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RESUMO

O tratamento de infeccbes associadas as bactérias resistentes € atual e
preocupante. Novos antibiéticos e novas terapias, além de apresentarem um alto
custo, demandam um tempo consideravel para estarem disponiveis para terapéutica
medicamentosa. A estratégia contemporanea tem sido a tentativa da melhora nas
propriedades e caracteristicas dos farmacos que ja existem. Varios fitoterapicos tém
mostrado potencial antimicrobiano, mas seu uso ainda é restrito. A proposicao deste
estudo foi avaliar o efeito do alho (Allium sativum) sobre a acdo antibacteriana da
amoxicilina em cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes em ratos.
Esta € uma abordagem relativamente nova sobre a utilizacdo de fitoterapicos no
tratamento de doencas infecciosas. Um extrato de alho foi utilizado em conjunto com
a amoxicilina no tratamento de infecgéao estafilocécica, induzida por Staphylococcus
aureus meticilina-resistente (MRSA) ATCC 33591, em ratos. Quatro espojas de PVC
foram implantadas separadamente no dorso de 30 animais. Apos 14 dias, os
granulomas formados foram infectados com MRSA. Apéds 24h da infeccao, os
animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais, 0s quais
foram sacrificados apds a administracdo dos farmacos nos tempos Oh (somente para
0 grupo controle) e ap6s 24 horas. A divisdo dos grupos quanto a administracdo dos
farmacos foi: 1) Grupo Controle — soro fisiolégico 1mL/kg a cada 8 horas,
subdivididos em dois grupos que foram sacrificados logo ap6s a primeira
administracéo e apds 24 horas; 2) Grupo amoxicilina — 50 mg/kg da suspensao de
amoxicilina a cada 8 horas; 3) Grupo alho — 100 mg/kg do extrato de A. sativum a
cada 8 horas; 4) Grupo amoxicilina/alho — amoxicilina 50 mg/kg e alho 100 mg/kg a
cada 8 horas. A administracdo do fitoterapico foi realizada 15 min apés a
administragdo da amoxicilina. Apds os tratamentos, os granulomas retirados foram
acondicionados em tubos de ensaio, sofreram dispersdo em ultrassom e a
suspensao resultante foi cultivada em meio de cultura (agar sal e manitol). Apds 18
horas as colbnias foram contadas manualmente. Os resultados foram comparados
através do teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significAncia de 5%. Apesar do
extrato do alho sozinho ou em associacdo com a amoxicilina terem reduzido
significativamente o nimero de bactérias em relagdo ao grupo controle (p<0.05),
esses tratamentos ndo apresentaram diferengca em relacdo ao grupo amoxicilina
(p>0.05). Conclui-se que os tratamentos com alho podem n&o ser suficientemente
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efetivos uma vez que nao apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao

tratamento com amoxicilina isolada.

Palavras chave: Fitoterapia; Alho; Infeccoes Bacterianas; Bactérias Aerdbias.
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ABSTRACT

