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CLEBIS, Victor Hugo. Estudo da Acdo Antibacteriana e Efeito Aditivo da
Associacdo Entre os Méis de Apis mellifera Latreille Africanizada
(Hymenoptera: Apidae: Apinae) e Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836
(Hymenoptera: Apidae: Meliponinae). 2017. 67f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A resisténcia bacteriana aos diversos antibacterianos convencionais € um grave
problema clinico, que requer a constante busca por novos antimicrobianos. Neste
estudo foi avaliada a atividade antibacteriana dos méis produzidos pelas abelhas
Scaptotrigona bipunctata (HSB) e Apis mellifera (HAM), contra bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli, Salmonella enterica, e Pseudomonas aeruginosa) e
Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis). Seis ensaios
foram utilizados para avaliar este efeito: 1) Pogo-difusdo em agar; 2) Microdiluigdo
em caldo, para determinagao da concentragao inibitoria minima (CIM); 3) Técnica de
“Checkerboard” (determinagao do tipo de atividade antibacteriana da combinagéo
dos méis); 4) Curva de tempo e morte; 5) Microscopia eletrénica de varredura; 6)
Producéao de peréxido de hidrogénio. Halos de inibigdo foram observadas para HSB
e a combinagdo HSB/HAM, contra todas as cepas bacterianas utilizadas neste
estudo. As CIMs para HAM variaram de 20 a 25% e de 1,25 a 5%, para HAM e HSB,
respectivamente. As curvas de tempo e morte mostraram que o HSB teve um efeito
bactericida para S. aureus, e bacteriostatico para E. coli, enquanto que o HAM
mostrou um efeito bactericida para E. coli e bacteriostatico para S. aureus. A
combinacao dos meéis mostraram um efeito aditivo na atividade antibacteriana,
reduzindo pela metade as ClIMs de cada mel. Esta combinagado também apresentou
uma maior capacidade de produzir peréxido de hidrogénio do que os méis
individualmente. Diferentes alteragdes morfologicas foram observadas na superficie
bacteriana de S. aureus na presencga dos méis ou da combinagao entre eles. Esses
resultados sugerem diferentes mecanismos de atividade antibacteriana do HSB e
HAM, e que a combinacdo destes méis pode ser uma alternativa interessante no
controle de infec¢bes bacterianas.

Palavras-chave: Antibacterianos. Mel. Scaptotrigona bipunctata. Apis mellifera.
Efeito aditivo.



CLEBIS, Victor Hugo. Study of the Antibacterial Action and Additive Effect of
Apis mellifera Latreille Africanized (Hymenoptera: Apidae: Apinae) honey
Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae)
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ABSTRACT

The bacterial resistance to several antibacterials is a severe clinical issue which
requires the constant search for new antimicrobials. In this study, the antibacterial
activities of the honeys produced by the Scaptotrigona bipunctata (HSB) e Apis
mellifera (HAM) bees were evaluated against Gram-negative (Escherichia coli,
Salmonella enterica, and Pseudomonas aeruginosa) and Gram-positive
(Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis) bacteria. Six assays were
used to evaluate this effect: 1) Agar wel-diffusion; 2) Microdillution assay, for
determination of minimal inhibitory concentration (MIC); 3) Checkerboard analisys
through microdilution assays employing double antimicrobial gradient were used (to
determine of the type of antibacterial activity from combined honeys); 4) Time-kill
curve; 5) Staining electronic microscopy; 6) Hydrogen peroxide production. The
inhibition zones were observed for HSB and HSB/HAM combined against all bacterial
strains used in this study. The MICs ranged from 20 to 25% for HAM, and from 1,25
to 5% for HSB. The time-kill curves showed that the HSB had a bactericidal effect
against E. coli and a bacteriostatic against S. aureus, while the HAM showed a
bactericidal effect against S. aureus and a bacteriostatic against E. coli. The
combination of the honeys showed an additive effect on antinbacterial activity,
decreasing the MICs of the honeys by half. The combination also showed an higher
hydrogen peroxide production than the individual honeys. Different morphological
alterations were observed in the bacterial surphaces from S. aureus treated with
either honey or their combination. These results suggest different antibacterial activity
mechanisms between the HSB and HAM, and that the combination of these honeys
can be an interesting alternative for bacterial infection control.

Key-words:  Antibacterial. Honey. Scaptotrigona bipunctata. Apis melifera.
Additive effect.
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1 INTRODUGAO

Resultados de descobertas empiricas possuem uma histérica relacao
com o uso de antibacterianos no controle de infecgbes. Antigamente, a medicina era
intimamente relacionada com a teologia, com muitos tratamentos de moléstias
envolvendo rituais religiosos, nos quais eram usados diversos produtos. Contudo, ja
existiam documentos na Antiguidade que discorriam sobre descobertas empiricas
quanto a eficacia das diferentes terapias e substancias; entres os quais podemos
destacar a Matéria Medica “Shennong Bencao Jing” de Tao Hongjing como o primeiro
manual de medicina, e o Corpus Hippocraticum, redigido durante a civilizagao grega.
Tais documentos listavam varios tratamentos, descobertos por tentativa e erro; e
ambos relatavam o potencial medicinal de aplicagdes de mel (EATON, 2015;
FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; FRANCIA; STOBART, 2014; JONES,
2001).

Ha relatos do uso do mel como pomada na medicina desde a
civilizagdo suméria. O mel também foi usado como forma de tratamentos por
civilizagbes indigenas antes da colonizagao europeia, e até pelos russos durante a
Primeira Guerra Mundial. Mas, apesar de seu uso nunca ter sido cessado, ele foi
substituido em grande parte pelos primeiros antibacterianos, como a penicilina, que &
usada contra infecgdes bacterianas até os dias atuais (BOGDANOV, 2016;
FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; JONES, 2001; SUBRAHMANYAM, 1996).

O surgimento desses antibacterianos foi resultado da andlise da
antibiose de bactérias por moléculas; descoberta que, por sua vez, sé foi possivel uma
vez que foi comprovado o potencial patogénico de microrganismos em infec¢des por
Robert Koch. As descobertas do cientista no século XIX resultariam na formulagéo
dos postulados de Koch. Descobertas como essas, presentes ao longo do século,
assim como um aumento do numero de infecgdes no decorrer do século
impulsionaram o estudo pelo controle de infecgdes. Tais estudos teriam como
consequéncia o desenvolvimento das primeiras praticas médicas, como a lavagem de
mao e a desinfeccdo com fenol (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; LISTER,
1867).

Por exemplo, enquanto era desenvolvido o “salvarsan” por Paul
Ehrlich, o primeiro antibacteriano sintético, Jonh Tyndall relatou uma indu¢éo de morte

ou “dorméncia” em bactérias na presenga do fungo Penicilluim notatum; um estudo
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que posteriormente serviria de base para a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming em 1928 (AMYES, 2001; SEFTON, 2002).

Apesar de trabalhos procurarem elucidar o papel da penicilina nos
anos 60; seu uso em massa ocorreu apds do desenvolvimento de técnicas de
purificacao por Norman Heatley (KENNEDY, 2004). O uso da penicilina marcou a “Era
Dourada” dos antimicrobianos, que durou entre os anos 40 e 60. Essa época foi
caracterizada por varias descobertas de moléculas com capacidade antibacteriana, o
que levaria ao controle de varias doencas, como por exemplo, a febre reumatica
(FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; SILVER, 2011; SINGH, 2006).

Entretanto, a “Era dourada” também foi marcada pelo uso intenso
dessas substancias, o que levaria ao surgimento de diversas cepas resistentes. O
primeiro caso clinico de resisténcia ocorreu em 1946, cujo patdbgeno era uma cepa de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (LEVY 2002; PALUMBI, 2001). Desde entéo,
o surgimento de cepas resistentes aos antibacterianos estimulou uma constante
busca por novas substancias e terapias para o controle de infecgdes (FINCH, 2007).

Entre as diversas substancias com atividade antibacteriana,
destacamos o mel. Ele é definido como uma solugdo acucarada produzida por abelhas
e armazenada em favos ou potes das colmeias; e pode ser classificado quanto a
origem e ao modo de produgao (BRASIL, 2003). E, apesar de seu uso ser relatado
desde as civilizagbes antigas, o estudo das propriedades bactericidas da solugao foi
retomado apenas por Van Ketel no final do século XIX (DUSTMANN, 1979;
STOBART, 2014; JONES, 2001).

Além do potencial antibacteriano do mel, este pode apresentar efeito
anti-inflamatoério. Para tal, ja foram desenvolvidos curativos com mel que
demonstraram uma aceleragdo do processo inflamatério (KASSIM et al. 2010,
YUSOF, 2007).

Conforme Nishio et al. (2016), méis de abelhas indigenas sem ferrao
como Scaptotrigona bipunctata e S. postica apresentaram maior efeito antibacteriano
do que o mel da abelha Apis melifera. Porém méis de abelhas indigenas possuem um
valor comercial mais elevado (ALVES et al., 2005). Em vista disso, comparamos a
acao antibacteriana dos méis da abelha indigena sem ferrdo S. bipunctata, da abelha

A. mellifera africanizada e da mistura entre esses méis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a atividade antibacteriana dos méis de Apis mellifera e
Scaptotrigona bipunctata, e verificar o potencial antibacteriano da combinagdo dos

méis.

2.2 METAS

o Verificar a sensibilidade bacteriana para os méis isolados, assim como a
mistura destes.

e Determinar o grau de associagao da atividade antibacteriana na combinagao
dos méis.

e Analisar a cinética do crescimento bacteriano na presenca e auséncia dos
meis.

e Visualizar as alteragdes morfolégicas superficiais bacterianas na presenca dos
meis.

