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Resumo

O alho, Allium sativum, é da familia da lilidceas e tem sido muito utilizado na medicina alternativa como cha ou
até mesmo puro. Entre muitas agdes benéficas descritas a ele, a agdo antimicrobiana e anti-inflamatéria estio
entre as mais conhecidas. Por ser de uso popular, este trabalho teve como objetivo avaliar a a¢do antimicrobiana
e anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico do alho. Para os testes de agdo antimicrobiana, foram usadas cepas
de bactérias gram-negativa como Escherichia coli (ATCC 25922), Psendomonas aernginosa (ATCC 27853) e Salmonella
typhimurinm (ATCC 14028), gram-positiva como Staphylococcns anrens (ATCC 25923), e o fungo Candida albicans
(ATCC 10231), a escolha das mesmas foi baseado nas cepas exigidas como teste padrao pela Anvisa, para controle
de qualidade. Para a avaliagdo anti-inflamatoéria foi realizado o teste de espraiamento de macréfagos, atividade
fagocitica e retencdo de lisossomos. O extrato hidroalcodlico de alho apresentou uma a¢io bacteriostatica exceto
para a cepa Pseudomonas aernginosa e uma acio fungicida para Candida albicans. As doses de maior concentragio
apresentaram uma a¢ao estimuladora do sistema imunolégico.

Palavras-chave: Alho; antimicrobiano e anti-inflamatério.

Abstract

Gatlic, Alliwm sativum, from liliaceous family has been widely used in alternative medicine as tea or even pure.
Among many beneficial actions described to it antimicrobial and anti-inflammatory actions are the best
known. Because of it’s popular use, this paper aims to evaluate the antimicrobial and anti-inflammatory of the
hydroalcoholic gatlic extract. To tests of antimicrobial activity strains of gram-negative bacteria such as Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aernginosa (NTCC 27853) and Salmonella typhimurium (ATCC 14028), and gram-
positive Staphylococcus anreus (ATCC 25923), and the fungus Candida albicans (ATCC 10231) the choice of these
was based on the pattern as required by Anvisa, for quality control. Were used anti-inflammatory evaluation
spreading of macrophages test, phagocytic activity and retention of lysosomes were done. The hydroalcoholic
garlic extract showed a bacteriostatic action except for Pseudomonas aeruginosa strain and a fungicidal activity
on Candida albicans. Doses that had a higher concentration caused an immune system stimulation.

Keywords: Garlic, antimicrobial and anti-inflammatory




Introducao

O alho, Allinm sativum, é um antigo conhecido
nio apenas da culinaria, mas também da medicina
alternativa. F da familia lilidceas e acredita-se que tenha
origem asiatica. (Bontempo, 2007; Costa, 1994).

Seu uso medicinal ja era realizado cerca de 1500
a. C., quando os egipcios o indicavam em casos de
cardiopatias, feridas, tumores, parasitoses e cefaléia
(Chatlab et. al., 2005). No século XIX, Pasteur relatou
sua atividade antibacteriana. Alguns testes realizados 7
vitro e in vivo também apresentaram pata o alho atividade
antibacteriana, antimicOtica, antiviral, antitumoral,
antiflogistica e fibrinolitica (Bontempo, 2007; Simoes
etal.,, 1999).

A atividade antibidtica do alho ¢ atribuida
principalmente a alicina, que age na destruicio e
inibicdo de bactérias gram-negativas. Uma pesquisa
norte americana, citada por Bontempo, 2007,
apresentou o resultado de inibi¢ao no crescimento de
14 espécies de bactérias utilizando uma diluigio de
extrato fresco de alho.

Em sua composicdo fitoquimica podemos
encontrar: Alicina (di-propenyl tiosulfinato é o principal
componente do alho, muito volatil é responsavel pela
defesa do alho contra os microrganismos da terra) e
tiossulfatos (antibidtica, antiviral e antifigica), aliina
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(hipotensor, hipoglicemiante), inulina, nicotinamida,
galantamina, acido fosférico e sulfarico, ajoeno
(prevengio de coagulos, anti-inflamatério, vasodilatador,
hipotensor e antibi6tico), alil mercaptano, sulfeto dialil
(hipocolesterolemiantes), adenosina (vasodilatadora,
hipotensora, miorelaxante), Ffructano (cardioprotetora),
escordinina (hipotensora, aumenta a utilizacdo de Bl
e antibacteriana), vitaminas A, B e C, proteinas e sais
minerais. (Bontempo, 2007; Costa, 1994).