Treatment of infections caused by resistant bacteria is of topical interest and
worrying. New antibiotics and new therapies are expensive and require considerable
time to be available as a drug therapy. The contemporary strategy is the
improvement of the properties and characteristics of drugs that already exist. Several
herbal medicines have shown antimicrobial potential, but its use is still limited. The
objective of the present study was to evaluate the effect of garlic (Allium sativum) on
the antibacterial activity of amoxicillin against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus in rats. The use of herbal medicines in the treatment of infectious diseases is
a relatively new approach on antibiotic therapy. The garlic extract was used with
amoxicillin for the treatment of staphylococcal infection induced by methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 33591, in mice. Four PVC-sponges
were individually implanted in the dorsum of 30 animals. After 14 days, the
developed granulomas were infected with MRSA. After 24h of infection, the animals
were randomly divided into five groups of six animals which were sacrificed after drug
administration at the times Oh (only for control) and after 24 hours. The division of the
groups regarding the administration of the drugs was: 1) Control Group — 1 mL/kg
saline every 8 hours, divided into two groups that were sacrificed right after the first
dose and after 24 hours, 2) Group amoxicillin — 50 mg/kg of the suspension of
amoxicillin every 8 hours, 3) Group garlic — 100 mg/kg of the extract of A. sativum
every 8 hours, 4) Group amoxicillin / garlic - amoxicillin 50 mg/kg and garlic 100
mg/kg every 8 hours. The administration of the garlic extract was performed 15 min
after administration of amoxicillin. After treatments, the granulomas removed were
placed into test tubes, and were submitted to ultrasound dispersion and the resulting
suspension was grown in culture medium (agar and mannitol salt). After 18 hours
counts were carried out manually. The results were compared by Kruskal-Wallis test,
with significance level of 5%. Despite the garlic extract alone or in combination with
amoxicillin significantly reduced the number of bacteria in comparison to the control
group (p <0.05), these treatments were not different from the amoxicillin group (p>
0.05). In conclusion, the treatment with garlic may not be sufficiently effective since it
was not observed no statistical difference compared with the treatment with
amoxicillin alone.



Key words: Phytotherapy; Garlic; Bacterial Infections; Bacteria, Aerobic.
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1. INTRODUCAO

O uso excessivo de antimicrobianos para infeccdes menores e doencas nao
bacterianas vem submetendo os seres humanos a toxicidade destes farmacos e a
possibilidade de “super infecgdes”. Cada vez mais o fen6meno da resisténcia
multipla (capacidade de um microrganismo sobreviver a altas concentragdes de
varias classes de antimicrobianos diferentes) vem se mostrando presente em
diversos tipos de infecgdo tais como: meningites, infec¢des estafilocdcicas,
estreptococicas, causadas por Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeroginosa entre outras (JONES et al., 2004).
Este fato torna necessaria a procura incessante por novos agentes ou novos

métodos de combate as infeccoes.

Dentre as bactérias do grupo dos estafilococos, o Staphylococcus aureus é o
mais importante agente causador de patologias infecciosas em seres humanos.
Entretanto, este microrganismo faz parte da microbiota natural humana, podendo
causar infeccbes oportunistas significantes sob  condigbes apropriadas
(WALDVOGEL, 1990). Frequentemente, o S. Aureus € isolado de infecgcdes em
feridas pés-cirdrgicas, as quais podem servir como nicho, possibilitando o
desenvolvimento de infeccoes sistémicas (KONEMAN et al., 1994).

Essas bactérias adquiriram importancia ainda maior a partir da observacao
de que a incidéncia de endocardite estafilocécica tem aumentado drasticamente.
Cepas de S. aureus sensiveis aos beta-lactamicos sdo os agentes etioldgicos
responsaveis pela endocardite em mais de 70% dos casos da doenca diagnosticada
em pacientes que fazem uso de drogas por via endovenosa. Outra razédo é o fato de
que os estafilococos sdo patdgenos importantes em infec¢cdes hospitalares
(MCCARTNEY, 1992). Este tipo de infecgdo causa significante morbidade e
mortalidade nos pacientes. O S. aureus vem sendo reconhecido como patbégeno
importante e é também o causador mais comum das infeccées hospitalares (PERL &
GOLUB, 1998).

FARIAS et al. (1997) avaliaram o padrdo de sensibilidade de cepas de S.
aureus oxacilina-susceptiveis e oxacilina-resistentes (ORSA) a agentes
antimicrobianos comumente utilizados em infec¢des causadas por estes patdégenos.
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As cepas (117) foram isoladas de varios hospitais em Sdo Paulo, Campinas e Joao
Pessoa. A concentracdo inibitéria minima foi obtida para 24 agentes
antimicrobianos, incluindo beta-lactamicos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
macrolideos, etc. Os resultados mostraram uma alta e preocupante taxa de
resisténcia entre as cepas de S. aureus obtidos nos hospitais brasileiros,
demonstrando que poucas drogas podem ser efetivas contra doencas infecciosas
provocadas por este microrganismo.