¢ Quantificar o peréxido de hidrogénio produzidos nos méis e a sua influéncia

no potencial antibacteriano.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HiIsTORICO DO DESENVOLVIMENTO DE ANTIBACTERIANOS E O MEL

O desenvolvimento de tratamentos para o controle de doencgas
acompanhou o desenvolvimento das civilizagdes desde a Antiguidade. Documentos
atribuidos as primeiras civlizagbes, como a sumérica, mostram um empenho por parte
de seus autores em recorrer ao uso de substancias para o tratamento de diferentes
enfermidades. Entre estes documentos, encontra-se o mais antigo relato do uso do
mel: uma escritura sumérica de aproximadamente 2000 A.C. que recomendava 0 uso
do mel para o tratamento de feridas (JONES, 2001).

O uso do mel para o tratamento de feridas também é encontrado em
documentos mais recentes, como papiros escritos pela civilizacdo egipcia, que
recomendava misturar mel com ocre vermelho e alabrasto em p6 para o tratamento
de alopecia. Esta civilizagdo, como outras, relacionavam intimamente o uso de
substancias com rituais religiosos. Livros religiosos escritos na Antiguidade atribuiam
a diferentes substancias, como o mel, propriedades de cura; como por exemplo, o
relato de Salom&o no Corédo: “E teu Senhor inspirou as abelhas, (dizendo): Construi
as vossas colmeias nas montanhas, nas arvores e nas habita¢gdes (dos homens). [...]
Sai do seu abdémen um liquido de variadas cores que constitui cura para os humanos.
(Cordo 16:68-69)" (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; GUTHRIE, 2011;
JONES, 2001).

Os dados coletados durante a Antiguidade sobre as propriedades
medicinais de substancias ndo incluiam o conhecimento da existéncia de patégenos
como microrganismos; assim, eles eram obtidos apenas empiricamente (FERREIRA;
PAES; LICHTENSTEIN, 2008). Essas informagdes foram escritas em diferentes
manuais médicos, que descreviam recomendacodes de diferentes substancias para as
diversas moléstias. Como exemplos desses manuais, existem: o Shennong Becao
Jing (Materia Médica do Divino Fazendeiro); um manual descrito durante a civilizagao
Chinesa; e o Corpus Hippocraticum, uma coletanea de livros associada a Hipdcrates,
escrita por varios médicos hipocraticos durante a civilizagdo greco-romana (EATON,
2015; FRANCIA; STOBART, 2014).

Interessantemente, o mel foi recomendado em manuais de diferentes

civilizagbes. No caso do Shennong Bencao Jing, o mel era recomendado para o
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tratamento da dor, como também, a capacidade de aumentar o “gi”, enquanto que no
Corpus Hippocraticum, o mel era recomendado para o tratamento de tifo, ou para o
prolongamento da vida. Outros relatos mais tardios possuiam descrigdes mais
detalhadas do potencial do mel, como o do médico romano Discordes, que
recomendava o mel para o tratamento de ulceras, infec¢gdes de garganta, olhos e
narinas; e relatava diferencas entre méis quanto ao pontencial medicinal (EATON,
2015; FRANCIA; STOBART, 2014). O mel também foi usado por civilizacbes
européias, e indigenas da América, para o tratamento de doencgas respiratérias
(BALLIVAN, 2008; CORTOPASSI-LAURINO; GELLI, 1991; POSEY, 1987).

O uso medicinal do mel perdurou na civilizacdo européia até a
primeira metade do século XX, sendo inclusive usado pelos russos durante a Primeira
Guerra Mundial (BOGDANOV, 2016; SUBRAHMANYAM, 1996). A introducao de
novas terapias ocorreu com os estudos de antibacterianos, que foram iniciados no
final do século XIX, com a comprovagao por Robert Koch do papel patogénico dos
microrganismos. Na época, ja eram adotadas praticas médicas capazes de reduzir
infeccbes pos operatdrias, como a lavagem das méaos antes de processos cirurgicos
estabelecida por Semmelweis; e o procedimento de desinfeccao com fenol elaborada
por Joseph Lister (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; LISTER, 1867).
Entretanto, estas praticas possuiam algumas limitagdes, como a toxicidade do fenol
(INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1994).

Um dos pioneiros dos estudos de antibiose foi Paul Ehrlich, que iniciou
seu trabalho sobre antibiéticos a partir de sua reflexao sobre o termo “antibiose”,
cunhado por Vuillemin; a afinidade de pigmentos por determinados tecidos (tanto os
usados na industria téxil quanto aqueles utilizados em cortes histolégicos); e seu
interesse em identificar bactérias em laminas histopatoldgicas. Dessa reflexao, ele
prop6s a existéncia de uma substancia que teria afinidade por células de patégenos,
originando assim a teoria da toxicidade seletiva. Essa teoria o levaria a desenvolver
juntamente com Sahachiro Hata o “composto 606” em 1905, que viria a ser conhecido
como “salvarsan”. O “composto 606" era um derivado do arsénico, uma molécula
usada na produgdo de pigmentos, e foi usado no tratamento da sifilis (causada pela
bactéria Treponema pallidum), obtendo sucesso no tratamento de varios casos
(AMYES, 2001; KENNEDY, 2004).

Na época dos estudos de Paul Ehrlich, Jonh Tyndall, em 1875,

descreveu a capacidade do fungo do genéro Penicillium em induzir um estado de
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“morte ou dorméncia” em bactérias. Esta Informacao foi importante para Alexander
Fleming descobrir a penicilina em 1928. Curiosamente, tal descoberta foi uma
consequéncia da observagdo de halos de inibicdo em agar com culturas de

Staphylococcus aureus contaminadas pelo fungo P. notatum.

Tabela 01- Seletividade de antibacterianos usados.

Sitio de agao Seletividade para bactérias Exemplo de
antibacteriano
Sintese da parede A parede celular de peptideoglicana é  Penicilinas,

bacteriana

Sintese proteica

Sintese do acido
folico

Metabolismo do
acido nucléico

Desorganizagéo da

ausente em mamiferos.

O ribossomo bacteriano € o 70S,
enquanto que de eucariontes é 80S.

A sintese do acido folico em bactérias
utilizam PABA, diferente dos
mamiferos.

Ha diferencas estruturais em enzimas
como topoisomerases, mas ainda ha
toxicidade para eucariontes.

Possui baixa seletividade, sendo seu

Cefalosporinas,
Vancomicina

Aminoglicosideos,
Tetraciclinas

Sulfonamidas,
Trimetropim

Quinolonas,
Rifampicina

Polimixina B

membrana uso clinico restrito.

Fonte: adaptado de Sefton (2002); Tortora (2010)

O tratamento de infecgcdes em massa pela penicilina marcou a “Era
Dourada” dos antimicrobianos. Este periodo, que durou entra as décadas de 40 e 60;
foi caracterizado pela descoberta de varias moléculas com atividade antibacteriana, o
que possibilitou o controle de varias doengas, como a febre reumatica. Mas, as novas
substancias eram usadas logo ap6s a obtencdo de resultados empiricos sobre o
efeito, isto €, sem o conhecimento de mecanismos de acdo. Além do uso antes da
descoberta do mecanismo responsavel pelo efeito bactericida, os medicamentos eram
usados indiscriminadamente, o que resultaria no surgimento de cepas resistentes aos
antibacterianos usados (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008; SILVER, 2011;
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SINGH, 2006; TODAR, 2011). Os antibacterianos usados s&o baseados na
seletividade proposta por Paul Ehrlich, agindo em diferentes alvos, conforme listado
na tabela | (AMYES, 2001; SEFTON, 2002).

Alexander Flenning, entratanto, notou em sua pesquisa que o
crecimento de bactérias em concentracbes gradativamente maiores de penicilina
levou a selegdo de mutantes com maior resisténcia ao antibacteriano. Essas células
bacterianas possuiam uma parede celular com menor permeabilidade para o
medicamento, o que permitia que resistissem a concentracdes do farmaco que era
encontradas no sangue, durante o tratamento de pacientes. E, em 1945, baseado em
sua pesquisa, ele alertou, em uma entrevista para o New York Times, que 0 uso
indiscriminado da penicilina poderia levar a selecdo de “formas mutantes” de
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina, e também ressaltou a possibilidade
de tais “formas bacterianas” levarem a infeccdes, e pacientes intectados transmitirem
tais bactérias resistentes para outros individuos (LEVY, 2002). O primeiro caso de
resisténcia surgiu um ano mais tarde com uma cepa de MRSA, e os anos seguintes
foram marcados por um acelerado aumento no niumero de casos de infecgdes com
bactérias resistentes aos antimicrobianos (LEVY, 2002; PALUMBI, 2001).

3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Um determinado antibacteriano n&o possui necessariamente
atividade contra todas as espécies bacterianas, pois uma determinada cepa pode
possuir fatores que impedem a acdo desse antibacteriano intrisicamente. Essa
resisténcia intrinseca pode ser caracterizada pela simples auséncia da molécula alvo
na bactéria, ou falta de um canal de entrada na membrana. Em alguns casos, ela pode
ser decorrente da presenca de uma camada eficiente na barragem do antibacteriano,
fato observado em alguns casos de resisténcia de bactéria Gram-negativas (DZIDIC;
SUSKOVIC; KOS, 2008; TODAR, 2011).

Adicionalmente, além do casos de resisténcia intrinseca; as bactérias,
assim como outros microrganismos, pode ser selecionadas para uma melhor
adaptacao da populagao as condicdes do meio ambiente. E devido a essa adaptagao
ao meio, onde antibacterianos podem estar presentes; ocorre um aumento do numero
de cepas que apresentam resisténcia ou multiressiténcia aos agentes terapéuticos

(ALANIS, 2005). Infecgbes causadas por cepas, como MRSA (resultantes da pressao
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evolutiva causada pelos bactericidas e bacteriostaticos), sdo de dificil tratamento.
Essa dificuldade resulta num aumento de custos hospitalares, assim como das taxas
de morbidade e mortalidade (LEVY e MARSHALL, 2004; SEFTON 2002). A tabela 02
lista os modos de resisténcia para os antibacterianos usados, e a figura 01 ilustra os

pricipais mecanismos de resisténcia adquiridos por mutacdes.

Tabela 02- Exemplos de modos de resisténcia aos antibacterianos atuais.

