KATIA ANDREA DE MENEZES TORRES

Estudo da atividade antimicrobiana do Allium sativum L. frente as

cepas de Streptococcus agalactiae

Tese apresentada ao Curso de P6s Graduacdo da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
S&o Paulo para obtencdo do Titulo de Doutora em

Pesquisa em Cirurgia.

SAO PAULO

2021



KATIA ANDREA DE MENEZES TORRES

Estudo da atividade antimicrobiana do Allium sativum L. frente as

cepas de Streptococcus agalactiae

Tese apresentada ao Curso de Pds Graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo para obtencdo do

Titulo de Doutora em Pesquisa em Cirurgia.

Area de Concentragdo: Reinsercdo Social
Orientadora: Profé. Dr2. Sénia Maria Rolim Rosa Lima

Co - Orientadora; Profé. Dr2 Maria Thereza Gamberini

SAO PAULO

2021



FICHA CATALOGRAFICA

Preparada pela Biblioteca Central da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sio Paulo

Torres, Katia Andrea de Menezes

Estudo da atividade antimicrobiana do Allium sativum L. frente as
cepas de Strepfococcus agalactiae./ Katia Andrea de Menezes Torres.
Sao Paulo, 2021.

Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo — Curso de Pos-Graduacao em Pesquisa em
Cirurgia.

Area de Concentragdo: Reinsercdo Social

Orientador: Sonia Maria Rolim Rosa Lima

Coorientadora: Maria Thereza Gamberini

1. Allium sativum 2. Streptococcus agalactiae 3. Antimicrobianos
4. Compostos sulfurados 5. Ressonancia magnética nuclear 6.
Espectrometria de massas 7. Cromatografia liquida

BC-FCMSCSP/01-21




DEDICATORIA

Aos meus pais Homero Paulo Fonseca de Menezes e Neusa Tani pela
oportunidade da vida.

Aos meus filhos, Jodo de Menezes Torres, Pedro de Menezes Torres, André de
Menezes Torres e Helena de Menezes Torres, minhas eternas paixdes, alegrias
da minha vida e razéo do meu viver. Espero gque eu seja exemplo para a jornada
académica de suas vidas.

Ao meu marido Ailton Ferreira Torres, por sua paciéncia e compreensao
durante essa jornada.

Aos meus tios Marcos Augusto Tani, Helena Bagalhi Tani e primas Camila e
Bruna, por cuidarem muito bem da minha filha durante o periodo que eu estava
no laboratorio e/ou faculdade.

A minha tia Maria Cristina Tani Beneventi por sempre me apoiar e vibrar pelas
minhas conquistas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram
para a realizacdo desta tese, sem esta contribuicdo ndo teria concluido este

estudo.

A minha orientadora Prof2. Dra. Sonia Maria Rolim Rosa Lima, muito
obrigado pela oportunidade e confianca depositada em mim para a realizagéo

desse projeto e pela sua dedicacéo, paciéncia e carinho.

A minha coorientadora Proft, Dra. Maria Thereza Gamberini, por

possibilitar a realizacdo deste projeto, pela sua disponibilidade e colaboracéo.

Ao Prof. Dr. Pedro Ismael da Silva Junior, por me acolher em seu
laboratorio e me fazer sentir parte de sua equipe, por toda colaboracdo e

ensinamento durante estes anos de trabalho.

Ao Prof. Paulo Augusto Ayroza Galvao Ribeiro, sou grata pelas suas
corregBes, consideracdes e sugestbes realizadas em nossa Banca de

Qualificacdo, com certeza em muito nos engrandeceu.

A Prof2, Dra. Llcia Costa Paiva, pelas sugestdes e correcdes de enorme
contribuicdo para melhoria do texto e de meu aprendizado realizadas em nossa

Banca de Qualificacao.

A Prof. Dra. Silvia da Silva Carramao, pela participacdo, correcdo e

sugestdes em nossa Banca de Qualificacao.

As técnicas do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo, Suzethe Matiko Sasagawa e Lilian Souza
Gongalves e aos técnicos do Laboratorio de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo, pelo acompanhamento na

realizacdo dos testes experimentais.



Ao Laboratorio Toxinologia Aplicada (LETA) do Instituto Butantan, pela
colaboracdo no desenvolvimento deste projeto e a todos os alunos e funcionarios

gue de alguma forma me ajudaram.

Ao Laboratorio de Analises Clinicas Salomdo & Zoppi por fornecer

gentilmente as cepas de Streptococcus agalactiae.

Ao Departamento de Estatistica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de S&o Paulo pelos calculos estatisticos e ao Nucleo de Apoio a
Pesquisa (NAP-FCMSCSP) pela traducdo e submissdo dos manuscritos

derivados deste trabalho.

A Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo, por meio
do Programa de Pds-Graduacdo em Pesquisa em Cirurgia, pela contribuicdo a

minha formacéo académica.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e ao Fundo de Amparo a Pesquisa (FAP- FCMSCSP), pelo

fornecimento do apoio financeiro para a realizacdo desta pesquisa.

Muito Obrigada!!



Jamais considere seus estudos como uma obriga¢cdo, mas como uma
oportunidade invejavel para aprender a conhecer a influéncia libertadora da
beleza do reino do espirito, para seu préprio prazer pessoal e para proveito da
comunidade a qual seu futuro trabalho pertencer.

Albert Einstein



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AAP American Academy of Pedriatrics

ACN Acetonitrila

ACOG American College of Obstetricians and Gynecologists
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATCC American Type Culture Collection

Capes Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAMP Christie Atkins Munch-Petersen

CDC Centers for Disease Control and Prevention

CEP Comité de Etica em Pesquisa

CIM Concentragéo Inibitdria Minima

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
DAS Diallil Sulfide

DADS Diallil Disulfide

DATS Diallil Trisulfide

DO Densidade oOptica (Optical Density)

D20 Agua Deuterada

EBA Extrato Bruto de Alho

EONS Early Onset Neonatal Sepsis (Doenca de Inicio Precoce)
FAP Fundo de Amparo a Pesquisa

Fapesp Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

FCMSCSP Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo
FDA Food and Drugs Administration
FR-CLAE Fase Reversa/Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

GBS Grupo B Streptococcus (Streptococcus do Grupo B)
GSAC Y-Glutamil-S-allil-cisteina
GSMC Y-Glutamil-S-metilcisteina

GSPC Y-Glutamil-S-propilcisteina



HMBC
HSQC
1Q-USP
RP-HPLC
LETA
LC/MS
LONS
Mg
MHz
mL
OMS
ONU
PBS
PNPIC
Renisus
RMN
SAC
SP80
SUS

Tr

TFA
TSB
UFC
UFLC
HY

MM
USDA
WHO

Heteronuclear Multiple-Bond Correlation

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Instituto de Quimica — Universidade de Séo Paulo
Reversed Phase/High Performance Liquid Chromatography
Laboratdrio de Toxinologia Aplicada

Liquid Chromatography/Mass Spectrometry

Late Onset Neonatal Sepsis (Doenca de Inicio Tardio)
Miligramas

Mega-Hertz

Mililitros

Organizacdo Mundial de Saude

Organizacdo das NacGes Unidas

Phosphate Buffered Saline (Tampéo fosfato salino)

Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
Ressonancia Magnética Nuclear

S-allil-cisteina

Sep-Pack 80%

Sistema Unico de Salde

Tempo de retencéo

Trifluoracetic acid (Acido Trifluoracético)

Tryptic Soy Broth

Unidade Formadora de Col6nia

Ultra Fast Liquid Chromatograph

Microgramas

Micromolar

United State Department of Agriculture

Word Health Organization

Marca Registrada



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..ot ses e 12
I I TS T USSR 13
1.2. Caracteristicas da Bactéria Streptococcus agalactiae ..............ccceuenee 15
1.3. Alho: Allium sativum L. (Familia Liliaceae).........c.ccocevvrerrvriervennne. 17
1.4. Profilaxia na Prevengdo de GBS...........ccccoviiiiinieninccis e 24
O 1= N | I Y SRS 27
2.1 ODJELIVO GEIal......cuviiiiiiieiie e e 28
2.2. ODbjetivos ESPECITICOS. .....ccveueiierieiiie et 28
3. MATERIAIS E METODOS........ooiiiirieeinsieiies st 29
3.1. Preparacdo do Extrato de Allium sativum L........ccccccovvviveieiiniiennnnns 30
3.2. Padr@o ALICING ......ooveie ettt 31
3.3. Isolamento e Purificagéo das Fragdes de Allium sativum L................. 32
3.3.1. Sep-Pak Cig CArtridge. ......ccoveeererinieiiesiiseee e 32
3.3.2. Fase Reversa-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(FR-CLAE)..... ettt 33
3.4. Atividade Antimicrobiana ..........cccoovieiiiieiininie 34
3.4.1. Preparacdo do INOCUl0..........ccovvveiecieiie e 34
3.4.2. Ensaio de Inibicdo do Crescimento Microbiano............... 34
3.4.3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)..........ccccceevevinnen, 36
3.5. Espectrometria de Massas (LC/MS).......cccovveeiiieveiieenie e 37
3.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).........cccooovveviiiviecie s, 37
3.7. ENSaio HEMOITICO. ....c.viiiiieieie s e 38
3.8. ANAliSe ESTAliSTICA .....coveiviiiieiiiieiieeeie e e 38
4. RESULTADOS ..ottt ettt bbbt sttt et e s s 40
5. DISCUSSAD ..o es et s 56
B. CONCLUSSOES........oooieieteeceieee s etes s esies s sesies s es s ss s es st es s s 61
T ANEXOS.... ettt bttt n e e re e en e 63
7.1. Parecer Departamento de Ciéncias FisiolOgicas ...........ccceevevvervevinnnnnn 64
7.2. Parecer Departamento de Ciéncias Patoldgicas...........ccccceeveveevvencnnn. 65
7.3. Parecer Comité de Etica em Pesquisa (CEP)..........cccoveevveeeeeeeeienenn. 66
A N 1 1T o 0 SO S P 67
T.5. ATTIZO 2.ttt 68

T.6. ANTIZO 3t 69



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooioeieeeeeeeeeeeteeeeeeeeieessiens e 70

RESUMO ..o 81
ABSTRACT e 84
LISTADE FIGURAS ... 86
LISTA DE TABELAS..... .ot 88

LISTA DE GRAFICOS. ..o oo oot e e e ae e 89



1. INTRODUCAO
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1.1 Historico

Em 1887 a bactéria Streptococcus agalactiae (S. agalactiae), também conhecida como
Streptococcus do Grupo B (GBS), foi identificada pela primeira vez no leite de bovinos e em
decorréncia disto, relacionada & mastite bovina. Na década de 1930, esta bactéria foi
encontrada nas secre¢des vaginais de forma assintomatica, sendo relacionando, com a sepse e
pneumonia puerperal em gestantes e recém-nascidos. A confirmacdo da atuacdo deste micro-
organismo patogénico em seres humanos ocorreu em 1970 e foi considerado o causador de
bacteremias, pneumonias e meningites em criangas com menos de trés meses de idade e em
adultos em ambos os géneros, nas mulheres a doenca pode ocorrer inclusive nas gestantes,

que ¢é a forma mais preocupante (Teixeira, 2008, Radis et al, 2017).

