragbes, na concentragdo de 1 mg/mL e controle positivo

Eritromicina e Claritromicina a 20 pg/mL, apos 24 horas de incubacao.

Bactérias (% inibi¢cdo)

Produto E. faecalis S. epidermidis H. pylori
Fresco 27+5,28 24+2 93 61+5,26
Hexano 23+2,99 2+0,67 60+5,48
Mel 1 Acetato de 23+1,13 20+9,31 56+11,99
etila
N-butanol 27+3,15 11+8,23 69+7,54
Fresco 25+8,22 16+4,99 62+9,17
Hexano 1745,76 24+7.71 62+1,45
Mel 2 Acetato de 175,36 19+7,06 63+10,64
etila
N-butanol 25+8,22 24+7,79 61+7,35
Fresco 1745,29 36+6,61 631,56
Hexano 26+6,68 28+7,08 72+2,98
Mel 3 Acetato de 20+8,66 32+4,34 73+10,38
etila
N-butanol 21+7,61 37+8,51 669,13
Fresco 37+22,40 261,95 658,11
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Hexano 236,35 307,62 658,34
Mel 4 Acetato de 21+9.91 24+3 .59 67+7,84
etila
N-butanol 30+6,03 30+6,78 72+4 92
Fresco 25+10,45 28+5,96 676,93
Hexano 29+7.75 22+10,85 58+6,69
Mel 5 Acetato de 26+7,05 16+2,76 61+6,72
etila
N-butanol 21+9,26 22+8.,76 64+10,80
Média 24,00 23,55 64,35
Controle Eritromicina 77+11,89
positivo : -
Claritromicina 88+3,87 100+1,93




ANEXOS

Anexo A. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) descrita na literatura para diferentes méis de abelhas Apis sp. e sem ferréo,
no Brasil e no exterior, frente a cepas de bactérias Gram positivas e negativas.

Gram negativa Gram positiva
Espécies de 1E.coli 2P. 3 C violaceum 4 S. aureus 5 B. subtilis 6S. 7 E. faecalis 8S. Referéncia
Abelhas aeruginosa epidermidis pyogenes
6,25% viv 6,25% v/v Ewnetu;
Lemma;
Apis mellifera  Tigray/Gondar Tigray/Gondar Birhane
-Eti6pia -Etiopia (2013) TB*
7%vVlv, 0,7%Vlv, 7%vlv, 10%vlv, Cruz et al.
Amazbnia- Amazonia- Amazonia- Amazbnia- (2014) DA*

Brasil Brasil Brasil Brasil
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8% wiv

Hokianga-
Nova Zelandia

Liu et al.
(2015) MC*

12.5-25% viv

Temben/
Atsbi/ Samre-

Etiépia

12.5-50% viv

Temben/
Atsbi/ Samre-

Etiépia

6.25-12,5%
viv

Temben/
Atsbi/ Samre-

Etiopia

6,25-12,5%
viv

Temben/
Atsbi/

Samre-

Etiépia

Wasihun; Kas
a(2016) DC*

3,125-12,5% 3,125-12,5% Viana;
(p/v) (p/v) Carmo;
Bastos (2018)
Minas Gerais- Minas Gerais- MC*
Brasil Brasil .
(MIC 270%) (MIC 2 70%)
Liu et al.

8% wiv

(2018) MC*



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wasihun+AG&cauthor_id=27386291
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kasa+BG&cauthor_id=27386291
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kasa+BG&cauthor_id=27386291
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(MIC 99)