Assim o presente trabalho teve como objetivo testar
a atividade antimicrobiana e antiinflamatéria do extrato
hidroalcodlico do alho (Aium sativum) in vitro.

Materiais e métodos
1. Extrato hidroalcodlico

Para produzir o extrato de alho foi adquirido, em
mercado comum, o alho roxo, com a inten¢io de usar o
alho mais comum nos domicilios. Foi feito uma sele¢io
dos bulbos e a extragio foi realizada pelo processo
“A” descrito na farmacopéia dos Estados Unidos do
Brasil (1959), sendo usado como liquido extrator o
alcool etilico a 70%. Em seguida o extrato foi deixado
por 24h numa estufa com circulagdo de ar e numa
temperatura controlada de 35°C, tal temperatura nao
altera a composicao do extrato, porém foi suficiente
para evaporar o liquido extrator.

2. Teste antimicrobiano e antifungico

Foi usado o método de perfuracio em 4gar, (Ostrosky
¢t. al., 2008; Trabulsi & Alterthum, 2008) para testar cinco
microorganismos (M.O.). Bactérias gram-negativas,
Escherichia coli (ATCC 25922), Psendomonas aernginosa
(ATCC 27853) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
gram-positiva, Staphylococcus aurens (ATCC 25923), e o
tungo Candida albicans (ATCC 10231). Antes da sua
utilizacdo as cepas selecionadas foram inoculadas em
caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco) e incubadas
a temperatura de 35°C por 24 horas para as bactérias e
2 30°C para o fungo, posteriormente foi realizado uma
dilui¢io usando como padrio a escala Macfarland. Todos
os materiais foram adquiridos da empresa Newprov, sito
Pinhais, Parana. O teste foi realizado com 5 diluicdes do
extrato em soro fisiolégico sendo a dose I de 0,5uL. de
extrato em 99,5uL. de soro fisiologico, dose II 5uL. em
95uL, dose I1I de 50ul. em 50uL., dose IV 75ul. em 25ul.
e dose V o extrato “puro”, e como controle foi usado
penicilina 10.000UI/mL conjugada com estreptomicina
10mg/mL para os testes com bactérias e para testes com
o fungo foi anfoterecina b + tetraciclina. Estes testes
foram realizados em quadruplicatas com 3 repetices
em agar mueller hinton.

Para a avaliacio dos testes foi considerado, em caso

positivo, a medida do halo, obtendo dois valores: a

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.



medida maior e a menor, ja que um halo ndo apresenta
uma circunferéncia perfeita. Com os dois valores foi
aplicado a formula: Area = 7.7, onde 7 tem o valor de
3,14 e o raio equivale a metade de um circulo perfeito,
porém conforme comentado anteriormente os halos
ndo apresentam um circulo perfeito sendo portando 7
substituido por valor da medida maior vezes valor da medida
menor, como usado no trabalho apresentado por Prata
et. al. (1988) e Menezes et. al. (2008).

3. Testes anti-inflamatorio

Para o teste anti-inflamatério foram usadas as
seguintes doses, dose I de 0,5uL extrato em 999,5ul.
de soro fisiologico, dose II de 50uL. em 950ulL, dose 111
de 500uL. em 500puL e dose IV sendo o extrato “puro”.
Como controle negativo foi usado somente células sem
estimulos em solugdo tampao fosfato (Solution Buffer
Phosphate — PBS).

Os testes realizados foram: fagocitose, retencido de
lisossomos e espraiamento de macréfagos.

3.1 Obtencao das células
O fluido peritonial é o liquido retirado apds a

lavagem da cavidade peritonial com PBS, as células
obtidas nestes ensaios foram retiradas de duas espécies

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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de roedores, ratos Wistar e camundongos Swiss, com
peso médio de 280g e 25g, respectivamente. Para
obtencio deste fluido foi usado o protocolo original
do trabalho de Alan M Stall em Leon and Lenore
Herzenberg’s Lab at Stanford, 1988.

3.1.1 Selegao dos Macrdfagos

A selecdo dos macréfagos foi realizada por adesio,
processo que permite obter culturas em monocamada
de células aderentes, das quais pelo menos 98%
eram macréfagos. As células contidas no lavado
peritoneal foram contadas na Camara de Neubauer ¢
centrifugadas a 850rpm durante 5 minutos. Em seguida,
o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas
em meio de cultura, de forma atingir a concentracao
desejada para cada experimento (Piemonte & Buchi,
2001).