Antibacterianos Modo de resisténcia
Clorafenicol Reducéao da entrada na célula
Tetraciclina Bombas de efluxo da bactéria

Beta-lactémicos, Eliminagao do antibacteriano ou
Eritromicina, diminuicdo da afinidade com o alvo

Beta-lactamicos, Clivagem ou modificagao enzimatica

Aminoglicosideos, da molécula
Clorafenicol
Sulfonamidas, Aumento na producao do alvo e
Trimetropim adicdo de via metabodlica alternativa

Fonte: adaptado de Todar (2011)

Figura 01- Mecanismos de resisténcia bacteriana adquiridos por mutagdes aos

antimicrobianos.
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Plasmid

Antibiotc

Fonte: Todar (2011)

O surgimento de uma cepa resistente, o que caracteriza a resisténcia
como adquirida, pode ocorrer como consequéncia de mutagdées em um ou mais loci
de seu cromossomo, ou pela transferéncia desse material genético para outras
bactérias. Tais alteragdes genéticas resultam na alteracdo das proteinas que séo
transcritas pela bactéria, e logo em mudangas em componentes estruturais dela, como
os receptores pelos quais os antimicrobianos entram na célula. Uma vez alterados, a
permeabilidade da bactérias para o antibacteriano pode diminuir. Além da disso,
alteracdes na traducao de proteinas podem alterar estrutura dos canais de membrana,
e (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008; TODAR, 2011).

Mutagdes séo delegdes, insercdes, inversdes ou trocas na sequéncia
de bases nitrogenadas que compdem o material genético. Cepas contendo mutagdes
que conferem resisténcia sao selecionadas pela pressao evolutiva causada resultante
da presenca do antibacteriano (NEIDHARDT, 2004, TODAR, 2011). Mutacbes
ocorrem principalmente por erros no processo de transcricdo ou reparo do DNA
bacteriano, sendo denominadas mutacdes dependentes de crescimento. Vale notar
que pode ocorrer uma inducao do estado de hipermutabilidade, o que resulta em
bactérias “hipermutantes” (com uma maior taxa de mutagdo) (ALONSO;
CAMPANARIO; MARTINEZ, 1999; DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007; KRASOVEC,
2003; MARTINEZ; BAQUERO, 2006).

Uma vez que o gene mutante é formado, ele pode ser expresso e

transferido verticalmente ou horizontalmente. A transferéncia vertical de genes, ou
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evolugdo vertical, € a replicagdo e passagem de genes de uma bactéria para suas
“células-filhas”. Por tal processo, pode-se aumentar tanto o numero de cépias dos
genes de resisténcia em uma populagdo, assim como o numero de bactérias
resistentes. A transferéncia horizontal de genes, por sua vez, € a passagem de
material genético entre células bacterianas da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Ela pode ocorrer pelos processos de conjugacdo, transformagédo ou
transducdo; esquematizados pela figura 02 (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007;
NEIHARDT, 2004; RICE; BONOMO, 2005; SUMMERS, 2006; TODAR, 2012).

Figura 02- Esquema do modo de transferéncia horizontal de genes.
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Conjugacao é a transferéncia horizontal de genes dependente da
formagao de uma estrutura, chamado pili conjugativo (vulgarmente conhecido como
pili “sexual”). Tal processo também é capaz de transferir fransposons (contendo
sequéncias de DNA) por plasmidios, e se inserir no DNA da bactéria receptora
(DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2007; NEIHARDT, 2004; RICE; BONOMO, 2005;
SUMMERS, 2006; TODAR, 2012).

O processo de transformacdo é a capacidade de uma bactéria
(considerada “competente”) de adquirir um material genético de outra bactéria lisada.
Isso € possivel pela sintese de proteinas de membrana capazes de ligar os
fragmentos exdégenos a molécula de DNA, que sao variaveis entre espécies (CHEN,
2004; JONHSTON, 2014; TODAR, 2011). Uma vez dentro do citoplasma, os

fragmentos de DNA séo captados por proteinas promotoras de recombinag¢ao (RPM),
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que recrutam enzimas recombinases homologas ao fragmento e ativam-nas. Dessa
forma, o material genético exdgeno é incorporado ao DNA cromossomal de uma
bactéria, valendo-se ressaltar que este processo pode ser limitado pela presenca de
determinadas enzimas de restricdo de bactérias receptoras (BEERNINK; MORRICAL,
1999; JONHSTON, 2014; PROVERDI, 1999; TODAR, 2011).

O terceiro processo, a transducgao, refere-se ao recebimento de genes
de outra bactéria por intermédio de um bacteriéfago, ou seja, por uma particula viral
infecciosa cuja replicagdo ocorre em células bacterianas. A transdugao pode ser
generalizada ou especifica. A transdugao generalizada é caracterizada por um erro
de uma particula viral (denominada virion) durante a aquisicdo do material genético a
ser transportado. O virion, por esse erro, adquire o material genético da célula
hospedeira ao invés do material viral (NEIHARDT, 2004). Ja, a transducao especifica
€ a consequéncia de um erro na excisdao do genoma viral replicado pelo profago.
Entretanto, vale notar que nesse caso, a bactéria hospedeira que recebeu os genes
transduzidos, podera também realizar a transducido especifica, com uma maior
frequéncia (NEIHARDT, 2004).

O surgimento de cepas resistentes resultante da pesséo evolutiva e
transferéncia de genes evolutivo é uma constante (NEIDHARDT, 2004; AMERICAN
SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES, 2010).

3.3 BACTERIAS DE IMPORTANCIA CLiNICA E CEPAS RESISTENTES

A resisténcia aos antimicrobianos € apontada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como uma das maiores ameagas a saude humana
(AMERICAN SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES, 2010). Nos Estados Unidos,
estima-se que 2 milhdes de pacientes desenvolvem uma infecgcao bacteriana cuja
cepa apresenta multirresisténcia aos antimicrobianos, e que estes casos resultam em
23 mil mortes anuais (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2013).

Dentre as diferentes bactérias que levam a esse quadro preocupante,
encontram-se algumas espécies como Escherichia coli, principal causador de infec¢ao
do trato urinario (ITU). Ja certas sorovariedades de Salmonella enterica nao-tifoide
(NTS), como Typhimurium e Enteritidis, sdo responsaveis por 93,8 milhdes de casos

de gastroenterites por ano (MAJOWICZ et al., 2010). Além dessas espécies, um grupo
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importante de espécies bacterianas multirresistentes € denominado “ESKAPE”, cujos
membros sdo reconhecidos por sua capacidade de “escapar” da acdo de
antibacterianos. Este grupo inclui cepas de Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Anciobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp. (PETERSON, 2009).

Mesmo fazendo parte da microbiota intestinal, cepas de Escherichia
coli sao capazes de causar infeccbes em diferentes sistemas, como o nervoso,
circulatério, digestério e urinario (CROXEN et al. FINLAY, 2013). Cepas de E. coli que
causam doencgas extraintestinais sdo denominadas E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC), que temos como exemplos, E. coli associada a meningite neonatal (NMEC)
e E. coli uropatogénica (UPEC). Ja as cepas que causam diarréia sao conhecidas
como diarreiogénicas (DEC), que temos como principais patotipos: enteropatogénica
(EPEC), produtora de Shiga-toxina (STEC), enteroinvasiva (EIEC), enterotoxigéncia
(ETEC) enteroagregativa (EAEC) e de adesédo difusa (DEAC). Cepas de E. coli
patogénica sdo capazes de produzir varios fatores de viruléncia como apéndices como
fimbrias e pili (que auxiliam na adesdo da bactéria a células hospedeiras), proteinas
que tornam a célula hospedeira receptivel como € o caso do receptor Tir (que altera o
citoesqueleto da célula hospedeira) (BOPP et al., 2003; CROXEN; FINLAY, 2010;
NATARO; KAPER, 1998; WINN et al., 2006).

No que se refere a fatores de resisténcia, é especulada desde 1969 a
possibilidade da passagem de cepas resistentes de outros animais ao humanos via
alimentos (SHOOTER et al. 1970; SMITH, 1969). No século XXI, E. coli € uma das
principais espécies bacterianas associadas a producdo de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL), clivadoras de beta-lactamicos como a penicilina; e de
carbapenemases de Kilebsiella pneumoniae (KPC), que clivam carbapenémicos
(CHAVDA et al., 2016; JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005).

No caso de Salmonella enterica, NTS infectantes induzem
principalmente gastroenterites. Entretanto em até 5% dos casos de infecgdo por NTS
ocorre a invasao de outros tecido a partir da infecgcdo gastrointestinal, levando a
infecgdes “invasive NTS” (INTS), e resultam em bacteremia assim como focos de
infeccao em outros sistemas (MANDAL; BRENNAND, 1988). Diferente de casos de
febre tifoide, ndo ha vacinas para a prevencdo de infecgdes por bactérias NTS,
dificultando a prevencédo de infecgdo. Esse quadro é agravado também pelo
surgimento de cepas de NTS multirresistentes. (CRUMP et al., 2011; MAJOWICZ et
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al., 2010; SUOLUND-KARLSSON et al., 2010).

Espécies do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, e
comumente encontrados na microbiota de pele e mucosas (KLOOS; SCHLEIFER,
1986; OTTO, 2008). Cepas do género Staphylococcus sdo os principais agentes
causadores de infecgdes pleuropulmonares, osteoarticulares, e peles (HINRICHSEN,
2013; TONG et al., 2015). Em 2011, mais de um tergo dos paises da Unido Europeia
apresentaram pelo menos 25 % de cepas de MRSA entre os isolados de S. aureus
(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION and CONTROL, 2011). Além
de cepas MRSA, ja foram isoladas cepas de S. aureus com resisténcia intermediaria
ou total a vancomicina, conhecidas como VISA e VRSA, respectivamente
(CHAMBERS; DELEO, 2009).

Outra bactéria do mesmo género, S. epidermidis é considerada uma
das principais causas de infecgbes nosocomiais; e a sua capacidade de produzir
biofilme é apontada como um dos principais fatores de resisténcia aos antimicrobianos
(GOMES, 2014, CERCA et al., 2005).