Nova Zelandia

Bouacha; Ay
5-10% wiv 20-40% wiv 2,5% wiv 2,5-5% wiv ed;
Grara (2018)
Algeria Algeria Algeria TB*
32% plv, 32% plv, 16% piv, Brown et al.
Trinidad Trinidad Trinidad (2020) MC*
2,5-10% w/iv Bouacha;
Benbouzid
El (2020) TB*
Taref/Djelfa/S

kikda -Algeria



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bouacha+M&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bouacha+M&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ayed+H&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ayed+H&cauthor_id=29652864
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grara+N&cauthor_id=29652864
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<9,4% viv <9,4% viv 18,7% viv 18,7% viv 18,7% viv Olate-Olave
et al. (2021)
Chile Chile Chile Chile Chile MC*
18-100% (v/v) Mirzaei et al.
(2020) DA *
Nahavand -Ira
20% wiv 12,5% wiv 10% wiv Zainol;Yusoff;
Yusof (2013)
Apis dorsata malasia malasia malasia DC*
25-40% 25-40%
Goa Goa
Tembenus- Tembenus-
Kalimantan Kalimantan Prayitno;
Emmawati;
Rahmadi
(2020) DA *

30-40%
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30-40% Bongan-
Kalimantan
Bongan-
Kalimantan
Apis Andualem
mellipodae (2013) TB*
12,50% viv 6,25% v/v
Gondar-
Gondar- Etiépia
Etiépia
Apis spp. 50% viv
Manaus-Brasil Pimentel et al.
(2013) DA*
11,1-20% viv 11,1-14,3%
viv

Rio Grande do
Sul-Brasil

Rio Grande do
Sul-Brasil

Pimentel et al.
(2013) MAC*
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11,1-20% viv 11,1-20% viv
Ceara-Brasil Ceara-Brasil
Apis cerana 5% 2% Prateeksha et
indica al. (2017)
Lucknow- Lucknow- McC*
India India
Melipona 12,5 % m/V 12,5 % m/V Borsato et al.
bicolor (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
Parana-BR Parana-BR
Melipona 12,5 % m/V 12,5 % m/V Borsato et al.
marginata (MIC90); (MIC90); (2013) MC*

Parana-BR Parana-BR
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Melipona 6,25% m/V 3,13 % m/V Borsato et al.
quadrifasciat (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
a Parana-BR Parana-BR
Melipona 70 mg mL? NS 35 mg mL? Mercés et al.
quadrifasciat (2013) DA*
a Bahia-Brasil Bahia-Brasil
anthidioides
Melipona 25 %m/V 25 %m/V Borsato et al.
rufiventris (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
Paranéa-Brasil Paranéa-Brasil
Melipona 72 mg mL? NS 72 mg mL? Mercés et al.
asilvai (2013) DA*
Bahia-Brasil Bahia-Brasil
Melipona 20%vlv, 20%vlv, 7 %vlv, 7,5%vlv, Cruz et al.
compressipe Amazobnia- Amazonia- Amazonia- Amazonia- (2014) DA*
S Brasil Brasil Brasil Brasil
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33,3 - 50% v/v

Melipona 50%
compressipe
s viv Manaus-Brasil Pimentel et al.
manaosensis (2013)
Manaus-Brasil
DA*
Pimentel et al.
11,1 - 50% 11,1 - 50% (2013)
viv viv
R - - MAC*
Manaus-Brasil Manaus-Brasil
Melipona 1-4% plv, 1-4% plv, 8% plv, Brown et al.
favosa Tobago Tobago Tobago (2020) MIC*
Melipona 16%v/v, 10%v/v, 8 %vlv, 5,5%vlv, Cruz et al.
seminigra Amazbnia- Amazonia- Amazonia- Amazbnia- (2014) DA*
Brasil Brasil Brasil

Brasil
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Melipona 11,1-33,3%
subnitida viv

Tupé-Manaus

11,1% viv

Tupé-Manaus

Pimentel et al.
(2013)

MAC*

Scaptotrigon 3,12 %m/V 1,56 %em/V Borsato et al.

a bipunctata (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
Parana-BR Parana-BR

5% viv 2.5% viv 0.62% viv 2.5% viv 1.25% viv 1.25% viv Nishio et al.