3.2 Espraiamento de macréfagos

Para o espraiamento de macréfagos foi usado
o método descrito por Sampaio e al, 2001. Esse
experimento foi realizado em triplicata. Apds a adesio
do macréfago na laminula contida em cada um dos
seis pocos das placas, foram adicionado, juntamente
com o meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), 10p.L das doses de alho (I, IL, I e IV) e dois
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pogos mantiveram-se apenas os macréfagos aderidos
sem estimulagdo. A placa foi incubada por 1 hora no
escuro. Posteriormente os pocos foram lavados e os
macrofagos fixados pela primeira vez em alcool 70%,
apos as laminulas foram lavadas com PBS e coradas
com Giemsa e os macréfagos fixados novamente em
acetona mais xilol para o processo de montagem da
lamina permanente.

Uma vez as laminas prontas essas foram lidas em
microscopio 6ptico em aumento de 400x realizando
uma contagem total de 500 células. Para calcular a
porcentagem de espraiamento foi realizado o seguinte

calculo:

%ET - %EC x 100
%EC
Sendo:

%ET = porcentagem de espraiamento do grupo
tratado.

%EC = porcentagem de espraiamento do grupo
controle (Peres e Curi, 2005).

3.3 Fagocitose
Foi utilizado o método descrito por Pipe et al.

(1995). Sendo depositados 100 pl. da solug¢do de
macr6fagos, com concentragio 2x10° células, em placa

de ELISA ap6s foram adicionados 10 pL. das doses de
extrato e incubado por 30minutos. Em seguida foram
adicionados 10 pL. de zimosan (2,3x10° particulas/mL)
corado com vermelho neutro e incubado por mais 30
minutos. Apés este procedimento, foram adicionados
100 pL de fixador para interromper o processo de
fagocitose e, 30 minutos depois a placa foi lavada com
PBS e, posteriormente, centrifugadas, por 5 minutos a
1.500 rpm, a fim de remover o zimosan e o vermelho
neutro nao fagocitado pelos macréfagos. O vermelho
neutro no interior dos macréfagos foi solubilizado
utilizando 100 uL de solu¢io de extracdo. Apds 30
minutos foi realizada a leitura das placas, a 550 nm
utilizando leitora de ELISA.

Este teste foi realizado em duplicata para cada
espécie com trés repeticdes experimentais.

3.4 Retencao de lisossomos

Foi realizado de acordo o método descrito por
Pipe et. al. (1995) da seguinte forma: Em 100uL da
solucio peritonial com concentragio de 2x10° foram
adicionados 10uL. do controle e de cada dose, este
foi incubado por 30 minutos. Em seguida foram
adicionados 20uL. de vermelho neutro e incubado
novamente pelo mesmo tempo, ap6s foi centrifugado

e as células lavadas com solucao de PBS, trés vezes,

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.



sendo na ultima vez adicionado solucao de extracio
para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro
dos lisossomos. Isto é possivel porque o vermelho
neutro é um corante catiénico que se difunde através
da membrana celular assim ficando aprisionado no
lisossomo devido a mudanca de cargas causadas pelo
pH acido do sistema lisossomal. Por fim foi incubado
novamente por mais 30 minutos e posteriormente
procedeu a leitura em ELISA no comprimento de
onda de 490nm.

Este teste foi realizado em quadruplicata para

cada espécie com trés repeticbes experimentais.
3.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média * epm
(erro padrio da média) dos grupos estudados. As
comparagdes entre os grupos foram realizadas
empregando-se one way-ANOVA com po6s teste de
Tukey, com nivel de significincia para p<0,05.

Resultados e discussao
1.Caracteristicas fisico-quimica do extrato

Para a producio do extrato foram usados 200g
de alho triturado que apds 72h de extracio em funil

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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apresentou rendimento de 160,35¢ de extrato de
alho mais alcool 70%.

Ap6s 160,35¢ serem colocados em estufa para
uma secagem foi obtido o material com 48,82¢g ou
seja 30,45% de rendimento do peso inicial. Esse
material continuava na forma liquida, porém com
uma alta viscosidade e um pH 5,53. Para facilitar o
manuseio durante os experimentos, o material foi
solubilizado em 20mL de soro fisiolégico passando
a ser menos viscoso, com pH 6,0 e um peso final
de 65,32¢.

O produto final foi dividido em trés vidros ambar
para evitar a degradacdo pela luz e esses foram
armazenados a -10°C.

Nio houve a necessidade da corre¢io dos pHs
durante a preparac¢do das doses pois apresentaram
um pH entre 6,0 e 7,0.