Na decada de 70, nos Estados Unidos, a taxa de mortalidade em neonatal foi em torno
de 55% e em 1990 ocorreram 7600 casos de sepse neonatal com 310 6bitos devido ao S.
agalactiae (Beraldo et al, 2004).

Segundo Nkembe et al (2018) a prevaléncia de gestantes colonizadas pelo GBS, no
mundo, varia em torno de 17,9%. No Brasil, estudos realizados no Rio de Janeiro com 3.647
gestantes, entre o periodo de 2008 a 2015, o GBS foi detectado em 956 (26,2%) (Botelho et
al, 2018). Estudos realizados no Parana com 2.901 mulheres entre 35° e 37° semana de
gestacdo, 527 (18,2%) apresentaram cultura positiva para 0 GBS (Morguette et al, 2018).
Estudo realizado no periodo de julho de 2015 a fevereiro de 2016 com 294 gestantes, 26
apresentaram colonizacdo vaginal ou anorretal, resultando em 8,8% de prevaléncia (Battistin
et al, 2018). Estudo retrospectivo de 287 prontuarios do pre-natal de um hospital privado em
Séo Paulo, no periodo de 2015 a 2016, apresentou 67 pacientes com resultado positivo para o
GBS (prevaléncia de 23,3%) (Szylit et al, 2020).

Esta variacdo na prevaléncia pode ser explicada levando-se em conta questdes
metodoldgicas, como o tempo de triagem do GBS durante a gestacdo, local de amostragem
(se sdo realizadas amostragem tanto da regido vaginal como anal), técnica de cultura
laboratorial e tipo de meio enriquecimento seletivo utilizado para o transporte (Russell et al,
2017).

Segundo Melo et al. (2016) e Nascimento et al. (2019) os dados brasileiros para

colonizacdo materna do GBS mostram diferentes taxas de prevaléncia (4,2 - 28,4%), devido a
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auséncia de uma recomendacdo oficial das Autoridades Federais de Saude Brasileiras,
descrevendo diretrizes e protocolos para realizar a triagem em mulheres gravidas, em clinicas

publicas e privadas.

Gestantes colonizadas pelo GBS sdo normalmente assintométicas, porém em alguns
casos, podem apresentar quadros de cistite, pielonefrite, endocardite, endometrite, celulite,
comprometimento na evolugdo da gestacdo, aborto, morte fetal intra-uterina, coriamnionite
com ruptura prematura de membrana e sepse puerperal (Beraldo et al, 2004; Mengist et al,
2016). Além de todas essas doencas, a bactéria € responsavel por 2 a 4% das infeccBes

urindrias durante a gestacao (Rosa-fraile et al, 2017).

Sabe-se que a repercussdo desta infeccdo vai além das gestantes, podendo acometer
diretamente 0 neonato, como baixo peso ao nascer e retardo mental, este Gltimo, devido a
infecgdes durante o parto ou pds-parto, como: pneumonias, infec¢Bes cutaneas, 0sseas ou

articulares e meningite (Randis et al, 2017).

A transmissdo do GBS durante o trabalho de parto pode resultar numa infeccéo
invasiva ao recém-nascido durante as primeiras semanas de vida. A sepse neonatal € um
importante caso de morbidade e mortalidade durante o periodo neonatal. Em paises
desenvolvidos a incidéncia desta doenca € de 1/1000 nascimentos a termo e 4/1000 para
nascimentos prematuros, ja para paises em desenvolvimento estes valores aumentam para 2,2
— 8,6/1000 nascimentos (Saez-Lopez et al, 2013).

A sepse neonatal pode ser dividida em: doenca de inicio precoce (Early Onset
Neonatal Sepsis - EONS) que se manifesta nas primeiras 72 horas de vida e pode ser
adquirida através da transmissdo vertical da mae para o feto antes ou durante o trabalho de
parto, os sintomas sdo: doenca respiratoria, sepse e meningite. A doenca de inicio tardio (Late
Onset Neonatal Sepsis - LONS) ocorre 4 a 90 dias de vida e é adquirida através do contato do
recém-nascido com o meio ambiente, com taxas de incidéncia de 1,87 a 5,42/1000
nascimentos vivos, 0s sintomas sdo: sepse, meningite, infeccdo do trato urinario, osteoartrite,
doenca respiratoria e celulite (Saez-Lopez et al, 2013; Ohlsson, 2014; Battistin et al, 2018).
Segundo Dudek et al (2016) h& trés formas de manifestacdo clinica da doenca: doenca de

inicio precoce que ocorre durante o 1-6 dia apds o parto, doenca de inicio tardio que ocorre
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durante o 7-89 dias ap6s o parto e doenca de inicio muito tardio ocorre apds os 3 meses de
vida.

Aproximadamente, 50% dos bebés, de mulheres com cultura positiva para GBS, s&o
colonizados e 1-2% desses recém-nascidos desenvolvem infeccdo neonatal precoce ou tardia,

quando ndo ha intervencdo profilatica (Lopez et al, 2017).

Em 1996, recomendac@es profilaticas, como o uso de antibidticos durante o trabalho
de parto, foram implantadas para prevenir infeccGes por GBS em recém-nascidos pelo
American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e Centers for Disease Control

and Prevention (CDC) e em 1997 pelo American Academy of Pediatrics (AAP).

Segundo as revisbes dos Consensos, em 2002, foram emitidas recomendacfes
universais para coleta de secrecdo vaginal de todas as mulheres gravidas entre a 35° - 37°
semanas de gestacdo para otimizar a identificacdo daquelas que devem receber a profilaxia

intraparto (Centers for Disease Control and Prevention - CDC, 2010)

Segundo o CDC (2010) como resultado dos esforgcos de prevencdo, a incidéncia da
infeccdo por GBS diminuiu ao longo dos ultimos 15 anos, passando de 1,7 casos/1000

nascidos vivos no inicio de 1990 para 0,34-0,37 casos/1000 nascidos vivos nos ultimos anos.

1.2 Caracteristicas da bactéria Streptococcus agalactiae

O género Streptococcus sdo bactérias “cocos Gram-positivas esféricos” que se
arranjam aos pares ou em cadeias. Foram classificados segundo Rebecca Craighill Lancefield
em 1933, do Instituto Rockefeller em Nova York, como alfa, beta e gama, de acordo com sua
capacidade de produzir hemolise em hemacias de carneiros. O alfa-hemolitico causa hemdlise
parcial com formacdo de um halo esverdeado ao redor da coldnia, o beta-hemolitico causa
hemdlise total das heméacias e o gama-hemolitico ndo causa hemolise. Streptococcus do
Grupo B é uma bactéria beta-hemolitica que produz uma zona bem definida, incolor e
transparente, que circunda a col6nia bacteriana quando cultivada em agar sangue (Peixoto et
al, 2004; Brooks et al, 2014). A producdo de zona de hemdlise clara no agar sangue é
decorrente da producdo de uma proteina chamada hemolisina, que é capaz de formar poros e
de lisar as células do hospedeiro, sugerindo que esta proteina seja importante como fator de

viruléncia nas infeccdes causada por esta bactéria (Tortora et al, 2017; Capellin et al, 2018).
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Segundo Teixeira (2008), a parede celular do S. agalactiae € constituida por
peptideoglicano, vérios carboidratos, acido teicOico e proteinas. Estes compostos assumem
um arranjo em camadas ndo delimitadas, no qual a peptideoglicana constituiria a camada mais
interna e significativa. Acucares aminados glicosamina e &cido murdmico tambem estdo
presentes na composicdo da peptideoglicana, assim os aglcares glicose, galactose e ramnose.
O S. agalactiae apresenta antigeno especifico em sua parede celular que corresponde a um
polissacarideo com uma estrutural central composta de ramnose, glicose e fosfato, e cadeias
laterais trissacaridicas compostas por ramnose, galactose e N-acetilglicosamina. Este
composto constitui o antigeno de grupo B, do sistema de classificacdo de Lancefield, e
possibilita a denominacdo da espécie como estreptococos do grupo B ou pela sigla GBS.
Apresenta tambem cépsula polissacaridica associada a parede celular, que servem como base

de estudos epidemioldgicos, patogenicidade da espécie e desenvolvimento de vacinas.

Segundo Peixoto et al. (2004), os Streptococcus beta hemoliticos (Figura 1) podem ser
classificados em doze grupos sorolégicos, no entanto, apenas os do grupo A, B e D causam
doencas na espécie humana, entretanto Castellano-Filho et al. (2010) em seus trabalhos
descreve apenas nove grupos sorologicos e Russell et al. (2017) descreve dez sorotipos
identificados de acordo com a reatividade imunologica dos polissacarideos capsular do S.
agalactiae. O polissacarideo capsular é o maior fator de viruléncia do S. agalactiae e permite
que estas bactérias “enganem” os mecanismos de defesa inatos do hospedeiro (Wang et al,
2015; Calzas et al, 2017).

Figura 1: Placa de Agar sangue semeada com cepa de Streptococcus agalactiae (ATCC® 12386™).
Producéo de zona de hemdlise clara no agar sangue.

Fonte: Imagem Arquivo Pessoal.
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O GBS é uma bactéria que faz parte normalmente da flora gastrointestinal, podendo
habitar a vagina de forma transitdria, cronica ou intermitente (LOpez et al, 2017; Nkembe et
al, 2018).

1.3 Alho: Allium sativum L. (Familia Liliaceae)

A literatura mais antiga sobre o alho vem dos Sumérios (2600-2100 a.C.), mas
acredita-se que seja anterior a histdria escrita. Acreditava-se ter o alho origem na Asia Central
e seu nome ser de origem Celta, porém ele é descrito em muitas lendas indianas e chinesas. O
alho fazia parte da dieta dos egipcios e foi encontrado no timulo do Faradé Tutankamon, pois
acreditavam que levando o alho para a pos-morte o alimento seria sempre bem temperado
(Block, 1985).

No livro Numeros, da Biblia, existem mencdes sobre o alho,

“Lembramo-nos dos peixes que comiamos de graca no Egito, dos
pepinos, dos melbes, dos alhos silvestres, as cebolas e os alhos”
(11:5).

O Papiro de Ebers um dos tratados médicos mais antigos datados de 1500 a.C. contém
mais de 800 formulacBes dentre as quais 22 sdo com alho. Em Roma, Plinio, o velho,
descreve em sua obra “Historia Naturalis” que o alho é recomendado para distarbios
gastrointestinais, mordida de cdo, picada de cobra e escorpido, asma, loucura, convulsdes,
tumores, vermifugo e para tuberculose. Nas civilizacdes babil6nicas e gregas, Hipocrates, o
pai da medicina moderna, recomenda o uso do alho como laxante, diurético e para tumores
uterinos (Block, 1985; Nicastro et al, 2015).

Cerca de 1500 a.C., o alho era utilizado medicinalmente pelos egipcios em casos de
cardiopatias, feridas, tumores, parasitoses e cefaléia. Pasteur, no século XIX, relatou a
atividade antibacteriana do alho (Ota et al, 2010).