Infecgbes causadas por Pseudomonas aeruginosa ocorrem
principalmente em tecidos imunocomprometidos, sendo o patdégeno assim associado
as infecgdes em pacientes com cancer ou vitimas de queimaduras (NIKAIDO, 2003).
Esta espécie bacteriana pode causar diferentes doencgas; entre as quais destacamos
as pneumonias, e infecgdes no trato urinario e em sitios cirargicos (BREIDENSTEIN,
2011; CENTER OF DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013; DE LA FUENTE-
NUNEZ; HANCOCK, 2011; PEREIRA et al., 2014; WAGNER et al., 2008). Essa
espécie bacteriana pode apresentar diferentes mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (perda de porinas, bomba de efluxo e producao de beta-lactamases).
Entre os fatores de resisténcia intrinseca, destacamos a reducédo da permeabilidade
celular pela perda da porina OprF, que controla a passagem de substancias para o
meio intracelular, conferindo resisténcia a diversos antibacterianos (NIKAIDO, 2003).
Além isso, amostras de P. aeruginosa podem apresentar enzimas como beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) (BUSH, 2010).

Dado ao aumento brusco do numero de cepas bacterianas
resistentes, a efetividade dos antibacterianos convencionais tem diminuida ao longo
do tempo, o que justifica um grande esfor¢o na busca por novos antimicrobianos
(FINCH, 2007).
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3.4 EsTupo Do Uso ANTIBACTERIANO DO MEL

3.4.1 Definigao de Mel Quanto sua Manufatura e Composigao

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento define por meio
do Decreto-Lei n°. 214/2003 de 18 de Setembro. Por ele, o mel é considerado como
uma solucdo agucarada natural produzida por abelhas a partir de composto de
plantas, que é recolhido, transformado, depositado, desidratado e armazenado em
favos das colmeias por elas.

Este decreto também classifica o mel quanto a origem em mel de
néctar, caso seja proveniente de flores; ou em mel de melada, caso feito a partir de
excregoes de insetos sugadores de plantas. Outra classificacdo do produto no
documento é quanto ao modo de producéo de acordo com o modo de coleta dele. Por
exemplo, o mel que é coletado dos alvéolos dos favos construidos pelas abelhas é
considerado “mel em favos”; e denomina-se “mel com pedacgos de favos”. O mel
também pode ser considerado “mel escorrido” se for obtido a partir do que é escorrido
dos favos. O “mel prensado” é obtido pela compressao de favos. Por ultimo, ele pode
ser classificado também pelo modo de producdo em “mel filtrado”, quando o mel é
obtido por um processo que elimina matéria orgénica ou inorganica (BRASIL, 2003).

O Artigo Il desse decreto regulamenta a composi¢cao necessaria para
a comercializagao de um produto como “mel’, com as seguintes caracteristicas
(BRASIL, 2003):

e Teor de agucares maior que 60 %;

e Quantidade de sacarose (indicador de colheita prematura) de menor que 5 %;
e Umidade menor que 20 %;

e Presenca de solidos insoluveis menores que 0,1 %;

e Concentracao de acidos livres menor que 50 mEq.kg';

e Condutividade elétrica menor que 0,8 mS/cm;

¢ Atividade diastasica maior que 8 Goéthe;

e Concentragao de hidroximetilfurfural menor que 40 mg.kg*;

A massa seca do mel é composta principalmente por agucares, como
a frutose (que corresponde a 38,5 % da composicéo) e a glucose (que corresponde a
31 %). Entretanto, o mel € composto por quase 200 substancias diferentes (EZZ EL-
ARAB et al., 2006; KHAN; ABADIN; RAUF, 2007; MOUDONI; PADILA-ZAKOUR;

WOROBO, 2001). Entre elas, estdo moléculas como o acido glucurdnico, responsavel
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pelo seu gosto e acidez; enzimas como a glucose oxidase, que participa na formagao
do mel e produz perdxido de hidrogénio, e a catalase, sendo tal composi¢ao varia
conforme fatores como a origem floral, condigdes ambientais, e tratamentos
posteriores (OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007; VIUDA-MARTOS, et al, 2008).

Além de ser comercializado como alimento, a literatura atribui ao
produto, propriedades medicinais; podendo ser, por exemplo, benéfico ao sistema
imunologico, além de conferir efeitos como: antidepressivo, anti-inflamatorio,
analgésico, sedativo, expectorante e antimicrobiano (WIESE, 1986). Entretanto,
mesmo com diversos critérios para regular a composi¢ado de meéis comercializados,
nao ha uma regulamentacdo para verficar contaminagdes do mel por fungos ou
bactérias. Fatores como a umidade do mel podem incentivar o crescimento de

leveduras; comprometendo seu uso medicinal (GOMES et al., 2010).

3.4.2 Estudos Modernos das Propriedades Medicinais do Mel

O uso das propriedades antibacterianas foi relatado na Era
Contemporanea no ano de 1892 por Van Ketel, conforme aponta Dustmann (1979). O
mel, na época, era comumente usado tanto nas comunidades quanto por médicos.
Por exemplo, durante a Primeira Guerra Mundial, a substancia foi usada por soldados
russos e chineses como agente curativo; e antes da Segunda Guerra Mundial, o mel
era usado em hospitais da Nova-Zelandia para o tratamento de feridas. Mas, apesar
da descoberta de Ketel datar apenas uma década apds o estabelecimento dos
postulados de Koch, houve a preferéncia do uso de outros bacterianos no Ocidente,
estabelecendo o mel como “apenas algo para colocar na torrada” (SUBRAHMANYAM,
1996; EATON, 2015). Mesmo assim, o cientista holandés teria seus estudos
continuados por outros na Ameérica e na Europa, que comprovariam as caracteristicas
antimicrobianas da substancia no decorrer do século XX (DUSTMANN, 1979). E,
recentemente, trabalhos descrevem os mecanismos responsaveis pelas propriedades
medicinais do mel, possibilitando seu “redescobrimento” pela medicina moderna;
ainda que haja hesitacdo em usa-lo na clinica devido a falta de pratica (BERGMAN et
al., 1983; EMSEN, 2007; MOLAN, 1992; MOLAN, 1997; MOLAN; RHODES, 2015).

Paralelas ao uso do mel como antibacteriano, diversas propriedades
medicinais do mel sdo apontadas pela literatura, sendo uma delas seu efeito

antioxidante. Substancias oxidativas reagem com lipidios, proteinas, agucares e
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acidos nucléicos de células; prejudicando o metabolismo celular (VIUDA-MARTOS et
al., 2008). O mel, apesar de conter espécies reativas de oxigénio (EROS), também
contém compostos fendlicos. Tais compostos séo o acido fendlico e os flavondides;
moléculas marcadoras da origem botanica do mel, com capacidade antibacteriana,
anticancerigena e antioxidante (AL-MAMARY; AL-MEERI; AL-HABORI, 2002;
ESTEVINHO et al, 2008; VINSION et al., 1998; YAO et al., 2003). No caso da
capacidade antioxidante, essas moléculas sao relacionadas com diferentes
mecanismos, como a capacidade em quelar espécies reativas e reducido de ions
férricos que resultariam na produgdo de espécies reativas (KUCUK et al., 2007).
Adicionalmente, a hidrossolubilidade dos compostos permite que a agdo antioxidante
do mel seja distribuida pelo plasma sanguineo para aquém do sitio de aplicagdo
(SILVA et al, 2008).

O potencial antioxidante do mel também pode ser relacionado ao seu
efeito anti-inflamatério. Um estudo realizado por Kassim e colaboradores (2010)
mostrou um potencial do mel Gelam (proveniente da Malasia) como inibidor da
prostaglandina E2 e do 6xido nitrico (NO). O estudo também mostrou o potencial deste
mel em diminuir o edema e a dor em tecidos inflamados, tanto em modelos
imunoldgicos (resultantes da inoculagéo de lipopolissacarideo), quanto em modelos
ndo-imunoldégicos. Tais achados s&o relevantes uma vez que outro estudo, realizado
por Yusof e colaboradores (2007), desenvolveram um curativo feito com a mistura
desse mel com um hidrogel, e verificaram uma aceleragéo no processo de cicatrizagao
de ratos nos pontos de aplicacdo da formulagédo. O uso do mel para reparo tecidual
também é apoiado por outros estudos envolvendo tratamento de queimaduras para a
reconstrucdo tecidual em ferimentos. Nesses casos, € relatada a aceleracdo do
processo fisiolégico de reparo tecidual, como nas etapas de granulagao e epitelizagao
quando comparado com curativos impregnados com prata (KRAMER et al., 2004;
SAMI et al., 2011).

Por ultimo, é reportada pela literatura a capacidade do mel em ser
usado como prebidtico, que € um suplemento nutricional que altera o equilibrio da
microbiota intestinal, favorecendo o crescimento de microrganismos benéficos ao
organismo hospedeiro. Tal capacidade provém da presenca de oligossacarideos,
como frutooligassacarideos; que sdo agucares que, quando fermentados pela
microbiota intenstinal, estimulam seletivamente o crescimento de cepas favoraveis ao

hospedeiro da microbiota, e ocasionam diversos efeitos fisiol6gicos, como aumento
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da absorgao de calcio (BANSAL; MEDHI; PANDHI, 2005; CHEN et al., 2000; CHOW,
2002; SANS et al., 2005).

3.4.3 Propriedades Antibacterianas do Mel

O primeiro relato na literatura sobre a capacidade antibacteriana de
um mel foi feito por Van Ketel em 1892 (DUSTMANN, 1979). Em seguida, estudos
procuraram encontrar o fator no mel responsavel por tal atividade. Um desses, feito
por White, Subers e Schepartz (1963), encontrou o primeiro fator antibacteriano do
mel; correlacionando a agao bactericida a presenga de peréxido de hidrogénio (H202).
A molécula, uma EROS produzida pela enzima glucose peroxidase (chamada de
“inhibine” pelos autores) estava presente no mel (DUSTMANN, 1979; BOGDANOV,
1997). Entretanto, estudos futuros mostrariam que no mel ha uma diversidade de
moléculas com potencial bactericida, cuja acdo independe de estresse oxidativo
(ADCOCK, 1962; MAVRIC et al., 2008).