2. Teste antimicrobiano e antifungico

Os resultados foram coletados com 24h apds
incubacdo das placas, sendo analisada a presenca ou
nao de halo (Tabela 1). A tabela 1 mostra que a dose
I ndo apresentou efeito sobre os microorganismos
(M.O.), este fato pode ser atribuido a uma pequena
concentracio do extrato. Para a dose II o efeito
foi maior como fungicida, porém houve um efeito
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discreto como bacteriostatico sobre as cepas de
Salmonella typhimurin.

A cepa Salmonella typhimurin se apresentou mais
sensivel as doses 111, IV e V, obtendo na dose V um
resultado de aproximadamente o dobro de eficicia
quando comparado ao controle. Similarmente a dose
V apresentou maior eficicia para a cepa Staphylococens
anreus de 37% e 24% para a Ciandida albicans quando
comparado ao controle.

As doses 111, IV e V também apresentaram efeitos
para as cepas Pseuadomonas aeruginosa e para Escherichia
coli porém os halos ndo foram significativos como o
controle, sendo que a dose V apresentou apenas 29%
e 38%, respectivamente, do resultado que o controle
apresentou.

Deste modo a dose V pode ser considerada
como fungicida bem como bacteriostatico, nio
podendo ser considerada como bactericida pois
ap6s 72h de incubag¢io a 35°C todos os halos
formados pelo extrato hidroalcodlico de alho nio
se mantiveram, sugerindo assim que nio houve uma
inibicdo da formag¢iao de membrana citoplasmatica
ou da parede celular, o que pode ter ocorrido é
que o extrato tenha mantido a bactéria retida em
uma dada fase do ciclo com impedimento de que
a mesma prossiga a divisdo celular. Ja4 o halo do
controle permaneceu apds as 72h de incubagio
como demonstra as figuras 1 e 2.

Apenas as placas de Candida albicans mantiveram

os halos das doses ap6s 72h de incuba¢do como os

Tabela 1. Médias calculadas em centimetros apos 24h de incubacao das placas a 35°C.

M.O./Dose 0 I II IIT1 v \%
Staphylococcus aurens 20,82 0,00 0,00 12,28 18,84 28,57
Salmonella typhimurin 22,79 0,00 5,43 30,43 36,30 40,13
Psendomonas aeruginosa 24,39 0,00 0,00 3,80 5,79 7,10
Escherichia coli 23,67 0,00 0,00 6,72 7,79 9,07
Candida albicans 32,15 0,00 13,10 33,24 34,78 40,08

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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FIGURA 1: Placa de Escherichia coli apos 24h de incubacao, onde pode ser notado a diferenca de tons nos locais em que houve o crescimento do m.o. e naqueles em que
este foi inibido. Indicado pelas flechas continuas.

halos dos controles, deste modo o extrato pode ser
considerado com acdo fungicida a partir da dose 11,
sendo crescente para as demais doses.

Packer, 2007, no trabalho que realizou com 6leo
de alho nio obteve halo para as cepas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Psendomonas aernginosa e Candida
albicans diferente do obtido no trabalho atual. Esse
resultado pode ser atribuido a dificuldade que o
6leo (caracteristica apolar) tem em se difundir pelo

meio de cultura (caracteristica polar).

\ \
FIGURA 2, indicado pelas flechas pontilnadas, apds 72 horas de incubacdo percebe-se que no halo acima, halo do controle, continua uma diferenca na tonalidade, ou seja
a inibicao foi mantida, o que nao ocorre r\o halo‘abaixo (dose Ill}, ou seja a inibicao de crescimento nao foi mantida.

3. Testes anti-inflamatério
3.1 Espraiamento de macrdfagos

Foi contado um total de 500 células por lamina
e calculado conforme Peres e Curi, 2005, sendo
o valor expresso em porcentagem de macréfagos
espraiados (tabela 2):

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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Tabela 2. Porcentagem de espraiamento na presenca das diferentes doses de extrato hidroalcodlico de alho. Esse teste foi realizado apenas com células peritoniais de
camundongo. No cdlculo foi considerado como 100% o ndmero de macrofagos espraiados no controle.