A primeira evidéncia da sua agdo antimicrobiana foi na Franca em 1721, durante uma
praga em Marselha. Quatro homens trabalhavam na retirada dos corpos das pessoas que

morreram da praga, porém durante seu trabalho usavam tintura de alho macerado em vinho,
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vinaigre des quatre voleurs (nome dado ao medicamento), e ao final ndo foram infectados

pela doenca (Harris et al, 2001).

A aparéncia geral do Allium sativum L. (A. sativum L.) consiste em vérias camadas
externas de fino invélucro de folhas de protecdo que rodeiam uma bainha interior. O Gltimo
encerra o armazenamento de folhas inchadas chamados “dentes”. Tipicamente, o bulbo possui
uma duzia de folhas estéreis bainha dentro do qual séo 6-8 dentes contendo gemas perfazendo
um total de 10-20 e 20-40 dentes de raizes bem desenvolvidos, curtos e embutidos. Os dentes

sdo assimétricos em forma, exceto para aqueles perto do centro (WHO, 1999).

Costa (2002) descreve macroscopicamente o alho como bolbilhos, reunidos em
bolbos, oblongo-agucados, achatados, um pouco arqueados, convexos do lado de fora, unidos
pela base num eixo comum muito achatado, providos de raizes inferiores, e do qual nascem as
tlnicas externas membranaceas e frageis que revestem os bulbos, conhecidos por cabeca de
alho; cada bulbilho esta envolvido por uma Unica tunica continua, cartilaginosa, brilhante,
resistente, ligeiramente corada, terminando numa ponta comprida; interiormente localiza-se
um parénguima branco, carnudo e no centro o esboco do eixo da nova planta, corado (figura
2).

Figura 2: Plantio dos bulbos de Allium sativum L. (alho) e exemplar completo da planta.

Fonte: Imagens Arquivo Pessoal.

As caracteristicas microscépicas sdo descritas segundo o Word Health Organization
(WHO) (1999) como: os bulbos mostram um ndmero de bulbilhos concéntricos, cada um com
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5-10 mm de didmetros e consiste de uma escama externa, uma epiderme que encerram um
mesofilo livre de clorofila, um tecido de base e uma camada de células epidérmicas inferiores.
Escamas secas sdo constituidas de duas ou trés camadas de células retangulares e paredes de
extremidades com uma ampla inclinagdo angular. Estas células contém muitos cristais
romboides (paralelogramo de angulos diferentes um do outro) de oxalato de calcio. As células
epidérmicas superiores ao lado da camada de escama seca consistem em uma Unica camada
de células cubicas retangulares proximas e ao lado varias camadas de grandes células
parenquimatosas. Entre estas células sdo intercalados muitos feixes vasculares, cada um dos
quais consiste em xilema e floema dispostos alternadamente. Epiderme inferior é constituida
por células cubicas que sdo muito menores do que as células superiores da epiderme. O
mesmo arranjo de tecidos € atingido no prazo de bulbilhos diferentes, dois ou trés das quais

estdo dispostos concentricamente.

Dentre os cultivares (variedades) existentes podemos destacar: o Chonan, o Roxo,
Pérola de Cacador, o Lavinia, o Gigante de inconfidentes, os Dourados e 0s Peruanos
(Empasc, 1983). Oliveira et al (2004) citam em seus trabalhos apenas quatro tipos de

cultivares sdo eles: Gigante de Curitibanos, Gravata, Gigante roxo e Gigante de Lavinia.

Segundo Menezes Sobrinho (1997) 100g de alho contém 29,3 g de carboidratos, 5,3 g
de proteinas, 0,2 g de lipidios, 1,66 g de fibras e de acordo com a United State Department of
Agriculture — USDA (2018) 100g de alho contém 59,0 g de umidade, 33,1 g de carboidratos,

6,4 g de proteinas, 2,19 de fibras e 0,5 g de lipidios, demonstrando valores semelhantes.

Em 3 de maio de 2006 foi publicada a Portaria n° 971 do Ministério da Saude,
instituindo o programa da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), em que, de acordo com ditames da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), se
regulamentava o uso de praticas ditas complementares ou tradicionais de terapéutica, como
acupuntura, homeopatia, crenoterapia (ou termoterapia) e fitoterapia. Com essa portaria, foi
publicado um anexo em que, a0 mencionar a fitoterapia, relata uma sequéncia de atos que
incentivam o uso terapéutico das plantas medicinais, desde a conferéncia de Alma Ata, em
1978, promovida pela Organizacdo das Nac¢bes Unidas (ONU), como também relacionando
documentos brasileiros, desde a década de 80, que culminaram com essa portaria (Brasil,
2006; Brasil, 2015).
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Em 2009, uma lista com 71 plantas de interesse do SUS (Sistema Unico de Satde) foi
divulgada pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da
Saude e dentre elas se encontra o A. sativum L. Segundo a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), esta lista tem a finalidade de orientar pesquisas e
estudos e estdo presentes as plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos,
usados pela sabedoria popular e que possuem evidéncias para indicacdo de uso na atencao
béasica de satde (Brasil, 2009).

Segundo o Formulério Fitoterapico da Farmacopéia Brasileira o odor de alho exalado
pela pele e pela respiracdo podem ser perceptiveis, porém ndo € descrito nenhum efeito tdxico
(Brasil, 2011).

Existem algumas classificagdes de medicamentos conforme o risco associado ao seu
uso durante a gravidez. A classificagcdo adotada pelo FDA (Food and Drug Administration)
enquadra os medicamentos em cinco categorias. Segundo a bula padrdo ao profissional de
salde da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o A. sativum L. se enquadra na
categoria C que sdo medicamentos aos quais estudos em animais demostraram um efeito
adverso no feto e ndo existem estudos adequados e bem controlados em humanos, mas 0s
beneficios potenciais podem justificar o uso do medicamento em mulheres gravidas, apesar
dos riscos potenciais (FDA, 2014; Brasil, 2014).

Numerosos estudos demonstraram as propriedades biologicas do alho, incluindo
antioxidante (Capasso, 2013), protetor cardiovascular (Castro et al, 2010), anticancer
(Nicastro et al, 2015), anti-inflamatorio (Lee et al, 2012), propriedades imunomoduladoras
(Percival, 2016), antidiabéticas (Augusti e Sleela, 1996), anti-obesidade (Lee et al, 2016),
antiviral (Mehrbod et al, 2009) e antimicrobiana (Ledzman et al, 2006; Lanzotti et al, 2014).

O alho possui uma variedade de compostos bioativos, incluindo compostos
organossulforados, saponinas, compostos fenolicos e polissacarideos. Os principais
compostos ativos do alho sdo os compostos organossulforados como: alicina, diallil sulfide
(DAYS), diallil disulfide (DADS), diallil trisulfide (DATS), E/Z-ajoeno, S-allil-cisteina (SAC)
e aliina (Figura 3). As saponinas sao mais estaveis e estdo mais presentes no alho roxo do que
no alho branco sdo elas: desgalactotigonin-rhamnose, proto-desgalactotigonin, proto-
desgalactotigoninrhamnose, voghieroside D1, sativoside B1-rhamnose e sativoside R1. O alho

possui também mais de 20 compostos fendlicos sendo o principal acido B-resorcylic, seguido
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por pyrogallol, acido gélico, rutina, &cido protocatechuic e quercetina (Putnik et al, 2019;
Shang et al, 2019).
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Figura 3: Estrutura quimica dos principais compostos organossulfurados presentes no Allium sativum L.
Fonte: Shang et al, 2019.

Cavallito e Bailey (1944 e 1945) isolaram e identificaram um composto de enxofre
oxigenado, volatil e pouco miscivel em solucdo aquosa, presente nos dentes de alho triturado,
responsavel pela atividade antibacteriana, ao qual denominaram de alicina (composto
organossulfurado). Em 1948, Stoll e Seebeck isolaram e identificaram, um aminoacido de
enxofre oxigenado presente em grande quantidade nos dentes de alho intactos ao qual

nomearam de aliina (S-allil-L-cisteina-sulféxido).

Os bulbos de alho inteiros ndo apresentam odor caracteristico, pois dentro de suas
células intactas possuem uma substancia, na concentracdo de 1% peso fresco, de aspecto
cristalino, inodoro, solivel em &gua, insoldvel em solventes organicos comuns e sem acao
bactericida a aliina que quando o alho é triturado, esmagado, ocorre lise celular possibilitando
0 contato com a enzima alinase, também presente nas células do alho, que converte
rapidamente a aliina em alicina (biologicamente ativa) (Figura 4). As concentracgdes de alinase

presentes nos dentes de alho séo elevadas, em torno de 10mg/g peso fresco (Ankri e
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Mirelman, 1999; Cutler et al, 2004; Heinzmann, 2010; Putnik et al, 2019). Segundo Quesada
et al (2020), a quantidade de alicina presente no alho fresco e intacto, varia entre 3 a 37 mg/g

do peso seco.

®
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Allylsulfenic acid Allicin (2-propenylthiosulphinate)

etapa 1. Alinase hidrolisa a Aliin para produzir Acido Allilsulfénico que, na etapa 2,
condensa espontaneamente com a perda de molécula de dgua para produzir Alicina.

Figura 4: Estrutura quimica e mecanismo de formacédo da alicina a partir da aliina e enzima alinase.
Fonte: Wallock-Richards et al, 2014.

A alicina € um liquido oleoso, altamente volatil, que d& o odor caracteristico ao alho,
se decompoem na presenca do ar e agua e produz principalmente diallil disulfides. O mesmo
processo de degradacdo ocorre no corpo, ao qual podemos associar o odor caracteristico na
respiracdo depois da sua ingestdo. A solubilidade em agua a 10°C é de 2,5% (p/p) e € miscivel
em alcool, éter e benzeno. Instavel nos alcalis e estavel em acidos. O teor de alicina, nos
bulbos de alho, varia de 0,37 a 2,78%, conforme o tipo de alho utilizado e o teor de alicina no
6leo varia entre 10 a 13 %. A reacdo quimica da alicina com grupamentos tiol de varias
enzimas como a alcool desidrogenase, tiorredoxina redutase e RNA polimerase resultam num
efeito antimicrobiano (Sousa et al, 1991; Costa, 2002; Prati et al, 2014).

Segundo Cavallito e Bailey (1944) a acdo da alicina é considerada mais bacteriostatica
do que bactericida e apresenta a mesma eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

A atividade antibidtica do alho é atribuida principalmente a alicina, que age na

destruicdo e inibicdo de bactérias Gram-negativas. Numa pesquisa, norte americana citada por
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Bontempo (2007), foi apresentado o resultado de inibicdo do crescimento de 14 espécies de

bactérias utilizando uma diluicdo de extrato fresco do alho (Ota et al, 2010).

Marchese e colaboradores (2016), realizaram uma excelente revisao sobre a atividade
antibacteriana e antifungica da alicina, ao qual concluiram ser a alicina, um potente agente

antimicrobiano, baseado nas evidéncias cientificas revisadas.

Alicina se degrada rapidamente em outros compostos contendo enxofre. Esses
compostos também apresentam atividade bioldgica e podem ser isolados de preparacfes a
base de alho (Figura 5) (Simdes et al, 2010; Quesada et al, 2020).
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Figura 5: Esquema da sintese de compostos organossulfurados a partir do Y-glutamil-(S)-allil-cisteina até
os produtos de degradacgdo da alicina.
Fonte: Quesada et al, 2020.