Essa diversidade de fatores antibacterianos torna o uso farmacologico
do mel interessante; pois resulta em uma menor probabilidade do surgimento de cepas
resistentes (CARNWATH et al., 2014). A variedade de substancias contidas também
faz com que ele combata infecgbes tanto indiretamente, por meio de estimulos a
processos fisioldogicos como granulagdo e cicatrizagdo; quanto diretamente, pela
producao de moléculas como o peroxido, que prejudicam o crescimento bacteriano no
local da ferida (AL-WAILI et al., 2011; OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007). Porém, vale
ressaltar que o uso medicinal do mel requer alguns fatores, como a auséncia de
herbicidas, pesticidas ou metais pesados, e de tracos de radiagcao. O produto deve
ainda ser esterilizado previamente com o intuito de evitar uma infecgéo secundaria no
hospedeiro (BOGDANOV, 1996; GREENWOOD, 1995; SNOWDON, 1996; TOVEY,
2000).

Muitos estudos descreveram a presenca de EROS como resultado da
acao da enzima glucose oxidase presente no mel. Essa enzima é responsavel pela
catalisagéo da conversao de glucose em &acido glucurénico e peréxido de hidrogénio
na presencga de agua e oxigénio. Ela € semelhante a outra glucose oxidase presente
em glandulas hipofaringeas de abelhas, e sua atividade esta relacionada a
conservagao do alimento e formagdo do mel (GAUHE, 1941; MAURIZIO, 1962,
SCHEPARTZ; SUMS, 1964; WESTON, 2000). Os produtos da reagéo catalisada sao
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descritos por varios autores como fatores responsaveis pela atividade antibacteriana
(BOGDANOQV, 1997; DUSTMANN, 1979; WHITE JR; SUBERS; SCHEPARTZ, 1963).
Bizerra, Da Silva e Hayashi (2012) afirmam que EROS como o perdxido de hidrogénio
causam danos oxidativos na membrana celular, em proteinas, e no material genético
de bactérias. Entretanto, é relativamente baixa concentracdo de EROS no mel puro.
A atividade enzimatica da glucose oxidase € maior quando o mel é diluido na faixa
entre 30 a 40. O acumulo do peréxido de hidrogénio também pode variar dependendo
da origem do mel, sendo que alguns méis atingem um acumulo maximo no periodo
de 4 horas apds a incubagdo a uma temperatura de 37 °C (BANG; BUNTTING;
MOLAN, 2003).

Outros estudos apresentaram dados que demonstram que o mel
possui um efeito parcial que independe de EROS; o que é constatavel com a reducgéo
parcial do potencial antibacteriano apds o tratamento com a enzima catalase. Essa
propriedade € notavel principalmente em alguns méis, como o mel “Manuka”
(ADCOCK, 1962; MAVRIC et al., 2008; MOLAN; RUSSEL, 1988).

O mel possui um efeito antibacteriano por suas propriedades fisico-
quimicas, como a alta concentracéo de agucares; cuja interagdo com as moléculas de
agua presentes no local da col6nia bacteriana torna-as indisponiveis para a bactéria,
reduzindo assim a chamada atividade de agua (Aw). O resultado dessa interagéo pela
higroscopicidade reduz a captagao de agua pela bactéria, alterando seu metabolismo
bacteriano (AMOR, 1978; OLAITAN; ADELEKE; OLA, 2007). A acidez do mel,
proveniente da acdo da enzima glucose oxidase, € um outro fator apontado como
responsavel pelo efeito antibacteriano.

O pH do mel, que varia entre 3,2 e 4,5, esta abaixo do minimo
necessario para o crescimento de bactérias como P. aeruginosa (4,5) e E. coli (4,0),
prejudicando o crescimento bacteriano (HANKIN,1987). O baixo pH também é
apontado como um possivel ativador de macrofagos, devido a necessidade da
acidificagdo de seus vacuolos (GUPTKA et al.,, 1992). Por ultimo, além dos
mecanismos ja apresentados, estudos mais recentes mostram a relagdo do efeito
antibacteriano do mel com moléculas, como metilglicoxal e Bee-denfensin-1, cuja
presenca varia entre méis e floradas. A partir de modelos de neutralizagdo da atividade
dessas moléculas essa, juntamente com a neutralizagdo de peréxido de hidrogénio
do pH, foi demonstrado como tais fatores sao os constituintes com efeito bactericida
em méis como o mel “Manuka” (KWAKMAN et al., 2010; KWAKMAN; ZAAT, 2012).
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A capacidade antibacteriana ja é comprovada contra diversas
bactérias. Estudos mostram um efeito bactericida do mel contra diversas cepas,
inclusive cepas de interesse clinico como MRSA (SHERLOCK et al., 2010; SHENOY
etal., 2012; VIUDA-MARTOS et al., 2008). Também é demonstrado pela literatura que
as bactérias ndo desenvolvem resisténcia a ele (BLAIR et al., 2009; MERCKOOL et
al., 2009). Outros estudos também demostram que aplicagéo topica de mel néo leva
a efeitos danosos, e apresenta um grande potencial antibacteriano no tratamento de
infeccdes (BULMAN, 1955; EFEM, 1988; FAROUK et al., 1988; PHARUAPRADIT;
SAROPALA, 1992; SUBRAHMANYAM, 1993). Mas, vale a ressaltar que seu potencial
antibacteriano varia conforme a origem e o processamento do mel, o que torna
importante os ensaios de atividade antibacteriana para avaliar previamente a eficacia
de um mel especifico antes de aplica-lo como agente terapéutico (D’AGOSTINO; LA
ROSA; ZANELLI, 1961; RADWAN; EL-ESSAWY; SARHAN, 1984).

3.5 Os MEIs DAS ABELHAS APIS MELLIFERA E SCAPTOTRIGONA BIPUNCATATA

O efeito antibacteriano do mel é influenciado por diversos fatores,
como a origem. Entre as diversas espécies de abelhas produtoras de mel, a abelha
cujo mel € o mais comercializado mundialmente é A. mellifera (conhecida como abelha
europeia), devido a diversos fatores, como a facil domesticagao dela sua presenga em
paises consumidores de mel (ALVES et al., 2005). A espécie foi introduzida no Brasil
por colonizadores europeus e se propagou no pais rapidamente.

As espécies nativas, conhecidas como abelhas indigenas sem ferrao,
sdo caracterizadas pelo ferrédo atrofiado (MINUSSI; ALVES DOS SANTOS, 2007,
PRONI; MACIEIRA, 2002).

A analise do efeito bacteriano do mel de Apis mellifera € comparada
com o mel de “Manuka”. Este mel recebe tal nome em fungao da planta Manuka (cujo
nome cientifico & Leptospermum scoparium), nativa da Nova Zelandia e Australia. O
néctar dela coletado pelas abelhas possui diidroxiacetona, que é convertida em
metilglicoxal no processo de formagao do mel, resultando em um efeito antibacteriano
no mel independente de ROS (ADAMS, MANLEY-HARRIS, MOLAN; 2009).

Ja as abelhas indigenas nativas, que sao conhecidas por
Meliponineos (e a criagao delas, como Meliponicultura), formam um grupo que inclui
a espécie S. bipunctata (MOLAN, 1992; NOGUEIRA-NETO, 1997; TEMARU, et al.
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2007). Seu mel dessa abelha sem ferréo é utilizado como um alimento com fins
medicinais por indigenas e em areas rurais, atribuindo-se a ele propriedades
terapéuticas (CORTOPASSI-LAURINO; GELLI, 1991; POSEY, 1987). Conforme
Cortopassi-Laurino e Gelli (1991), o mel de meliponineos possui um efeito
antibacteriano maior do que o mel de A. mellifera. Os méis de Meliponineos possuem
um maior teor de agua e, portanto, € mais vulneravel a fermentagédo, o que pode
dificultar seu armazenamento (BIJLSMA, 2006; BORSATO, 2013).

Outro problema na comercializagdo do mel de abelhas indigenas é
sua menor produtividade: enquanto a abelha europeia é capaz de produzir 15 Kg de
mel ao ano, resultando em uma producgéo maior que 13 litros/colméia ao ano; a abelha
sem ferrdo é capaz de produzir apenas de 1 a 10 Kg de mel ao ano, variando conforme
a regido (DE ALMEIDA SOUZA; DE MELLO PEREIRA; DO REGO LOPES, 2010;
PEREZ et al., 2006; VENTURIERI, 2004). Junto a esse fator, a reputagdo medicinal,
o sabor exoético do mel e dificuldades de produgédo e armazenamento (devido a maior
umidade) tornam este mel mais caro; o que dificulta o seu uso terapéutico em larga
escala (ALVES et al., 2005). Um quilograma de mel de A. mellifera é vendido no valor
de R$16,00 a R$21,00; enquanto que um litro de mel de meliponineos varia entre R$
266,00 a R$ 325,00 no mercado nacional.
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Resumo

A resisténcia bacteriana aos diversos antibacterianos convencionais € um grave
problema clinico, que requer a constante busca por novos antimicrobianos. Neste estudo
foi avaliada a atividade antibacteriana dos méis produzidos pelas abelhas Scaptotrigona
bipunctata (HSB) e Apis mellifera (HAM), contra bactérias Gram-negativas (Escherichia
coli, Salmonella enterica, e Pseudomonas aeruginosa) e Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis). Seis ensaios foram utilizados
para avaliar este efeito: 1) Pocgo-difusdo em &agar; 2) Microdiluicdo em caldo, para
determinagado da concentragao inibitéria minima (CIM); 3) Ensaio de “Checkerboard”
(determinacéo do tipo de atividade antibacteriana da combinagédo dos méis); 4) Curva de
tempo e morte; 5) Microscopia eletrénica de varredura; 6) Producdo de perdxido de
hidrogénio. Halos de inibicdo foram observadas para HSB e combinagdo HSB/HAM,
contra todas as cepas bacterianas utilizadas neste estudo. As CIMs para HAM variaram
de 20 a 25%, e de 1,25 a 5%, para HAM e HSB, respectivamente. As curvas de tempo e
morte mostraram que o HSB teve um efeito bactericida para S. aureus, e bacteriostatico
para E. coli, enquanto que o HAM mostrou um efeito bactericida para E. coli e
bacteriostatico para S. aureus. A combinagao dos méis mostraram um efeito aditivo na
atividade antibacteriana, reduzindo pela metade as CIMs de cada mel. Esta combinagao
também apresentou uma maior capacidade de produzir peréxido de hidrogénio do que
os méis individualmente. Diferentes alteragdes morfolégicas foram observadas na
superficie bacteriana de S. aureus na presenca dos méis. Esses resultados sugerem
diferentes mecanismos de atividade antibacteriana do HSB e HAM, e que a combinagao

destes méis pode ser uma alternativa interessante no controle de infec¢des bacterianas.