Meédia dos testes realizados em

triplicata

Macrofagos
Dosel
Dose II
Dose III
Dose IV

3,87%
7,75%
287,59%
1165,37%
1191,99%

O controle, identificado como macréfago na
tabela, possui 3,87% de espraiamento dos macréfagos
enquanto que a dose I possui -7,75% de espraiamento
quando comparado com o controle. O valor negativo
mostra um efeito discreto da dose I como anti-
inflamatério, porém ndo significativo. As doses II, 111
e IV apresentaram um aumento de 287,59%, 1165,37%
e 1191,99%, respectivamente, de espraiamento dos
macréfagos em relagdo ao controle, portanto as doses
IL I e IV podem ser consideradas como estimuladoras

de espraiamento, ou seja, imunomoduladora.
3.2 Fagocitose

No grafico 1 podemos observar que as doses I e
II nao apresentam diferencas significativas entre si,
mas sdo diferentes do controle (macréfago) havendo
uma diminui¢io na atividade fagocitica indicando um

discreto efeito anti-inflamatério. Porém as doses 111
e IV apresentaram a mesma a¢do, mas diferem das
doses I e II e do controle, apresentando um aumento
na atividade fagocitica indicando uma estimulagio

imunologica.
2.5-

s
o
L

absorbancia
a
1

DIl DIl

Grafico 1. Andlise da atividade fagocitica em células peritoniais de rato Wistar
realizada em quadruplicata com trés repeticoes experimentais. * p<0,05 quando
comparado ao controle. #p<0,05 quando comparado as doses | e Il.
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Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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Grafico 2. Andlise da atividade fagocitica em células peritoniais de
camundongo Swiss realizada em quadruplicata com trés repeticoes
experimentais. *p<0,05 quando comparado ao controle e as doses |
ell.

Analisando o grafico 2, observa que o grupo controle
apresentou resposta igual ao das doses I e I, apresentando
diferenca significativa quando comparado as doses 111 e
IV que apresentaram um aumento na atividade fagocitica
indicando uma estimulagdo imunolégica.

Portanto as doses I1I e IV podem ser consideradas
imunomoduladora para fagocitose.

3.3 Retencdo de lisossomos

No grafico 3 é possivel verificar a o aumento
gradativo na retengdo de lisossomos de acordo com as
doses. As doses III e IV sdo iguais entre si e diferentes
das doses I, 1I e controle que também sao diferentes

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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Gréfico 3. Andlise da retencao de lisossomos em células peritoniais de
rato realizada em duplicata com trés repeticoes experimentais. * p<0,05
quando comparado ao controle. # p<0,05 quando comparado a dose
lell
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Gréfico 4. Andlise da retencao de lisossomos em células peritoniais de
camundongo realizada em duplicata com trés repeticoes experimentais.
* p<0,05 quando comparado ao controle e as doses | e Il. # p<0,05
quando comparado a dose II1.
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entre si. As quatro doses do extrato obtiveram um
efeito estimulador do sistema imunolégico uma vez
que houve um aumento significativo de lisossomos
quando comparados ao controle.

No grafico 4 todas as doses apresentaram um
aumento de retencio de lisossomos porém as doses
I e II n3o apresentam diferencas significativas
quando comparados ao controle. Ja as doses 111 e
IV sao diferentes entre si apresentando um aumento
significativo na retenc¢ao de lisossomos.

As doses III e IV incentivaram a produgio de
lisossomos podendo assim considerar essas doses
como estimuladoras do sistema imunologico.

Conclusao

Concluimos que nas dosagens testadas para os
microorganismos Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Psendomonas aeruginosa e Escherichia coli
o extrato hidroalcodlico do alho apresenta uma

caractetistica biostatica, ou seja, nao promove alteracoes
irreversivelmente letais aos microorganismos testados,
como os controles apresentaram, mas mantém o
microorganismo retido numa dada fase do ciclo celular
impedindo a divisdo celular por um dado tempo, ja que
ap6s 72 horas de incubag¢do os m.o. testados voltaram
a crescer onde com 24 horas havia halo.

Ja para a Candida albicans todos os testes nas quatro
doses apresentaram halo (dose 11, 111, IV e V) que foi
mantido, o que indica que para este microorganismo
o extrato hidroalcodlico do alho apresentou uma agio
biocida, ou no caso, fungicida.

Para a avaliacido anti-inflamatéria o extrato
hidroalcodlico do alho apresentou uma acio
estimuladora do sistema imunolégico, ao contrario
do que ocorre em caso de anti-inflamatérios. Essa
estimula¢do causada pelo extrato hidroalcodlico do alho
pode ser o real motivo de uma recuperacio em algumas
doengas, fato confundido no uso popular como agio
anti-inflamatoria.

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 37-49, Curitiba, 2010.
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