24

Além da alicina, outros compostos organossulforados, presentes no alho, apresentam

atividade antimicrobiana e sdo descritos na literatura.

Carrero et al. (2009), conduziram um estudo com o objetivo de avaliar a atividade
antifungica, in vitro, do ajoeno, composto organossulfurado, presente no alho processado,
frente as leveduras do género Candida sp e concluiram ser este composto um potencial

antifangico.

Leontiev et al. (2018), sintetizaram os thiosulfinatos, andlogos da alicina, dimethyl,
diethyl, dipropyl e dibenzyl thiosulfinatos, e avaliaram a atividade antimicrobiana frente as
bactérias Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Pseufomonas syringae e Micrococcus
luteus e o fungo S. cereviseae. Os resultados apresentados contribuiram positivamente para o

conhecimento dos efeitos antimicrobianos dos thiosulfinatos presentes no alho.

1.4 Profilaxia na prevencéao de Streptococcus do Grupo B

O CDC (Centers for Disease Control and Prevention) com o objetivo de diminuir a
incidéncia de infeccdo por GBS em recéem-nascidos, recomenda dois tipos de abordagem, uma
baseada na cultura vaginal e anorretal de todas as gestantes entre a 35° e 37° semanas de
gestacdo e a administracdo de antibidticos durante o trabalho de parto as gestantes com
cultura positiva para GBS e outra baseada nos fatores de risco, que sao eles: trabalho de parto
antes da 37° semana de gestacdo, ruptura prolongada de membrana (acima de 18 h), febre
acima 38°C (durante o trabalho de parto), bebé anterior com doenca GBS e bacteridria por
GBS em qualquer estagio da gravidez, para administracdo de antibiotico durante o trabalho de
parto. Existem paises, como Dinamarca, Israel, Holanda, Nova Zelandia e Reino Unido, que
adotam somente a abordagem baseada nos fatores de risco (Sefty et al, 2016; Nascimento et
al, 2019).

Estudos mostram que a abordagem baseada na cultura e administracdao de antibidticos
durante o trabalho de parto, tem diminuido progressivamente a incidéncia de recém-nascidos
contaminados por GBS (Bianco et al, 2016). No Brasil a conduta médica é baseada em ambas
as abordagens, embora de acordo com algumas pesquisas, ndo existe um consenso nacional
(Nascimento et al, 2019).
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Durante a gestacao ndo foi observado ser benéfico o uso de antibiéticos e sim no inicio
do trabalho de parto. Recomenda-se: uso de Penicilina 5.000.000 Ul (endovenosa), mantendo
2.500.000 Ul a cada 4 horas, até 0 momento do parto ou Ampicilina 2 g (endovenosa) de
inicio e 1 g a cada 4 horas, até 0 momento do parto (WHO, 2015). No caso da gestante ser
alérgica aos antibidticos citados, utiliza-se a Eritromicina 500 mg (endovenosa) de 6 em 6
horas ou Clindamicina 900 mg de 8 em 8 horas e caso a gestante seja GBS resistente,
Vancomicina 1 g endovenoso de 12 em 12 horas (Martins et al, 2017; Morguette et al, 2018).
(Figura 6).

Antibiotico Profilaxia

$

‘K Penicilina G: 5.000.000 UI ev dose de ataque
2.500.00 ev de 4 em 4 horas ate o parto

on

‘K Ampicilina: 2 g ev dose de ataque
1 g ev de 4 em 4 horas até o parto

Alérgicas

[ Eritromicina: 500 mg ev de 6 em 6 horas ]

[ Clindamicina: 900 mg ev de 8 em 8 horas ]

GBS resistente

$

[ Vancomicina: 1 gev de 12 em 12 horas ]

Figura 6: Esquema da profilaxia de antibi6tico intrapartum.
Fonte: WHO, 2015.
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As pesquisas com plantas medicinais vém crescendo muito e baseado em estudos in
Vvivo e in vitro, observou-se que o alho, devido as suas propriedades antimicrobianas, tem sido
eficiente no tratamento da infeccdo por GBS em gestantes e ndo gestantes, demonstrando ser
um tratamento alternativo bastante eficaz (Cohain, 2004; Cutler et al, 2009).

Cohain (2004) prop6e um protocolo para o uso do alho, onde a autora ensina como
utiliza-lo no tratamento de GBS. O dente de alho deve ser inserido na vagina durante a noite e
retirado pela manha. Pode-ser enrola-lo a uma linha ou fio dental para facilitar a sua retirada.
Repetir este procedimento durante cinco noites e no sexto dia realizar uma coleta de secregdo
vaginal para realizar a cultura. Para uma maior eficiéncia no tratamento e promover maior
liberagdo de principio ativo do alho aconselha-se fazer pequenas fissuras no dente de alho ou
cortad-lo a0 meio antes de inseri-lo na vagina. Recomenda-se que o tratamento seja feito ao

deitar-se para evitar que a paciente sinta durante o dia sabor de alho na boca.

Cohain (2010) apresentou um estudo com 9 pacientes (ndo gravidas), com
confirmacdo de cultura vaginal e/ou anal para S. agalactiae, que foram tratadas com a
insercdo de meio dente de alho na vagina durante 1 a 4 semanas. Os resultados mostraram que
8 pacientes eliminaram a bactéria depois do uso do alho, confirmado com uma nova cultura

vaginal e anal para S. agalactiae.

Considerando as informacdes etnofarmacoldgicas e propriedades antimicrobianas ja
descritas, o presente estudo teve como objetivo avaliar as acdes do alho e de moléculas
isoladas desta planta frente a bactéria S. agalactiae, no sentido de validar as informacGes da
medicina tradicional, além de identificar possiveis constituintes quimicos com atividade
farmacoldgica o que poderia corroborar para a ampliacdo do espectro de possibilidades

terapéuticas no tratamento de infeccBes por esta bactéria.
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2.0BJETIVO
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2.1. Objetivo Geral

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das fragdes de A. sativum L. frente as cepas de

S. agalactiae.

2.2. Objetivos Especificos

a)

b)

d)

f)

9)

Preparacdo do extrato de A. sativum L.

Isolamento e purificacdo das fraces ativas através da técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC).

Determinacdo da Concentragdo inibitéria minima (CIM) das fragdes ativas
isoladas do A. sativum L. frente a cepa S. agalactiae (ATCC® 12386™) e uma

cepa de Dordeleim.

Confirmacdo da atividade antimicrobiana utilizando a CIM frente aos cinco

isolados clinicos de S. agalactiae.

Espectrometria de massas (LC-MS) para identificacdo do peso molecular das

fracdes com atividade antimicrobiana.

Ressonancia magnética nuclear (RMN) para elucidacdo da estrutura molecular das

fragdes com atividade antimicrobiana.

Teste de atividade hemolitica das fracbes com atividade antimicrobiana.
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3. MATERIAIS E METODO
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Trata-se de um estudo analitico experimental ao qual avaliamos a atividade
antimicrobiana do A. sativum L., in vitro, frente a bactéria S. agalactiae. O estudo foi
realizado nas dependéncias do Laboratério da Disciplina de Microbiologia do Departamento
de Ciéncias Patologicas, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de Sdo Paulo (FCMSCSP) a partir da aprovacao do Comité Cientifico
dos Departamentos envolvidos, conforme documentos emitidos pelo Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas datado de 17/11/2016 (anexo 1), Departamento de Microbiologia datado
de 26/10/2016 (anexo 2) e pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos datado de
29/11/2016 (anexo 3), como determina a Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Sadde
(Brasil, 2012) e também nas dependéncias do Laborat6rio de Toxinologia Aplicada (LETA)
do Instituto Butantan.

Utilizamos os recursos disponibilizados pelo Fundo de Amparo a Pesquisa (FAP), da
FCMSCSP, vigéncia 2017/2019, e o apoio de profissionais especializados do Departamento

de Microbiologia e Fisiologia para a realizagdo dos testes.

3.1 Preparacao do extrato de A. sativum L.

Os bulbos de alho, variedade Roxo, foram fornecidos pelo Prof. Dr. Keigo Minami,
Departamento de Producdo Vegetal, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiros —
ESALQ — USP. Optamos em padronizar a variedade de alho utilizada para evitar a variacéo
das substancias bioativas que poderiam interferir na avaliacdo da suscetibilidade

antimicrobiana frente as cepas de S. agalactiae.

Os dentes de alho foram germinados e plantados com o objetivo de obter a planta com
todas suas partes (raiz, caule e folhas) (Figura 7). Apos colheita, encaminhamos a planta para
identificacdo boténica ao Instituto de Botanica, Sdo Paulo — Brasil, aos cuidados do Prof. Dr.
Domingos Savio Rodrigues e o voucher de n°® 502077 foi depositada no Herbario Maria

Eneyda P. Kaufmann Fidalgo (SP), Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 7: Cultivo dos bulbos de Allium sativum L.

Fonte: Imagens Arquivo Pessoal.

Aproximadamente 200 g de bulbos foram descascados cuidadosamente e somente 0s
dentes integros, sem machucados ou fungos, foram lavados em torneira com agua corrente e
colocados em mini processador e triturados até obtencdo de uma pasta. Esta pasta foi
peneirada e obtemos um caldo/liquido que denominamos de Extrato Bruto de Alho (EBA)
que foi acondicionado em tubo de 50 mL, colocado para total liofilizacdo e armazenado em
freezer (- 20 °C).

3.2. Padrao Alicina
Adquirimos da empresa ChromaDex® o padrdo de alicina, em solucdo, lote:

00001535-00A, concentragdo 3,90 mg/mL. Utilizamos o padrdo como referéncia em nosso

trabalho.
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3.3. Isolamento e Purificacao das fragoes

3.3.1. Sep-Pak Cgg cartridge

Pesamos aproximadamente 2 g do EBA em um Becker e adicionamos 5 ml de acido
acético 2M e deixamos sob agitacdo magnética em banho de gelo por 30 minutos e em
seguida centrifugamos a rotacdo maxima (14680 x g) por 5 minutos.

O sobrenadante (4 mL) foi aplicado em coluna Sep-Pak Cis cartridges, equilibrada em
agua ultrapura e acidificada com acido trifluoracético (TFA 0,05%) com o objetivo de iniciar
o fracionamento da amostra. A elui¢do ocorreu com a solugdo de Acetonitrila 80% (ACN) +
TFA 0,05% e o que foi coletado, chamamos de “Concentragdo 80%” (SP80) (Figura 8). Esta
fracéo foi totalmente liofilizada e armazenada em freezer (- 20 °C) (Diniz et al, 2018).