Palavras-chave: Antibacterianos, mel, Scaptotrigona bipunctata, Apis mellifera, efeito
aditivo.
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1. Introdugao

O avanco na elaboracao de tratamentos para doengas € concomitante
com o desenvolvimento das civilizagbes desde a Antiguidade. Dados empiricos da
efetividade das substancias usadas eram coletados, resultando nos primeiros manuais
medicinais; documentos que e apareceram em diferentes civilizagdes antigas. Eles que
descreviam varias enfermidades e diversos produtos efetivos no tratamento delas,
mesmo sem o conhecimento da existéncia de patégenos como as bactérias (Eaton,
2015; Ferreira et al., 2008; Francia e Stobart, 2014).

O mel é mencionando varios desses manuscritos; sendo recomendado,
entre outras coisas, para o tratamento de dores ou infecgdes. Outros relatos feitos na
Antiguidade também estabeleciam algumas propriedades do mel conhecidas
atualmente, como a heterogeneidade do potencial medicinal entre diferentes méis
(Francia e Stobart, 2014; Eaton, 2015).

O mel, usado medicinalmente no comecgo do século XX, foi substituido
pelos primeiros antibacterianos, como a penicilina. Entretanto, o uso indiscriminado de
antibacterianos, juntamente com o aparecimento dessas moléculas em fémites como a
agua e alimentos, resultou no aparecimento de bactérias multirresistentes (Ferreira et
al., 2008; Silver, 2011; Todar, 2011; Singh, 2006).

O surgimento de bactérias resistentes € um problema grave,
considerado a terceira maior ameaga a saude humana pela Organizagdo Mundial de
Saude em 2010 (Sociedade Americana de Doencgas Infecciosas, 2010), justificando a
constante busca por novos compostos com atividade antimicrobiana.

Porém, procura por novas terapias para infeccdes nunca cessaram. Por
exemplo, o estudo moderno das propriedades antibacterianas do mel ocorreu em
paralelo ao desenvolvimento dos antibacterianos que hoje s&o usados, sendo iniciado
por Van Ketel em 1982 (Dustmann, 1979). Alguns estudos atribuem diferentes
propriedades medicinais ao mel, como sua capacidade antioxidante pela quelagao de
espécies reativas e redugao da presenga de ions férricos (Kuguk et al., 2007; Viuda-
Martos et al., 2008). Também é descrita pela literatura o seu efeito anti-inflamatorio, por

mecanismos como a inibicdo da prostaglandina E2 e redugdo do 6xido nitrico, o que
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diminui o0 endema formado e a dor; achado que permitiu o desenvolvimento de curativos
a base de mel (Yusog, 2007; Kassim et al., 2010).

Quanto ao potencial antibacteriano do mel, apds o estudo de Van Ketel;
os estudos de White e colaboradores (1963) relacionaram o efeito antibacteriano mel a
presencga do peroxido de hidrogénio (H202), molécula que causa estresse oxidativo em
células bacterianas. O H202 é produzido por uma enzima por eles chamada de “inhibine”,
que viria ser conhecida como glucose peroxidade; uma enzima que catalisa a oxidagao
do acgucar presente no mel em e H202 (Wilson e Turner, 1992; Bogdanov, 1997; Bizerra
et al., 2012). A sua atividade enziméatica & baixa no mel puro, e esta aumenta quando ele
o mel é diluido; o que controla a produgao de H202 (Bang et al., 2003).

Além de fatores fisicos como a acidez e a presenca de H202, estudos
relacionam o potencial antibacteriano do mel com outras moléculas, principalmente em
méis como o Manuka. Este mel produzido por abelhas Apis mellifera a partir da
polinizagdo de arvores Manuka (Leptospermum scoparium) contém moléculas
antibacterianas, como metilglicoxal e bee-defensin-1, cuja presencga varia entre lotes de
mel e florada (Kwakman et al., 2010; Kwakman e Zaat, 2012). Essa diversidade de
fatores antibacterianos torna o uso farmacolégico do mel interessante; pois resulta em
uma menor probabilidade do surgimento de cepas resistentes (Carnwath et al., 2014).

Neste estudo, analisamos o efeito antibacteriano dos méis de duas
espécies de abelhas (Apis mellifera e Scaptotrigona bipunctata), assim como a
associagao desses méis, contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas causadoras

de importantes infecgdes.
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2. Material e métodos

2.1. Coleta do Mel

Os méis usados nesse estudo foram coletados no periodo de 2015 a
2016, de ninhos dos melipolinarios de abelhas S. bipunctata Lepeletier 1836
(Hymenoptera: Apidae: Meliponinae) (HSB) e de A. mellifera Latreille africanizada
(Hymenoptera: Apidae) (HAM), na Universidade Estadual de Londrina (Londrina- PR,
Brasil) e na Fazenda Monte Sinai, (Maua da Serra- PR, Brasil). Os méis foram coletados
com seringas de vidro e espatulas de metal e, em seguida, foram depositados em frascos
esterilizados para o armazenamento e transporte. Previamente aos experimentos, foram
preparadas solugdes estoque de cada mel pela diluicdo deles em agua deionizada na
proporgao de 1:1 (v/v), que em seguida foram filtradas com um filtro com microporos de
0.22 ym (Millipore®).

2.2. Cepas bacterianas

As Bactérias utilizadas neste estudo foram: Escherichia coli ATCC 8739
e 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e 27853, Salmonella enterica
sorovariedade Enteritidis ATCC 13076, S. enterica sorovariedade Typhimurium UK1,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 29123, e Staphylococcus epidermidis cepa
1E4248. Todas as cepas bacterianas foram armazenadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Ox0id®) contendo 20 % de glicerol (Merck®), a uma temperatura de — 20 °C, até

o0 momento de uso.

2.3. Ensaio por difusao em agar (EDA)

O ensaio por difusdo em agar foi realizado segundo a metodologia
descrita por Holder e Boyce (1994), com modificagdes. Primeiramente, cada cepa
bacteriana cultivada em meio agar Mueller-Hinton (MH) (Difco®), a uma temperatura de
37 °C, durante 24 h. Em cada ensaio, apos a incubacao, o cultivo foi suspendido em uma

solugdo aquosa de salina (NaCl a 0,9%), resultando em uma solugdo com 1.5 x 108
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unidades formadoras de colbénia (0 que corresponde a 0.5 da escala de McFarland). A
solugéo foi semeada em placas de Petri contendo o meio agar MH (Difco®) com o auxilio
de um “swab” esterilizado. Foram adicionados 50 uL da solucédo estoque de cada mel
em pog¢os de 6 mm de didmetros previamente perfurados no agar. Em outro poco,
adicionou-se 25 L da solucdo estoque de cada mel. As placas de Petri foram incubadas
a uma temperatura de 37°C, por 18-24 h e, depois, os didmetros dos halos de inibicao

formados foram mensurados. Os testes foram realizados em triplicata.

2.4. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

As CIMs foram determinadas pela técnica de microdiluicao seriada em
microplacas de 96 pogos, de acordo com o protocolo do CLSI (2016). Apds a diluicao
seriada de cada mel em caldo MH (Difco®) em uma placa de 96 pocos, foi preparada
uma solugédo aquosa de salina (NaCl 0.9%) da cepa a ser analisada contendo 0.5 de
McFarland da mesma. Aliquotas de 10 pL dessa solucdo foram diluidas em microtubos
contendo 990 pL de caldo MH. Deles, 50 uL foram entdo adicionados em cada pogo da
placa, resultando em pocos com 7.5 x 10° UFC/mL da bactéria. As microplacas foram
incubadas a uma temperatura de 37 °C, durante 18-24 h. Foi considerada a menor
concentragao inibitéria aquela que inibe em 90 % da populagdo bacteriana, o que
corresponde a ClIMgo. Os testes foram realizados em triplicata para cada cepa e as
concentracdes finais de cada mel variaram entre 0.08 e 25% (v/v).

2.5 Interacao entre méis na atividade antibacteriana (Checkerboard)

O grau interacdo entre os méis na atividade antibacteriana foi
determinado pelo ensaio de microdiluicdo em placas de 96 pogos, com dois gradientes
de diluicdo (um para cada mel) em meio MH, conforme o protocolo de Kelly e Masten
(1976). As diluicdes ente os dois méis variaram entre 0.08 % e 12.5 %, e os testes foram
realizados em triplicata para cada cepa de acordo com a metodologia anterior. A partir
dos valores de CIMs individuais e da mistura, calculou-se o indice de concentragao

inibitoria fracionada (FICI); descrito por Chin e colaboradores (1997) pela férmula:



54

CIM associacao CIM associagao

FIC = el HAM + CIM mel HSB

A partir da formula, a associagdo entre antibacterianos pode ser
considerada, em relagao ao efeito antibacteriano: Sinérgico, para FICI < 0.5; Aditivo, para
0.5 < FICI £1.0; Sem interagao, para 1.0 < FICI < 4.0; ou Antagbnico, para FICI > 4.0.