Desta forma, os estudos que visam o tratamento de doencas infecciosas
provocadas por estafilococos, particularmente S. aureus, sensiveis ou nao aos beta-
lactamicos, tendem a se tornar cada vez mais importantes, porque as cepas
resistentes sao de dificil controle.

Os extratos vegetais usualmente apresentam baixo custo, sdo mais
facilmente aceitos pela populacdo e ndao envolvem grande investimento inicial para
sua producao. Além disso, a Portaria 971 (03 de maio de 2006), a qual aprova a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS,
contempla a fitoterapia, como pratica desejavel nas politicas de saude publicas
brasileiras (Diario Oficial da Uniao, 2006).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Antibiodticos

Quando Alexandre Fleming, em 1928, descobriu a Penicilina, deu-se inicio a
um marco na histéria cientifica e mundial, a era dos antibidticos. Estes sao
substancias quimicas que podem ser derivadas a partir de organismos vivos (fungos
e bactérias), ou por meios semi-sintéticos, tendo a funcao de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e eventualmente destrui-los (FONSECA & FONSECA,
1982).

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos sdo a
maior parte dos antibidticos em uso clinico podendo ser classificados em [3-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e
monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos
(glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas,
cloranfenicol, rifamicinas etc). Ja os antibidticos de origem sintética sao classificados
m sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (PATRICK, 1995; ABRAHAM,
2003). Nessa revisdo, iremos nos ater aos B-lactamicos, em especial as penicilinas,

importantes para esse estudo, e que sera abordado em um tépico especifico.

2.2 Farmacologia dos Antibiéticos

De acordo com a acgado biolégica, podemos classificar os antibiéticos em
Bactericidas e Bacteriostaticos. O primeiro grupo causa a morte dos
microarganismos sensiveis a ele, ja os bacteriostaticos, promovem a inibicdo do
crescimento e multiplicacdo dos microrganismos sensiveis. As penicilinas, mais

precisamente a amoxicilina, apresenta acao bactericida (ANDRADE, 2006).

Ainda segundo ANDRADE (2006) o espectro de acao parece ser a melhor
maneira de classificar os antibiéticos do ponto de vista médico e odontolégico, pois
essa classificagao indica a eficacia de cada droga contra determinadas espécies de
microrganismos. As penicilinas G e V, macrolideos, lincosaminas, rifamicina e
vancomicina, tem acgdo principal, sobre as bactérias Gram-positivas. Ja os
aminoglicosides e as floxacinas, possuem acdo eficaz contras bactérias Gram-
negativas. Os antibidticos que produzem efeitos tanto em Gram-positivas como em
Gran-negativas s&o: amoxicilina, ampicilina, cefalosporinas, tetraciclinas e
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clorofenicol, existindo também as drogas que atuam contra bactérias anaerobicas,

encaixando-se nessa categoria principalmente o metronidazol.

2.3.Mecanismo de acao dos antibioticos

Devido a sua complexidade, 0 mecanismo de acao dos antibiéticos ainda nao
foram totalmente compreendidos, para isso pesquisas sao constantemente
realizadas (ANDRADE, 2006).

Os antibiéticos podem atuar de formas distintas sobre a célula das bactérias,
sendo elas: sobre a parede celular; a membrana citoplasmatica; na sintese de

proteinas e na sintese de acidos nucleicos.

Antibidticos que atuam na sintese da parede celular; estrutura exclusiva da
célula bacteriana (envolvoltério que confere forma, protecdo, sustentagdo, e
manutengao da sua hipertonicidade interna) atuam no momento de crescimento da
bactéria, isto €, momento em que ocorre a formagdo dessa estrutura, produzindo
assim efeito bactericida, ou seja, causando a morte do microrganismo. Nessa

categoria se encaixam as penicilinas e cefalosporinas (MIZIARA, 1998).