Figura 8: Pré-Purificacdo do EBA de Allium sativum L. através do cartucho de Sep-Pak Cis cartrigde.
Fonte: Imagens Arquivo Pessoal.
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3.3.2. Fase Reversa - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (FR-CLAE)

A SP80, obtida ap6s a pré-purificacdo (Sep — Pak Cig cartrigde), concentrada em
liofilizador, foi ressuspensa em &gua ultra-pura acidificada (TFA 0,05%), e submetida a
CLAE. A cromatografia foi realizada utilizando sistema UFLC (Ultra Fast Liquid
Chromatograph) Shimadzu modelo Proeminence com coluna de fase reversa (FR) preparativa
Shim-Pack prep ODS (H) kit (250 mm x 20 mm x 5 pm) em um gradiente de concentragao de
0 a 80% (acetonitrila), durante 120 minutos com fluxo de 2,0 mL/min e volume injetado de 2
mL. A absorbancia foi monitorada em 225 nm, e cada pico eluido da coluna cromatogréfica,

foram coletados manualmente e liofilizados (Diniz et al, 2018).

Quando necessario, uma segunda cromatografia foi realizada para garantir a
homogeneidade do pico analisado. O gradiente de concentracdo, desta segunda cromatografia,
foi determinado a partir do tempo de retencdo da fracdo alvo (concentragdo de ACN
necessaria para eluir a fracdo). O valor inicial e final foi obtido a partir da extensdo da

concentracdo de eluicdo de cada fracdo (Diniz et al, 2018).

Esse procedimento também foi realizado utilizando coluna de fase reversa preparativa
Shim-Pack prep ODS (H) kit (250 mm x 20 mm x 5 um), com fluxo de 2 mL/min e

absorbancia de 225 nm, durante 60 minutos (Figura 9).

Ciencor

Figura 9: Separagdo e Isolamentos das fragdes do SP80 (Concentracdo 80%) através da Fase
Reversa - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (FR-CLAE).

Fonte: Imagem Arquivo Pessoal.
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3.4. Atividade Antimicrobiana

3.4.1 Preparacao do inéculo

O indculo foi preparado coletando 1 UFC da cultura do S. agalactiae e transferindo
para um tubo de 50 mL, contendo 4 mL de meio de cultura TSB e deixado sob agitagdo a 35
2 °C (overnight). No dia seguinte, de acordo com a turvacéo, pipetamos, do tubo que ficou
overnight, um volume entre 250 e 500 pL para outro tubo contendo 10 mL de meio de cultura
TSB (Tryptic Soy Broth) e deixamos novamente sob agitacio a 35 + 2 °C por
aproximadamente 5 h, tempo necessario para bactéria crescer e atingir uma D.O. (densidade
oOptica) de 0,250 a 595 nm. Confirmamos esta D.O. fazendo a leitura no equipamento Victor 3
— 1420 (Perkin Elmer®) (CLSI, 2012).

Em 2 ependorffs estéreis de 2 mL pipetamos 1 mL, em cada, do indculo com D.O.
esperada e centrifugamos a 5000 x g por 10 minutos. Apds a centrifugacdo com o auxilio de
uma pipeta retiramos todo o meio de cultura deixando apenas o pellet da bactéria ao qual foi
adicionado 1ml de meio de cultura anticongelante TSB + glicerol (80:20), agitamos em vortex
e distribuimos 50 pL em ependorffs de 500 pL e congelamos a - 80 °C, até serem utilizadas

nos testes microbioldgicos (CLSI, 2012).

3.4.2. Ensaio de inibic¢ao de crescimento microbiana

Para detectar a presenca de atividade antimicrobiana dentre as fracfes coletadas na
etapa de FR-CLAE (seccdo 3.3.2) foi empregada a técnica de ensaio de inibicdo de

crescimento microbiano em meio liquido, baseado no método descrito por Bulet et al., (1993).

Utilizamos uma cepa American Type Culture Collection (ATCC® 12386™) adquirida
com a verba FAP 2017/2019, cinco isolados clinicos da bactéria S. agalactiae, fornecidas pelo
Laboratorio de Andlises Clinicas Saloméao e Zoppi, disponivel em sua bacterioteca e uma cepa
Doderleim pré-identificada e armazenada no Laboratorio de Toxinologia Aplicada (LETA) do

Instituto Butantan.
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As cepas de isolados clinicos de S. agalactiae foram confirmadas através do Teste de
CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen). Como descrito por Rosa-Fraile et al. (2017), o
Teste de CAMP envolve a selecdo da cepa a ser testada perpendicularmente a uma faixa de
uma cepa de Staphylococcus aureus no agar sangue de ovelha. Uma reacdo positiva aparece
como uma zona de hemolise de ponta de flecha caracteristica adjacente ao local onde as duas
linhas se aproximam (Figura 10).

Figura 10: Placa de Agar sangue com teste de CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) dos isolados
clinicos de Streptococcus agalactiae.

Fonte: Imagem Arquivo Pessoal.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos com uma aliquota de 20 pL de
cada fracdo coletada e 80 puL do micro-organismo no meio de cultura e em fase logaritmica de
crescimento, na concentragdo final de 10° células/mL (CLSI, 2012). O meio de cultura
utilizado foi o TSB (Tryptic Soy Broth). Como controle positivo da inibigdo do crescimento
microbiano utilizamos o antibidtico Penicilina G (10 mg/mL) e como controle negativo
utilizamos agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada, ambos aplicados no mesmo volume em que

as fragdes foram testadas (20 pL).
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A figura 11 ilustra a placa de 96 pocos utilizada no ensaio de inibicdo microbiano com

a descricdo do que exatamente foi colocado em cada poco para a realizagéo do teste.

Agua ultrapura sem
micro-organismo

Meio de cultura sem
micro-organismo
Meio de cultura +
micro-organismo + Fracao

Meio de cultura +
micro-organismo + agua
(controle negativo)

Meio de cultura +
micro-organismo + antibiotico
Penicilina G (controle positivo)

Figura 11: llustragdo do ensaio de inibigdo microbiana em meio liquido (Microdiluicéo).
Fonte: Oliveira, 2016.

Para a leitura das microplacas utilizamos o equipamento Victor 3 — 1420 (Perkin

Elmer®) a 595 nm, apos 24 horas de incubacdo a 30 + 2 °C sob agitacdo constante.

3.4.3. Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

EBA, SP80, subfracdes do SP80 com atividade antimicrobiana e Penicilina G foram
submetidas ao teste de inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido, conforme
descrito anteriormente (sec¢do 3.4.2) As amostras passaram por uma diluigdo seriada em agua
ultrapura e apds 24 horas de incubagdo a 30 £ 2 °C sob agitacdo constante, as placas foram
submetidas a leitura em absorbancia a 595 nm utilizando o leitor de microplacas Victor 3 -
1420 (Perkin Elmer®). Os testes foram realizados em triplicata. A Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) foi considerada a menor concentracdo de cada uma que inibe completamente o
crescimento do microrganismo (CLSI, 2012).
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3.5. Cromatografia Liquida / Espectrometria de Massas (LC/MS)

Foram encaminhados a Central Analitica — 1Q-USP as fracBes com atividade
antimicrobiana e o Padrdo alicina, adquirido da empresa ChormaDex®, para realizagcdo do
teste de LC-DAD/MS/MS/ESI*. Os testes foram realizados no cromatégrafo Shimadzu
modelo CBM-20A, bombas LC-20AD Shimadzu, com detector SPD-20A Shimadzu, forno
CTO- 20A Shimadzu e autoinjetor SIL 20AC Shimadzu e espectrometro de massa Maxis 3G -
Bruker Daltonics, com capilar de 4500 V, nebulizador de 2 Bar, 200 ° C e vazéo de 8 L/min
gas. Operando no modo de aquisi¢do de dados MS e MS/MS com fonte de spray de elétrons

no modo positivo (ESI). As fragdes foram ressuspensas em agua destilada.

A fase estacionaria para analise da escala analitica foi realizada utilizando uma coluna
Cig de fase reversa Phenomenex Luna (250 mm x 4,6 mm x 5,0 um) com fluxo de 1,0
mL/min. O sistema de eluicdo empregado foi iniciado no modo gradiente e consistia em uma
mistura de agua acidificada a 100% com &cido acético a 0,1% e acetonitrila a 0% (ACN) por
10 minutos, de 10 a 70 minutos atingindo 80% de ACN (http://ca.ig.usp.br/novo/).

A interpretacdo dos resultados foi realizada pela Prof?. Dr? Luce Maria Brandéo

Torres do Instituto de Botanica - Sdo Paulo, Brasil.

3.6. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram encaminhadas a Central Analitica — 1Q-USP as fracGes que através do teste de
Espectrometria de massas demostraram estar puras. Para o teste de RMN foi utilizado o
equipamento Bruker 111 —500 MHz, em 4gua deuterada (D20). Os testes solicitados foram *H
RMN, HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation) e HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) bidimensionais (http://ca.iq.usp.br/novo/). A interpretacdo dos
resultados e elucidacdo da estrutura molecular das fracdes foi realizada pela Prof?. Dr?. Luce

Maria Brandao Torres do Instituto de Botanica - Sdo Paulo, Brasil.
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3.7. Ensaio Hemolitico

A avaliacdo da atividade hemolitica das fracdes proveniente do A. sativum L. foi

realizada com eritrécitos humanos de um adulto saudavel.

Foram coletados 10 mL dos eritrécitos, na presenca de 3 mL de tampéo citrato 0,15 M
(pH 7,4) e centrifugado (Centrifugue 5804R Eppendorf ® Instruments, Inc.) por 15 minutos, a
800 x g e 4 °C. O sobrenadante, plasma, foi descartado.

Para este ensaio utilizamos as fragbes na mesma concentracdo que apresentaram
atividade antimicrobiana em duplicata. Também realizamos diluicdo seriada a partir da
concentragdo ativa. A cada concentracdo das fracdes em andlise foi adicionado 50 uL de uma
solugdo 3% (v/v) de eritrocitos humanos em tampéo fosfato-salino (PBS) (NaCl 137 mM,
KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,76 mM; pH 7,4), em uma microplaca de fundo
“U”. Em seguida, as amostras foram incubadas durante 3 horas, em temperatura constante de
37 °C e o sobrenadante foi transferido para uma microplaca de fundo “chato” (Segura-

Ramirez et al, 2018).

A hemolise foi determinada pela leitura de absorbancia a 405 nm (A=405 nm) em um
leitor de placas Victor® (1420 Miltilabel Counter/Victor3 - Perkin Elmer). O controle positivo
para hemdlise foi o Triton X-100 0,1% e controle negativo, PBS. O valor da absorbancia foi
determinado pela média da duplicata. A porcentagem de hemdlise da amostra foi calculada

pela formula:

ADbs (105 nm) Fracéo de Allium sativum L. - Abs (405 nm) PBS
% HemMOlISE = —ommmmmm oo oo x 100
ADbS (405 nm) Triton 0,19 - AbS (405 nm) PBS

3.8. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, através do programa

SPSS verséo 13.0 e foram considerados significantes p<0,05.
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Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizamos um tamanho de
amostra de n=3 e os resultados foram expressos como mediana (minimo- méximo). Por se
tratar de um “n” pequeno nao foi apropriado avaliar a distribuicdo normal (Curva de Gauss) e

a homogeneidade da amostra, portanto realizamos uma abordagem n&o paramétrica.