2.6. Curva de tempo e morte

A avaliacdo da cinética do crescimento bacteriano, na presencga dos
méis, foi realizada por meio de uma curva de morte bacteriana em fungcdo do tempo,
conforme o protocolo descrito pelo NCCLS (1999). Uma quantidade de 108 UFC/mL de
MH caldo (Difco®) foi crescida na presenga e auséncia dos meéis em diferentes
concentragdes, a uma temperatura de 37 °C, sem agitagc&o. Aliquotas de cada microtubo,
em diferentes tempos de incubagéao (0, 2, 5, 7, 10 e 24 h), foram diluidas e semeadas
em meio MH agar (Difco®), para posterior contagem de unidades formadoras de colénias
(UFC). Uma curva de tempo-morte foi construida para posterior comparagdo do

crescimento bacteriano na presenga dos diferentes méis.

2.7. Dosagem de peroxido de hidrogénio (H202) e ensaio de Concentragoes

Inbitérias Minimas apés Tratamento com Catalase

A dosagem de peréxido de hidrogénio (H202) nas amostras de mel foi
realizada por meio da analise espectrofotométrica a 240 nm do consumo do H202 por
catalase. Primeiramente, prepararam-se as amostras contendo caldo MH e os méis
(assim como a mistura deles) em quantidades correspondentes aos “microtubos de
tratamento” do ensaio de crescimento e morte para S. aureus ATCC 29231. Um volume
de 100 uL foi adicionado nos pogos de uma microplaca 96 pogos (em triplicata), sendo
entdo a leitura realizada no espectrofotometro (Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer 1510), no comprimento de onda de 240 nm. Em seguida, foram

adicionados 2 pL de solugao da enzima catalase de figado bovino (Sigma-Aldrich®) em
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cada amostra, para uma concentracao final de 10 unidades por pog¢o. Apdés 3 min de
reacao, uma segunda leitura a 240 nm foi realizada para avaliagdo do consumo de H202
pela enzima catalase. As diferencas de absorbéancia entre as leituras para os tratamentos
foram usadas para inferir quantitativamente a presenga de H202 na amostra, com o
auxilio de uma curva-padrao feita a partir de uma solugao padrao de H202. Esta solugao
constitui de 1,000 mM de H202 em solugédo tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH
7.0), e foi submetida a mesma quantidade de catalase e aos mesmo intervalos de reagéo
para a leitura.

Para o ensaio da atividade antibacteriana dos méis tratados com
catalase, foram realizados ensaios de microdiluicdo seriada (determinagéo da CIM) e
ensaio de checkerboard, com as cepas S. aureus ATCC 29213 e E. coli ATCC 8739, na
concentracdo de 2860 unidades de catalase/mL. A metodologia usando a catalase foi
adaptada segundo as recomendagdes de Temaru e colaboradores (2007). Nesses
ensaios, entretanto, as concentragdes dos méis variaram entre 0.31 % e 33 %. Os testes

foram realizados em triplicata.

2.8. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a observagao das alteragdes morfoldgicas bacterianas na presenca
dos méis foi realizado a MEV. Uma suspensao de salina 0.9% contendo 108 UFC/mL
colénias de S. aureus ATCC 29231 foi cultivada em 1 mL de MH caldo durante 5 h, a
uma temperatura de 37 °C, sem agitacdo. Apds a incubagdo, a suspensao foi
centrifugada e o “pellet” foi ressuspendido em 50 pL de tampao fosfato (pH 7.2). A nova
suspensao bacteriana foi colocada sobre uma laminula de vidro previamente revestida
com poli-L-lisina 1% e, em seguida, cada amostra foi fixada por imersdo em 500 pL de
um tampéao cacodilato de sédio 0.1 M (pH 7.2) contendo 2 % de glutaraldeido e 2 %
paraformaldeido, durante 20 h. Em seguida, as laminulas foram submetidas ao processo
de pos-fixagao 1 % de OsOs4 durante 2 h; e em desidratadas em diferentes gradientes de
alcool (79, 80, 90 e 100° GL). Apo6s a desidratacéo alcoolica, foi feito o ponto critico de
CO2 (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer) e revestimento com ouro no metalizador
(BALTEC SDC 050 SputterCoater). O material foi visualizado em um microscépio

eletrénico de varredura (FEI Quanta 200) nos aumentos de 5,000x e 25,000x.
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2.9 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa BioEstat
(verséo 5.0). Os testes usados para a curva de crescimento e morte sdo a Analise de
variancia (um critério), e teste t de Tukey (para as diferengas entre as médias); e foram
considerados como significativos resultados com p < 0.05. No caso da dosagem de
peréxido de hidrogénio, em especial foi utilizando o programa GraphPad 5.0, sendo os
dados deste experimento analisados pelo teste de One-Way ANOVA seguido pelo teste
de Bonferroni como pés-teste. Foi também adotado p < 0.05 como significativo.

3. Resultados e Discussao

3.1. Ensaio de difusao em agar (EDA)

A aplicagdo do EDA, cujos resultados estdo presentes na tabela 03
demonstrou a capacidade do HSB em formar halos de inibi¢do (18.0 £ 1.58), enquanto
que nao foram observados halos de inibicdo resultantes do tratamento com o HAM
(dados ndao mostrados). Um motivo para a auséncia de halos € possivelmente a maior
higroscopicidade do HAM devido ao teor de agucares, assim como a predominancia da
frutose entre os agucares presentes (Schmidt, 1997; Oliveira e Santos, 2011). Diferente
do HAM, o mel Manuka proveniente da abelha A. mellifera, é capaz formar halos de
inibicdo (Tan et al., 2009). Isso indica que este mel possui compostos capazes de difusao
através do meio MH que nao sao presentes no HAM. O EDA com a mistura entre os méis
(HAM e HSB) também resultou na formagdo de halos (15.2 + 1.47). Entretanto, ndo
houve diferenga significativa entres as médias dos halos dos dois tratamentos, mesmo
com a quantidade do HSB na mistura ter sido reduzida pela metade, um indicativo de

seu efeito antibacteriano da combinacao entre os méis.
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3.2. Concentragao Inibitéria Minima

O valor médio da CIM (tabela 03) do HSB para as cepas analisadas foi
de 3,06 (£ 0.51), enquanto que para o valor médio do HAM foi 21,67 (£ 0,83). Diferentes
autores apontam valores de CIM do mel Manuka para diversas cepas entre 8.75 % e 25
% (m/v) (Tan et al., 2009; Henriques et al., 2010; Mandal e Mandal, 2011). Adotando a
densidade média do mel como 1.47 (g/mL), com base nos estudos de Boateng e Diunase
(2015), a faixa de CIM variou de 5.95 a 17 % (v/v). Essa faixa esta acima dos valores de
CIM obtidos para o HSB, o que sugere um potencial clinico para o HSB. O HAM, com
CIMs variando entre 20 e 25 % (v/v).

Além da CIM do HSB e HAM, verificou-se uma reducao consideravel da
CIM da mistura dos méis pelo teste de Checkerboard. Para as bactérias Gram-negativas,
o mel foi capaz de reduzir a CIM do HAM pela metade. E para Gram-positivas, o uso do
mel HAM também teve como resultado, a reducédo da CIM do HSB pela metade. Esta
particularidade da interacédo dos méis na mistura sugere uma diferenga no espectro de
acao entre eles; assim como o potencial da viabilizagdo do uso clinico deles através da
formulagcdo de misturas com diferentes méis.

Os valores da FICI da mistura foram muito préximos de 0.5 para todas
as cepas, e apesar de interagdo aditiva, existe uma tendéncia para o sinergismo na
atividade antibacteriana. Nishio e colaboradores (2016) mostrou efeito sinérgico entre
dois méis de abelhas indigenas (S. bipunctata e S. postica) para as mesmas cepas
bacterianas com valores de CIM muito similares ao nosso estudo. Porém, a atividade
antibacteriana do mel da abelha S. postica foi muito maior do que a de Apis mellifera.
Apesar do efeito aditivo da combinagdo do HSB com HAM (A. mellifera), os valores da
FIC foram proximos, sugerindo que associagbes de antimicrobianos (no nosso caso,
meéis) podem ser realizadas com antimicrobianos com baixa atividade antibacteriana e
apresentar satisfatéria atividade antibacteriana.

Outro aspecto importante foi a metodologia empregada, que mostrou ser
muito importante para a avaliacdo da atividade antibacteriana, quando comparada com
o EDA. Apesar da higroscopicidade do HAM mencionada anteriormente no EDA, na
técnica de microdiluicdo seriada em caldo, ndo interferiu na determinacdo da CIM,

demonstrando a atividade antibacteriana do HAM, mesmo sendo baixa.
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Tabela 01- Didmetros dos halos de inibicdo e concentragdes inibitdrias minimas dos méis

contra diferentes cepas bacterianas.

Medida do halo teste-
EDA (Média + EP) CIM % (viv) Checkerboard

Microrganismo HSB HSB/HAM HSB HAM HSB/HAM FICI

Escherichia coli ATCC 25922 21.3(x0.39) 18.8(x1.64) 2.50% 20% 0.08%/10.0% 0.532

Escherichia coli ATCC 8739  13.4(¢0.30) 09.9(¢0.15) 5.00% 25% 0.08%/12.5% 0.532

Pseudomonas aeruginosa 14.0(x1.86) 10.5(x0.77) 2.50% 20% 1.25%/0.62% 0.531
ATCC 9027

Pseudomonas aeruginosa 12.7(x1.33) 09.3(x0.79) 5.00% 25% 02.5%/1.25% 0.505
ATCC 27853

Staphylococcus aureus ~ 23.0(x0.88) 17.6(x1.79) 25%  20% 1.25%/0.08% 0.504
ATCC 29213

Staphylococcus aureus 21.7(x2.02) 18.2(x2.43) 1.25% 25% 0.62%/0.08% 0.503
ATCC 25923

Salmonella enterica 23.5(x1.92) 21.8(¢2.15) 5.00% 20% 0.08%/10.0% 0.516
Serovar Typhimurium UK1

Salmonella entérica 12.4(£1.33) 14.9(20.66) 2.50% 20% 0.08%/10.0% 0.532
Serovar Enteritidis ATCC
13076

Staphylococcus epidermidis  20.8(£1.39) 15.6(x2.92) 1.25% 20% 062%/0.08% 0.504
1E4248

Legenda: EDA: Ensaio de difusdo em agar. EP: Erro Padréao. CIM: Concentragao Inibitéria Minima. CIF:
Concentragao Inibitéria Fracionada. ATCC: American Type Culture Collection HSB: Mel de Scaptotrigona
bipunctata. HAM: Mel de Apis mellifera. HAM/HSB: Mistura entre os méis das abelhas Scaptotrigona

bipunctata e Apis mellifera.
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3.3 Curva de tempo e morte

As cinéticas dos crescimentos bacterianos na presenca dos méis para
as bactérias Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC 29231 foram
analisadas através das curvas de tempo e morte (figuras 03 e 04, respetivamente).