Parana-Brasil

Parana-Brasil

Parana-Brasil

Parana-Brasil

Parana-Brasil

(2016) MC*
Parana-
Brasil

Scaptotrigon 25 %m/V 25 %m/V Borsato et al.

a xantotricha (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
Parana-BR Parana-BR

Scaptotrigon 5% viv 2.5% viv 1.25% viv 2.5% viv 1.25% viv 1.25% viv Nishio et al.

a postica

(2016) MC*
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Parana-Brasil Paranéa-Brasil Parana-Brasil Parana-Brasil  Parana-Brasil Parana-
Brasil
Tetragona 12,5 % m/V 12,5 % m/V Borsato et al.
clavipes (MIC90); (MIC90); (2013) MC*
Parana-BR Parana-BR
Tetragonula 13,09-4,04% 14,79-12,76% 11.76-4,4% 8% viv 8-3,10% v/v
leaviceps viv viv viv
Chantaburi- Chantaburi- Suntiparap;
Chantaburi- Chantaburi- Chantaburi- Tailandia Tailandia Prapaipong;
Tailandia Tailandia Tailandia Chantawan,
(2012) MmC*
7,56-1,09%
14.22-3,23% 10,22- 3,54% viv
14,67-327%  13,33-4,13% viv viv ;
viv viv o : tat- .
Trat- Tailandia Trat- Tailandia Tailandia

Trat- Tailandia  Trat- Tailandia

Borsato et al.
(2013) MC*
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6,25% m/V 6,25% m/V
(MIC90); (MIC90);
Parana-BR Parana-BR
Tetragonisca
angustula
132 mg/mL* 33 mg/mL* Mercés et al.
(2013) DA*
Bahia-Brasil NS Bahia-Brasil
Trigona spp. 20% wiv 20% wiv 20% wiv Zainol;Yusoff;
Yusof (2013)
Malasia Malasia Malasia DC*
Frieseomelitt 74 mg/mL? NS 19 mg/mL? Mercés et al.
a (2013) DA*
doederleinei Bahia-Brasil Bahia-Brasil
Frieseomelitt 1-4% plv, 8% plv, 1-4% plv,
anigra Tobago Tobago Tobago
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Brown et al.
(2020) MC*
8% plv, 8% plv, 1-4% plv,
Trinidad Trinidad Trinidad
Plebeia sp. 254 mg mL! 254 mg mL? Mercés et al.
(2013) DA
Bahia-Brasil NS Bahia-Brasil
Geniotrigona 5% p/p 5% p/p 5% p/p Tuksitha et al.
thoracica (2018) DC*
Borneo- Borneo- Borneo-
Sarawak Sarawak Sarawak
Heterotrigon 10% p/p 10% p/p 10% p/p Tuksitha et al.
aitama (2018) DC*
Borneo- Borneo- Borneo-
Sarawak Sarawak Sarawak
6% viv

6,67% viv

10,67% viv
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Selangor/Joho  Selangor/Joho Selangor/Joho Ramlan et al.
r/Sarawak- r/Sarawak- r/Sarawak- (2021) DC*
Malasia Malésia Malésia
3.125-6,25% 3.125-6,25% 1,56-6,25% 1,56-6,25% Yaacob et al.
wiv wiv wiv wiv (2020) DC*
Malésia Malésia Malésia Malasia
Heterotrigon 3% p/p 5% p/p 3% p/p Tuksitha et al.
a (2018) DC*
erythrogastra Borneo- Borneo- Borneo-
Sarawak Sarawak Sarawak

1 Escherichia coli; 2 Pseudomonas aeruginosa; 3 Chromobacterium violaceum; 4 Staphylococcus aureus; 5 Bacillus subtilis; 6

Staphylococcus epidermidis; 7 Enterococcus faecalis; 8 Streptococcus pyogenes.

*MC= CIM estimado pela metodologia de microdiluicdo em caldo;

*DA= CIM estimado pela metodologia em difusdo/diluicdo em agar por disco ou poco;



*ESPECT= CIM estimado por espectrofotometria
*TB= CIM estimado por diluicdo em tubo

* MAC= CIM estimado por macrodiluicdo em caldo
*DC= CIM estimado por diluicdo em caldo

NS= ndo susceptivel

= Nao avaliado