Para a comparagdo das fragcbes, com atividade antimicrobiana, em relacdo ao EBL,
SP80 e o antibidtico Penicilina G utilizamos os testes ndo paramétricos para dados pareados:
Friedman e Wilcoxon.
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4. RESULTADOS
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Optamos em utilizar uma cepa ATCC (American Type Culture Collection) para
garantir a qualidade de nossos testes, pois estas apresentam respostas conhecidas a uma serie
de provas laboratoriais.

A investigacdo da atividade antimicrobiana do A. sativum L. frente a cepa de S.
agalactiae (ATCC® 12386™) revelou que a incubagdo do EBA em placas de cultura

determinou a inibigdo do crescimento bacteriano.

A partir da validacdo das acbes antimicrobianas do EBA iniciou-se a pré-purificacao
em coluna Sep-Pak Cig cartrigde, utilizando solucdo de Acetonitrila 80% (ACN) + acido
trifuoracético (TFA 0,05%) como fase mdvel, ao qual forneceu a Concentracdo 80%, que
chamamos de SP80, o qual manteve a atividade antimicrobiana frente a cepa de S. agalactiae
(ATCC® 12386™).

O fracionamento biomonitorado do SP80, por cromatografia liquida, forneceu fragdes
(Figura 12), conforme o tempo de retencdo (Tr) e polaridade. As fragdes 18, 19, 20 e 42
(Figura 13) apresentaram atividade antimicrobiana frente a cepa de S. agalactiae (ATCC®
12386™). Os rendimentos destas fragGes foram 8,48%, 6,27%, 2.77% e 0.31%

respectivamente.

mV "_/DA('N
F19 F42 100

F18 W

50 75 100 125
min

Figura 12: Perfil Cromatografico do SP80 (Sep-Pak 80%), indicando as fracfes (18, 19, 20 e 42) que
apresentaram atividade antimicrobiana frente ao S. agalactiae (ATCC® 12386™).
Fonte: UFLC Shimadzu Proeminence.
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fracbes isoladas do alho, através da técnica de

Cromatografia liquida frente ao S. agalactiae (ATCC® 12386™). As fracdes 18, 19, 20 e 42 apresentaram

atividade antimicrobiana.
Fonte: Equipamento Victor 3 - 1420 (Perkin Elmer®).

A Concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada para o0 EBA, SP80, fracbes

com atividade antimicrobiana (F18, F19, F20 e F42) e o antibidtico Penicilina G. Os

resultados mostraram que a fracdo 42 apresentou menor CIM quando comparada com as

outras fracdes e com o EBA e SP80 frente a cepa de S. agalactiae (ATCC® 12386™) como

mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 | CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) S. agalactiae

n Minimo Maximo Mediana
@EBA 3 8,71 8,78 8,75 (NA)
®)SP80o 3 2,14 2,89 2,17 (NA)
F18 3 4,60 6,18 5,44 (18,75 uM)
F19 3 4,18 6,06 4,56 (NA)
F20 3 4,00 5,36 4,44 (15,09 uM)
F42 3 0,14 0,18 0,16 (0,68 uM)
©penicilina G 3 0,028 0,057 0,029 (NA)
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@EBA: Extrato Bruto de Alho

®SP80: Concentragdo 80% (Sep-Pak Cisg cartridges)

©penicilina G: Antibidtico de primeira escolha na profilaxia do S. agalactiae.
Teste de Friedman p=0,010

Teste de Wilcoxon resultados ndo significativos para comparagdes multiplas.
Resultados expressos em mg/mL, Penicilina G em pg/mL

Resultados também apresentados em UM (molaridade) para fracdes 18, 20 e 42.

(NA): néo se aplica.

Para comprovacgédo do significativo espectro de acdo das fracOes, cepas de isolados
clinicos fornecidos pelo Laboratdrio de Analises Clinicas Salomao e Zoppi, armazenados em
sua bacterioteca, foram utilizadas. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2 onde o simbolo
(+) indica a inibicdo do crescimento bacteriano quando a Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM) das respectivas fracdes foram empregadas.

Tabela 2 | RESULTADO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS FRACOES 18,
19, 20 e 42 FRENTE A ISOLADOS CLINICOS DE S. agalactiae.

Fracao 18 Fracéo 19 Fracéo 20 Fracao 42
(5,44 mg/mL)" (4,56 mg/mL)" (4,44 mg/mL)" (0,16 mg/mL)"
IC1 +) (+) (+) (+)
IC 2 +) (+) ) (+)
IC 3 +) (+) ) (+)
IC 4 +) (+) (+) (+)
IC5 ) (+) () (+)

(+) inibicdo do crescimento bacteriano
IC: Isolados clinicos de S. agalactiae.

*Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).
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A partir da confirmacdo da atividade antimicrobiana das fragcdes 18, 19, 20 e 42,

andlises fitoquimicas foram realizadas para a identificacdo dos compostos bioativos presentes
nestas fracoes.

Anélises de Espectrometria de Massas (LC-MS) revelaram que todas as fraces se
encontravam puras, com exce¢do da fracdo 19 e o padréo alicina, adquirido comercialmente
(Figura 14).
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Figura 14: Cromatogramas de Espectrometria de Massas. (a): Padrdo Alicina, (b): Fracdo 18, (c): Fracdo 19,
(d): Fracdo 20 e (e): Fracdo 42.

Fonte: Compass DataAnalysis — Bruker Daltonics.

Os dados da fracdo 18 foram detectados por dados de LC-DAD a 225 nm no tempo de
retencdo (Tr) a 22,5 min, no cromatograma de ions totais e LC-MS o pico de ion molecular
[M + H] +=291,0981 Da. (Figura 15a), os dados da fracao 20 foram detectados por dados
LC-DAD a 225 nm no tempo de retencdo (Tr) em 25,8 min, no cromatograma de ions totais e
LC-MS o pico do ion molecular [M + H] + = 295,1308 Da (Figura 15b) e os dados da fracdo
42 foram detectados por dados LC-DAD a 225 nm no tempo de retencédo (Tr) em 45,2 min, no
cromatograma de ions totais e LC-MS o picos de ions moleculares [M + H] + = 235,0311 Da,
[M + Na] +=257,0131 e [2M + H] + = 469,0548 Da (Figura 15c).
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Figure 15: Espectrometria de Massas: (a) Fragdo 18 correspondente a Y'-glutamil-(S)-allil-cisteina (GSAC);
(b) Fragéo 20 correspondente a Y-glutamil-fenilalanina; (c) Fragdo 42 correspondente & (Z) e (E) ajoeno.
Fonte: Compass DataAnalysis — Bruker Daltonics.

Esses dados foram confirmados por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e os
resultados mostraram que a fracdo 18 trata-se do composto Y- glutamil- (S) -alil-cisteina
(Figura 16 e Tabela 3), a fracdo 20 o Y- glutamil-fenilalanina (Figura 17 e Tabela 4) e a
fracdo 42 o (Z) e (E) ajoeno (Figura 18 e Tabela 5).
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Figura 16: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): (a) *H RMN, (b) HMBC e (c) HSQC
(MAXIS 3G — Bruker Daltonics, 500MHz, D,0) e (d) estrutura e férmula molecular da fragdo 18: Y-

glutamil-(S)-allil-cisteina (GSAC).
Fonte: Central Analitica — 1Q-USP.
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Fonte: Central Analitica — 1Q-USP.
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Tabela 3 | DADOS UNI E BIDIMENSIONAL RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) (MAXIS 3G - Bruker Daltonics, 500MHz,

D20 - 4gua deuterada) da Fracdo 18 (¥Y-glutamil-(S)-allil-cisteina) isolado a partir do alho.

50

'H 15 ou ppm m J=Hz HSQC HMBC
" (QOX 3 H S (I, )
1 _ _ 175,5 2,2 Hza, b (3°)
Cc=0 2,6 Haa, b (3%
3,9H2(J
2 3,9 (H2) t, J=6,45 Hz 55,8 2,2 Hza, b J?
CH 2,6 Haap J°
3 2,2 Hza, Hab m (dq) 28,9 2,6 Haa, Haa, Hap J?
CH> 3,9 Hy, J?
4 2,6 Haa, Hap m (dt) 34,0 2,2 Haae Hap J?
CH> 39H,J°
5 B _ 170,0 2,2 Hza b J°
C=0 4,6 He J?
6 6 dd J=4,8 ¢ 4,6 Hz 5.4 3,05 Hra
CeH (NH)- CH 3,29 Hoa Hop J°
7 2.87 Hra d.d J=3,05 H7aJ=4,8Hz e 34,2 3,2 Hoa, Hop J°
CH: 3,05 H7m 4,8Hz e J=13,5Hz 4,6 HeJ?
'H-C7=287ppmd, d
J=8,20e 8,2¢e 13,5 Hz
8 ~ ~ 177,1 2,87 Hra J°
C=0 3,05 Hm J°
9 3,29-CH2-S-R d, J=7,20 Hz 37,2 2,87 Hza J%; 3,05 H7p J%;
(H9a e H9b) 5,20 JsHlla (trans),
5,17 Hu1b (cisy € 5,83 Hio
10 5,83 Dq 136,8 3,2 HoaHop 5,20 Hi1a (trans)
(CH=o) e 5,17 H11b i
11 5,20 Hi1a (trans) Ci1—Huwp (geminal) € 121,0 3,29 Hoa Hob J

5,17 Haib (cis)

Ha1a trans vicinal




Tabela 4 | DADOS UNI E BIDIMENSIONAL RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) (MAXIS 3G - Bruker Daltonics, 500MHz,

D20 - 4gua deuterada) da Fracdo 20 (Y-glutamil-fenilalanina) isolado a partir do alho.

# H (5) m, J=Hz HSQC HMBC
*C) 6 5 H 6 (J°, J?)
1 a : 175,5 'HS = "Hza. 30, 2,06 (J°)
Cc=0 'H2b,3,8 (3%
2 3,80 3,82, d, J = 10Hz 56,0 YHS = "Haae 30, 2,06 (J%)
CH 3,80. d, J =5Hz "Huaeb 2,48 (%)
3 2,06 dq 10Hz 29,0 'HS = "H203,80 (J%)
(CH>) "Haaen 2,48 (J9)
4 2,48 dg 34,0 'H6 = "H203,80 (J°)
(CH2) 'Haae 3b, 2,06 (J°)
5 _ : 177,0 "Hsa.3p= 2,02 (J°)
(C=0) "Haaan J° 2,41 (3)

1' _ _ 179,0 "Hawa H312,02
(C=0) 'Hz 1 4,68d,d (3%
2' 4,68 _ 57,0 'H3:.3,00 (J%)

(CH) 'H313,25 (3%
3 'H$=3,00 dd, J=5Hz 40,0 'Hy 1, 4,68d,d (3%
(CH2) 3,25 7,28 (J%)
4' _ _ 140,0 "H3- 3,00,  Hab 3,25 (J%)
(C aromatic) 1H2’ » 4,68 (JB)
5'e9 7,28 m, 132,0 'H 33,00 (3%
(C aromatic) 1H 3’b 3,25 (Jz)
6'and 8' 7,36 m, 131,9 'H 33,00 (3%
(CH aromatic) 1H 3’b 3,25 (J3)
7 7,30 m, 130,0 HseHo728(J)

(CH aromatic)
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Tabela 5 | DADOS UNI E BIDIMENSIONAL RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) (MAXIS 3G — Bruker Daltonics, 500MHz, D>O

— agua deuterada) da Fracdo 42 (mistura dos isoméros (E) e (Z) ajoeno) isolado a partir do alho.