Figura 01- Curva de tempo e morte das cepas Escherichia coli ATCC 8739 e
Staphylococcus aureus ATCC 29213 submetidas a diferentes tratamentos com méis (em
log1o).
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Legenda: (A) Curva de crescimento e morte para a cepa Escherichia coli ATCC 8739. (B) Curva de
crescimento e morte para a cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213. UFC: Unidades Formadoras de
colénia. HSB: Mel de Scaptotrigona bipunctata. HAM: Mel de Apis mellifera. HAM/HSB: Mistura entre os
méis das abelhas Scaptotrigona bipunctata e Apis mellifera. As concentragbes dos tratamentos foram
baseadas nas CIM previamente obtidas.
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As curvas de tempo e morte dos tratamentos aplicados a bactéria Gram-
negativa mostraram algumas diferengas entre os tratamentos em fungdo do tempo.
Analisando os tratamentos pelo tempo a partir do tempo de 2 h, o numero de UFC no
tratamento com o mel HAM e a mistura foram significativamente inferiores ao controle e
ao tratamento com HSB (p < 0,05), e ndo houve diferencga significativa entre eles. O
tratamento HSB reduziu o crescimento bacteriano, sendo a contagem de UFC
significativamente menor que o controle (p < 0,05). Ambos os casos de diferenga
significativa foram observados a partir de 2 h apds o experimento, tempo proximo no qual
sdo visto efeitos do mel Manuka no crescimento bacteriano (Henriques et al., 2010).
Diferencgas significativas (p < 0,05) em relagdo aos tempos anteriores foram observadas
apenas nos tempos de 2 e 7 h, nos tratamentos com o mel HAM e com a mistura;
enquanto que o mel HSB mostrou essa diferenga nos tempos 7, 10 e 24 h. Esses dados
mostram uma atividade do HAM maior que o HSB.

A figura 04 mostra as curvas de crescimento da bactéria Gram-positiva
submetida a diferentes tratamentos. As quantidades de UFC dos tratamentos com o HAM
e a mistura foram significantemente inferiores (p < 0.05) ao do controle. Esses dados,
juntamente as informagdes das curvas da figura 03, indicam que HAM possui um efeito
mais antibacteriano de cinética mais veloz que HSB. Entretanto, a contagem de UFC
para o tratamento com HSB apresenta-se significantemente inferior a contagem para o
controle a partir de 4 horas e ndo demonstra diferencga significativa em relagédo ao numero
de UFC dos outros tratamentos nos tempos 0, 2 e 4 h. Nos tempo de 7 e 10 h, a curva
tratada com a mistura apresentou uma contagem de UFC significativamente inferior (p <
0.05) ao HAM e o HSB demonstrou uma quantidade de UFC significantemente inferior a
todos os outros tratamentos (p < 0.05). Nao foram observadas UFC a partir do tempo 10
no tratamento com HSB e no tempo de 24 h para o tratamento com a mistura, ndo
havendo diferenca significativa entre HSB e a mistura 24 apés o inicio.

As curvas (Figuras 03 e 04) mostraram que o HAM possui efeito
bacteriostatico para S. aureus e reduz a viabilidade celular de E. coli, e o HSB bactericida
para S. aureus e bacteriostatico para E. coli. Esses resultados demonstram que as
atividades antibacterianas de cada mel varia de acordo com a cepa bacteriana, como

também sugerem que os mecanismos de agao desses méis séo diferentes.
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No caso do mel Manuka, o estudo da cinética do efeito antibacteriano
em S. aureus estima que a na concentracao de 6.80 % (v/v) reduz dois “logs” apos 7 h
de tratamento (Henriques et al., 2010), tempo semelhante ao observado na curvas
tratadas com mel HSB e com a mistura.

Existem poucos trabalhos envolvendo combinagao de méis na atividade
antibacteriana (Nishio et al., 2016). O efeito aditivo foi verificado nos ensaios de curva de
tempo e morte. A mistura mostrou ser mais eficiente para E. coli do que S. aureus,

provavelmente devido ao intenso efeito bactericida do HAM para esta cepa.

3.4 Produgao de Peréxido de Hidrogénio e teste de CIM apés tratamentos com
catalase

Todos os tratamentos apresentaram diferenga significativa (Figura 05).
A producéo de peroxido de hidrogénio foi a menor o HAM, enquanto que foi maior a
mistura dos méis (HAM/HSB). Interessantemente a producdo da espécie reativa
aumentou quando os méis foram misturados, mesmo sendo a mistura tendo uma menor
concentracdo do mel HAM e HSB que seus respectivos tratamentos. Tal ocorréncia se
deve ao efeito aditivo observado em outros testes, uma que a maior disponibilidade de

acgucares pela adicado do HAM poderia ser usada pelas enzimas presentes no HSB.

As CIMs obtidas apds o tratamento com catalase (tabela 04) reforgam o
papel antibacteriano do peréxido de hidrogénio, uma esses valores aumentaram tanto
contra Gram-positivas quanto Gram-negativas. Tais resultados mostram a necessidade
de analises dos fatores que regulam a producgéo de perdxido de hidrogénio no mel para

seu uso clinico.
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Tabela 02- Concentracdes inibitérias minimas dos méis contra Escherichia coli e

Staphylococcus aureus, apés tratamento com catalase.

Cepa bacteriana Cim
HSB HAM
Escherichia coli ATCC 8739 20% 33%
Staphylococcus aureus ATCC 29213 10% 33%

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima. CIF: Concentragdo Inibitéria Fracionada. ATCC:

American Type Culture Collection HSB: Mel de Scaptotrigona bipunctata. HAM: Mel de Apis mellifera.

Figura 02- Produgao de peroxido de hidrogénio (em mM H202).
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Legenda: mmH202: moléculas de perdxido de hidrogénio produzidas em milimolares. HSB: Mel de
Scaptotrigona bipunctata. HAM: Mel de Apis mellifera. HAM + HSB: Mistura entre os méis das abelhas

Scaptotrigona bipunctata e Apis mellifera. As concentragdes de cada tratamento estdo em parénteses.
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3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Observou-se nas imagens, além da redugdo populacional de bactérias
na presenga dos méis (figura 6b, 6¢, e 6d), a formacao de protuberancias na superficie
celular (figura 6b e 6d); efeito semelhante aquele causado por beta-lactamicos como a
cefalosporina (Kleiner e Perkins, 1970). Tal alteragdo sugere a degradagao da parede
celular por moléculas como o H202 e estao presentes em modelos de tratamento do mel
Manuka em bactérias de P. aeruginosa (Henriques et al., 2010). Henriques e
colaboradores (2011) mostraram que o mel Manuka possui a capacidade de inibir o
processo de divisao celular de S. aureus, resultado na formacao de septos completos.
Packer e colaboradores (2012) sugeriram que esse mel é capaz de alterar o
transcriptoma da bactéria, afetando inclusive a maquinaria de transcricdo. Assim, em
nosso estudo, observamos alteragées morfoldgicas superficiais diferentes de outros

méis, como o Manuka.
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Figura 03- Imagens de microscopia eletrbnica de varredura de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 na presenga dos méis das abelhas Scaptotrigona bipunctata e Apis

mellifera.

Legenda: (a) Controle negativo, sem tratamento (aumento 5,000x). (b) Células tratadas com 2.5 % de mel
HSB (aumento 5,000x). (c) Células tratadas com 20 % de mel HAM (aumento 5,000x). (d) Células tratadas
com a mistura de 10 % do mel HAM e 1.25 % de mel HSB (aumento 5,000x). ym : micrometros. As

protuberancias sdo marcadas por setas verdes e os sulcos marcados por setas azuis.

4. Concluséao

A associagdo dos meéis de abelhas Apis mellifera africanizada e
Scaptrigona bipunctata mostrou-se uma interessante alternativa sem alterar sua
capacidade antibacteriana € uma interessante alternativa para reducdo da quantidade
de mel dessa ultima, uma vez que sua producio € baixa e possui um valor de mercado
mais elevado que o primeiro. Portanto, ao estudar a atividade dos méis, verificamos a
importancia dos ensaios utilizados para o entendimento de possiveis mecanismos de
acao antibacteriana do mel, como: sensibilidade bacteriana, cinética de crescimento,

alteragdes morfoldgicas superficiais e de quantidade perdxido de hidrogénio produzido.
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6 CONCLUSAO

Os méis de abelhas Apis mellifera africanizada e Scaptrigona bipunctata
demonstraram diferentes propriedades antibacterianas como: halos de inibicao,
concentracodes inibitdérias minimas, tempo de acao antibacterianos, produg¢ao de perdxido
de hidrogénio e alteragbes morfoldgicas causadas. A mistura entre os méis mostrou-se
uma interessante alternativa ao possibilitar a redugao das concentracdes utilizadas sem
alterar sua capacidade antibacteriana dos componentes. Tal capacidade faz da mistura
uma interessante alternativa para redugdo da quantidade de mel HSB; cuja produgao
pelas abelhas indigenas é baixa, o que eleva seu preco. Nesse estudo também foi
possivel averiguar a importancia dos ensaios utilizados para analisar as diferentes das
propriedades bacterianas dos méis, assim como a presenca desses fatores na mistura

entre os méis.
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