# 'H (5) m, J=Hz HSQC HMBC # H (5) m, J=Hz HSQC HMBC
c)a LEICERD (C) 8 H5 (1, )
1 5,53 d, J=10Hz 127,0 3,60, 3,73 Haa b (33) 1' 5,53 d, J=10Hz 127,0 3,56, 3,70
Hia 5,48 dg, J=15Hz, Hia 5,48 dg, J=15Hz, Haa, b (J%)
Hip 10Hz and 5Hz Hip 10Hz, 5Hz
2 5,90 M 1275 3,60, 3,73 Haa b (J2) 2' 5,90 M 1275 3,56, 3,70
5,53 Hy Ha'a, b (J%) 5,48 Hy
3 3,60 dg, J=10Hz, 56,2 5,53, 5,48 Hia b (3°) 3 3,56 dg, J=5Hz, 55,7 5,53, 5,48 Hisa b (3%)
Haa, 3,73 dq, J=5Hz,10Hz 5,90 H, (3?), Haw, 3,70 10Hz 3,78, 3,80 Hya b
Hap 3,65, 3,83 Haa.b (J?) Hab dg, J=5Hz,10Hz
4 3,65 dq, J=10Hz, 5Hz 51,5 6,54 Hea, J° 6,00 (Hsa) J? 4 3,78 dq J=10Hz, 5Hz, 51,3 6,73 Hea, J°
Haa, 3,83 3,60, 3,73 Haa b (32 Has, 3,80 18Hz 5,83 Hs'a, J2
Hap Hab 3,56, 3,70 Haa b
5 5,83 dq, J=5Hz J=15Hz 121,0 3,65, 3,83 Haa b (J%) 5' 6,00 dg, J=10Hz 119,0 3,78, 3,80 Hasa, b (3%)
6(E) 6,54 d, J=15Hz 1375 3,65, 3,83 Haa b (J3) 6'(2) 6,73 d, J=10Hz 142,0 3,78, 3,80 Hya, b (J%)
7 3,43 d, J=5Hz 43,0 5,20, 5,25 Hoa, b (3%) 7 3,45 d, J=5Hz 44,0 5,20, 5,25 Hga, b (J°)
H7a, H7'a,
H7p Hzp
8 5,95 M 136,1 3,43 H7a,0(3?) 8' 5,95 M 136,0 3,45 H74,0 (3%
9 5,20 d, J=5Hz 1221 3,43 H7a,b (3%) 9 5,25 d, J=5Hz 122,0 3,45 H7a, b (3%)
Hoa, b Hoa, b
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As fracOes que apresentaram atividade antimicrobiana também foram analisadas
quanto a sua citotoxicidade frente a eritrocitos humanos. Essas fragdes foram incubadas, com
eritrocitos de um adulto saudavel, nas seguintes concentracfes iniciais: Fracdo 18: 148,79
MM, Fracdo 20: 29,90 uM e Fracdo 42: 3,41 uM e a partir destas concentracfes iniciou-se a

diluicdo seriada (Figura 19).

0,19 Triton P
e S \“ N

Figura 19: Placa da atividade hemolitica em hemacias humanas das fraces 18, 20 e 42. Controle
positivo: Triton 0,1% e controle negativo: PBS.

Fonte: Imagem Arquivo Pessoal.

A fracdo 18 foi capaz de causar hemdlise em hemacias humanas a partir da
concentragdo de 9,30 uM e a fracdo 20 a partir da concentragdo 14,95 uM, enquanto a fragdo

42 ndo apresentou hemolise frente as concentracgdes testadas (Gréfico 1).
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Gréfico 1: Gréfico das fracbes 18, 20 e 42 relacionando as concentragdes de cada fracdo utilizada em
MM com a porcentagem de hemolise. Controle positivo: Triton 0,1%.
Fonte: Microsoft 365 - Excel.
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Para avaliar se as fragdes 18, 20 e 42, com atividade antimicrobiana, isoladas a partir
do A. sativum L. interferem na flora vaginal, realizamos o ensaio de inibigdo antimicrobiana
frente as cepas de Doderleim seguindo a mesma metodologia usada para o S. agalactiae e
obtivemos as seguintes Concentracgdes inibitdrias minimas (CIM) descritas na Tabela 6.

Tabela 6 | CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

DORDELEIM

(mg/mL)” (M)

F18 10,80 37,20
F20 NA NA
F42 0,40 1,71

*CIM: Concentragdo Inibitdria Minima em mg/mL e pM.
NA: ndo se aplica, pois ndo houve inibi¢do do crescimento microbiano na concentragao

testada (8,80 mg/mL ou 29,90 uM).
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5.DISCUSSAO
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram as informac@es etnofarmacoldgicas
sobre o potencial antimicrobiano do A. sativum L., variedade roxa, frente o Streptococcus do
grupo B (GBS). Embora j& seja bem estabelecida as a¢Bes antimicrobianas desta espécie
vegetal, em geral, hd poucos registros na literatura sobre a acdo do alho relacionada ao
patdgeno (S. agalactiae) responsavel pela sepse neonatal que ocorre devido a transmissao
vertical de mae para feto antes ou durante o trabalho de parto (Cutler et al, 2009; Phan et al,
2019).

Alem da comprovacdo farmacoldgica da atividade antimicrobiana frente as cepas de S.
agalactiae, esta investigacdo possibilitou a identificacdo de principios ativos presentes no
extrato bruto do A. sativum L. Embora os compostos isolados, neste estudo, ja tenham sido
descritos em estudos fitoquimicos, nenhuma relacéo entre estes compostos e ac6es sobre a S.
agalactiae foram apresentadas, o que torna este trabalho inedito até o presente (Yoo et al,
2010; Zhu et al, 2016; Choi et al, 2018).

O alho possui dois principais grupos de substancias biologicamente ativas: (a)
compostos organossulfurados como alicina, allina e ajoeno e (b) compostos néo

organossulfurados (Koca e Tasci, 2016).

A alicina é o maior composto organossulfurado presente no alho triturado e €
conhecida por muitos efeitos bioldgicos como antimicrobiano (Dwivedi et al, 2019), anti-
inflamatorio (Metwally et al, 2018), antitrombotico (Macdonald et al, 2000), antitumoral
(Kaschula et al, 2019) e anti-aterosclerético (Asdaqg et al, 2009).

Adquirimos da empresa ChromaDex® o padrdo de alicina para utilizarmos como
referéncia em nossos estudos. Este foi submetido a espectrometria de massas e 0s resultados
mostraram claramente que o padrdo ndo estava puro e que se tratava de uma mistura. Esta

mistura era formada por ajoeno proveniente da propria degradacédo da alicina.

Ap0ds isolamento e purificacdo das fracdes com atividade antimicrobiana, realizamos
testes para identificacdo destas fracdes (Espectrometria de massas e RMN). Os resultados nos
mostraram que a fracdo 18 trata-se do composto Y-glutamil-S-allil-cisteina; a fracdo 20 o

composto Y-glutamil-fenilalanina e a fracdo 42 trata-se dos isdmeros (E) e (Z) ajoeno.

A fracdo 19 foi submetida a técnica de espectrometria de massas e o resultado nos

mostrou que esta fracdo ndo estava pura, assim, ndo realizamos os testes de RMN com esta
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fracdo. Para purificarmos esta fracdo seria necessario utilizar uma outra metodologia, portanto

optamos por trabalhar apenas com as fragdes 18, 20 e 42 que j& estavam puras.

O Y-glutamil-S-allil-cisteina (Fracdo 18) é um peptideo organossulfurado presente
principalmente no alho intacto e sofre hidrélise e oxidagdo, via S-allil-L-cisteina, para formar
a aliina. Quando o alho é triturado a aliina € transformada em alicina pela acdo da enzima
alinase (Arnault et al, 2003; Herman-Antosiewicz et al, 2007; Quesada et al, 2020).

De fato, Amagase (2006) concluiu que Y-glutamil-S-allil-cisteina é convertido em S-
allil-L-cisteina através de uma reacdo enzimatica com o Y-glutamil-transpeptidase quando o
alho é extraido em solucdo aquosa. Yeh e colaboradores (2001) também isolaram e
identificaram alguns compostos organossulforados, dentre eles o Y-glutamil-S-allil-cisteina
(GSACQC), Y-glutamil-S-metilcisteina (GSMC) e Y-glutamil-S-propilcisteina (GSPC).

Trabalho conduzido por Zhu e colaboradores (2016) identificou quatro compostos
organossulfurados presentes no alho atraves do metodo de espectrometria de massa. Um
destes compostos trata-se do Y-glutamil-S-allil-cisteina identificado em nossos estudos como
Fracdo 18. O espectro de massas obtido deste composto, pelos autores, assemelha-se ao

espectro obtido em nosso estudo.

Pouco se conhece sobre os efeitos terapéuticos do Y-glutamil-S-allil-cisteina, mas foi
demonstrado que ele promove a reserva de alina no alho intacto e pode ser encontrado
também no alho processado (Arnault et al, 2003). Em nosso estudo, avaliamos a atividade
antimicrobiana da Fracdo 18 (Y-glutamil-S-allil-cisteina) frente a bactéria S. agalactiae e 0s

resultados mostraram que este composto foi eficiente contra esta bactéria.

A Fracdo 20 foi identificada como Y-glutamil-fenilalanina, um peptideo citado por
Yoo e colaboradores (2010) em seus estudos, porém, ndo encontramos na literatura, nenhum
outro trabalho envolvendo este composto muito menos relacionando-o a agfes bioldgicas.
Assim sendo, mostramos sua acdo inedita relacionada a atividade antimicrobiana sobre S.

agalactiae.

A mistura dos isbmeros do ajoeno (E e Z) (Fracdo 42) é formado a partir da
degradacdo da alicina pura, porém sdo mais estaveis. Na literatura encontramos numerosos
trabalhos a respeito do ajoeno, dentre eles destacam-se 0s relacionados as atividade
antitumoral (Li et al, 2002; Kaschula et al, 2019), apoptose (Ahmed et al, 2001; Yang et al,
2007; Wang et al, 2016), atividade antiflngica (Pérez-Blanco et al, 2003; Lidezma et al, 2006;
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Carrero et al, 2009; Torres et al, 2012), antibacteriana (Yoshida et al, 1998; Choi et al, 2018),
antiplaquetéria (Apitz-Castro, 1986; Apitz-Castro, 1992) e antitrombdtica (MacDonald et al,
2000). RelagOes estrutura atividade do ajoeno relacionadas a atividade antitumoral,
antifungica e antitrombdtica, respectivamente (MacDonald et al, 2000; Ledezma et al, 2006;
Kaschula et al, 2010) também ja foram estabelecidas, porém ndo encontramos estudos do

ajoeno frente a bactéria S. agalactiae como apresentado em nosso estudo.

A Fragéo 42 (ajoeno), em nosso estudo, demostrou ser a fracdo mais efetiva na acéo

antimicrobiana frente ao S. agalactiae quando comparada com as Fragdes 18 e 20.

A Penicilina G é o antibiotico de primeira escolha utilizado na profilaxia intraparto de
gestantes, seguido pela Ampicilina e Cefalosporina de primeira geracdo e nos casos de
pacientes alérgicas a Penicilina, as opg¢des sdo Clindamicina, Eritromicina e Vancomicina
(Lopez et al, 2017).

Velazquez et al (2017) em seus estudos analisaram 96 cepas de S. agalactiae e todas
foram sensiveis a Penicilina com CIM variando de 0,012 a 0,094 pug/mL. Kaminska et al
(2020) analisaram 165 cepas de isolados clinicos de S. agalactiae e todos foram sensiveis a
Penicilina G com CIM variando de 0,032 a 0,125 pg/mL, resultados que corroboram com o

nosso achado.

Nossos resultados mostram que o efeito antimicrobiano da Penicilina G € superior
quando comparado as fragdes identificadas em nosso estudo, porém, estudos conduzidos por
Chu et al (2007), demostraram uma reducdo da susceptibilidade da Penicilina G frente ao S.
agalactiae, por isso acreditamos na necessidade da ampliacdo do espectro medicamentoso
frente ao Streptococcus do grupo B, principalmente nos casos de resisténcia bacteriana a
Penicilina G e por ser a administracdo de antibidtico intraparto uma profilaxia e néo

efetivamente um tratamento.

O uso inapropriado de antibioticos favorece a selecdo e aumento da resisténcia
bacteriana. Uma alternativa para reduzir isso é a busca por novas moléculas com atividade

antimicrobiana (Espinoza-Culupu et al, 2020).

Muitos compostos, obtidos de variadas fontes, com baixo peso molecular, estdo sendo
considerados como novas drogas, um exemplo é a Mygalin, peso molecular 417 Da, uma
acilpoliamina sintética, andloga a espermidina, derivada da hemolinfa da aranha

Acanthoscurria gomesiana, com atividade terapéutica frente a um amplo espectro de doencas
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humana, como cancer e infecgdes antimicrobianas. Estas informag0es corroboram com nossos
achados, pois nossas fracdes também sdo moléculas com baixo peso molecular e atividade

antimicrobiana (Courrol et al, 2020; Espinoza-Culupu et al, 2020).

Os resultados do teste hemolitico mostraram que a fracdo 42, nas concentracoes
testadas, ndo causou hemolise nas heméacias humanas. Entretanto, a concentracdo da fracdo
18, que causou hemdlise nas hemacias humanas € menor que a concentracdo inibitoria
minima necessaria para inibir o crescimento do S.agalactiae e a concentracgdo, da fracdo 20,
que causou hemolise em hemacias humanas é muito proxima a concentracdo inibitoria
minima frente ao S. agalactiae. Portanto, estes resultados nos mostram que quanto a
toxicidade apenas a fracdo 42 apresenta seguranca no uso em formulagfes farmacéuticas
frente a esta bactéria.

Comparando as Concentragdes inibitoria minimas (CIM) das fracdes frente ao S.
agalactiae com as ConcentracOes inibitdrias minimas (CIM) das fragdes frente as cepas de
Dordeleim, verificamos que as concentracdes necessarias para inibir o crescimento do S.
agalactiae sdo menores do que a concentracdo necessaria para inibir o crescimento das cepas
de Dordeleim, ou seja, as CIM das fracdes 18, 20 e 42, estabelecida para inibir o crescimento

do S. agalactiae, ndo irdo interferir na flora vaginal.

Mais estudos pré-clinicos adicionais para avaliacdo de aspectos farmacodinamicos,
farmacocinéticos e toxicologicos que permitam avancar para a realizacdo de ensaios clinicos
sdo0 necessarios. Isto, num futuro préximo, permitird uma possivel utilizagdo do A. sativum L.
ou de seus principios ativos isolados em monoterapia ou em associacdo a antibiéticos como
terapia complementar, através do desenvolvimento de preparacdes farmacéuticas que possam
ser utilizados em gestantes a partir da 35° semana de gestacdo, quando a triagem de cultura
vaginal e anal é feita para identificacdo desta bactéria. Neste sentido o estudo tera

continuidade.

Este achado € de extrema importancia, pois abre a possibilidade de no futuro,
desenvolvermos um novo medicamento, de uso vaginal, para o tratamento da infeccdo por S.

agalactiae e deixarmos de usar métodos profilaticos de prevencao.
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6. CONCLUSAO
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Os compostos Y-glutamil-S-allil-cisteina (FracBes 18), Y-glutamil-fenilalanina
(Fracdo 20) e a mistura do isdmero (E) e (Z) ajoeno (Fragdo 42) isolados a partir do A.
sativum L., inibiram o crescimento bacteriano do Streptococcus do Grupo B e a fracdo mais
eficiente dentre elas foi a Fragdo 42, com uma concentragdo inibitéria minima de 0,16 + 0,02

mg/mL.

Estas fracfes na Concentracdo inibitoria minima determinada nédo interferem na flora
vaginal e as fracGes 20 e 42 ndo sdo hemoliticas nas Concentracdo inibitdrias minimas
utilizadas frente a bactéria S. agalactiae, portanto, podemos concluir que as fracGes
antimicrobianas do alho podem ser uma fonte promissora na busca de novos farmacos para o

tratamento da infecgé@o por S. agalactiae.
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7.5. Artigo 2

O artigo 2 intitulado: “In vitro assessment of the antimicrobial and synergistic activity
of the drug association of Allium sativum L. (garlic) with Penicillin G and Ampicillin against
Group B Streptococcus clinical isolated foi submetido ao Journal of Antimicrobial
Chemotherapy.
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7.6. Artigo 3

O artigo 3 intitulado: “Atividade antimicrobiana de compostos isolados a partir do
Allium sativum L. frente as bactérias Gram positivas e Gram negativas, Fungos filamentosos e
Leveduras” esta sendo redigido e sera submetido a uma revista cientifica indexada.
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RESUMO

TORRES, KAM. Estudo da atividade antimicrobiana do Allium sativum L. frente as cepas de
Streptococcus agalactiae. (tese). S&o Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Sé&o Paulo; 2021.

Introducgdo: A colonizagdo materna por Streptococcus do Grupo B (GBS) durante a gravidez
aumenta o risco de infec¢do neonatal devido a transmisséo vertical de mae para feto antes ou
durante o trabalho de parto. A triagem pré-natal em mulheres gravidas entre 35° e 37°
semanas de gestacao e a profilaxia antibiotica intraparto reduziram com sucesso a incidéncia
da morbidade e mortalidade neonatal relacionada ao Streptococcus agalactiae, porém a taxa
de contaminagdo de recém-nascidos ainda é consideravel. Baseado no conhecimento popular,
foi observado que o alho tem sido eficaz no tratamento da infeccdo por S. agalactiae.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi isolar, identificar e testar as fracbes do alho com
atividade antimicrobiana frente a bactéria S. agalactiae. Material e Métodos: Para isolar as
moléculas antimicrobianas, o extrato bruto de alho (EBA) foi pré-purificado em cartuchos
Sep-Pak® Cis cartridges e a fragio obtida (SP80) foi fracionada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa (FR-CLAE). Todas as fragdes obtidas foram testadas pelo teste
de inibic&o do crescimento microbiano contra uma cepa de S. agalactiae (ATCC® 12386™) e
cinco isolados clinicos, utilizando microplaca de 96 pocos e meio de cultura TSB (Tryptic Soy
Broth) e temperatura de incubacdo a 30 °C. A identificacdo das fracOes ativas foi realizada
por meio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). As fraces ativas foram avaliadas quanto a atividade
hemolitica utilizando eritrocitos humanos de um adulto saudavel e testadas frente a cepa de
Dordeleim (flora vaginal) para avaliacdo de toxicidade. Resultados: As fracdes ativas que
apresentaram atividade antimicrobiana no presente estudo foram: Y-glutamil-(S)-alil-cisteina
(Fragdo 18); Y-glutamil-fenilalanina (Fracdo 20) e os dois estereoisdmeros (E) e (Z) do
ajoeno (Fracdo 42). O MIC da fracdo 18 foi de 5,41 mg/mL (18,75 uM), a fracdo 20 foi de
4,60 mg/mL (15,09 uM) e a fracdo 42 foi de 0,16 mg/mL (0,68 uM). A fracdo 42 ndo causou
hemdlise em hemécias humanas na concentracdo que inibiu o crescimento do S. agalactiae. A
CIM, de cada fracdo ativa, necessaria para inibir o crescimento das cepas de Dordeleim foram
maiores do que a CIM necessaria para inibir o crescimento das cepas S. agalactiae.
Concluséo: As fragdes antimicrobianas do alho podem ser uma fonte promissora na busca de

novos farmacos para o tratamento da infeccéo por S. agalactiae.
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ABSTRACT

TORRES, KAM. Study of the antimicrobial activity of Allium sativum L. against strains of
Streptococcus agalactiae. (thesis). S&o Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa
de Séo Paulo; 2021.

Introduction: Maternal colonization by Group B Streptococcal (GBS) during pregnancy
increases the risk of neonatal infection due to vertical transmission from mother to fetus
before or during labor. Prenatal screening in pregnant women between 35 to 37 weeks of
gestation and intrapartum antibiotic prophylaxis has successfully reduced the incidence of
neonatal morbidity and mortality related to Streptococcus agalactiae, however the
contamination rate of newborns is still considerable. Based on the popular knowledge, it has
been observed that garlic has been effective in treating S. agalactiae infection. Objective: The
aim of this study was to isolated, tested and identify the fractions from garlic for antimicrobial
activity against S. agalactiae. Material and Methods: For isolate the antimicrobial molecules,
the crude garlic extract (CGE) was pre-purified in a Sep-Pak® Cis cartridges and the fraction
obtained (SP80) was fractionated by reverse-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC). All fractions obtained were tested by microbial growth inhibition test against S.
agalactiae strain (ATCC® 12386™) and strains five clinical isolates, using a 96-well
microplate and the TSB (Tryptic Soy Broth) culture medium and incubation temperature at 30
°C. The identification of antimicrobial molecules was carried out through liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (LC/MS) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR). The active fractions were evaluated for hemolytic activity using human erythrocytes
from a healthy adult and tested against the strain of Dordeleim (vaginal flora) to assess
toxicity. Results: The active fractions found to exhibit antimicrobial activity in the present
study were: Y-glutamyl-(S)-allyl-cysteine (Fraction 18); Y-glutamyl-phenylalanine (Fraction
20) and the two stereoisomers (E) and (Z) of ajoene (Fraction 42). The MIC’s of fraction 18
was 5.41 mg/mL (18.75 uM), fraction 20 was 4.60 mg/mL (15.09 uM) and fraction 42 was
0.16 mg/mL (0.68 uM). The fraction 42 did not cause hemolysis in human red cells at
concentrations that inhibited the growth of S. agalactiae. The MIC of each active fraction
needed to inhibit the growth of Dordeleim strains was greater than the MIC needed to inhibit
the growth of S. agalactiae strains. Conclusion: The antimicrobial fractions from garlic may

be a promising source in the search for new drugs for the treatment of S. agalactiae infection.
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