Outro tipo de antibidtico sdo os que atuam interferindo a permeabilidade da
membrana citoplasmatica. Esta estrutura se encontra abaixo da parede celular e
atua regulando as trocas metabdlicas do microrganismo com o meio extracelular,
tendo a funcdo de barreira osmoética. Os antibioticos atuam desorganizando a
estrutura e alterando a permeabilidade, tendo como consequéncia, também o efeito
bactericida (OLIVEIRA et al., 2010).

Os antibidticos que atuam impedindo a sintese de proteinas podem atuar por
meio de dois mecanismos: dificultando a traducdo da informacao genética (como
exemplo podemos citar; cloranfenicol, tetraciclina e eritromicina) apresentando efeito
bacteriostatico, ou seja, inibindo o crescimento e a multiplicagdo do microrganismo.
O outro mecanismo conhecido é a inducdo da formacao de proteinas defeituosas,
(como por exemplo: estreptomicina e gentamicina) apresentando acao bactericida
nesses casos (ANDRADE, 2006).

E por fim, os antibi6éticos que atuam na sintese de acido nucleico, podendo

atuar na sintese de DNA, prejudicando a replicacdo da informacao genética, como
4



os antibidticos utilizados nas neoplasias malignas da cavidade bucal (Sistema ABC:
Atriamicina, Bleomicina e Cisplatina), apresentando efeito bactericida. Ou atuar na
sintese do RNA, prejudicando nesse caso a transcricdo da informagéo genética por
bloqueio da enzima RNA - Polimerase. O efeito também é bactericida e como
exemplo, podemos citar a mitomicina, indicado para o tratamento de neoplasias
malignas (BARRETO & PEREIRA, 2006).

2.4 Antibioticos na Odontologia

Como profissional de saude, o cirurgido-dentista tem por obrigacdo conhecer
os aspectos farmacoldgicos dos medicamentos que prescreve, devendo também
analisar criticamente a bibliografia oferecida pelos laboratorios farmacéuticos, bem
como os resultados apresentados pelo uso do medicamento (CASTILHO et
al.,1999).

A cavidade bucal apresenta-se como um ambiente ideal para o crescimento
de microrganismos, tendo sido identificadas cerca de 500 espécies bacterianas, com
diversas caracteristicas morfologicas e bioquimicas (MOENNING et al., 1989).

As infec¢Oes bacterianas bucais que acometem o periodonto e a polpa dental
contam com a participagdo de microrganismos aerdbicos, anaerébicos facultativos e
anaerodbios estritos, sendo dificil encontrar infecgcdes que apresentem apenas um
tipo de microrganismo como causador, tornando a dindmica das infec¢des bastante
complicada. Porém, mesmo com essa diversidade de microrganismos, as infec¢des
bucais costumam ocorrer somente devido ao acumulo de placa dental ou necrose
dos tecidos pulpares (ANDRADE, 2006).

A profilaxia antibiética previamente ao tratamento odontol6gico cirurgico nao é
indicada na maioria dos casos quando n&o se observa sinais que indiquem infecgao,
em pacientes imunocompetentes e que nao apresentam possibilidade de infecgdes a
distancia, mesmo assim, muitos cirurgides- dentistas, em uma conduta inadequada
acabam prescrevendo antibiéticos de forma indiscriminada, na tentativa de prevenir
a contaminacao da ferida cirdrgica ou algum tipo de infeccdo pds-operatoria. Essa
pratica, na sua maioria, ndo possui embasamento cientifico algum (PALLASCH &
SLOTS, 1996).



Ainda Segundo ANDRADE (2006), tratando-se de infeccées bacterianas ja
presentes, o profissional deve ter como estratégia principal, a remo¢ao da causa,
pois apenas o uso de antibidticos é ineficaz para erradicar a infec¢do quando nao se
intervém no foco da infeccdo. Sendo assim, os antibioticos devem ser considerados
apenas como coadjuvantes na terapéutica das infec¢des odontolégicas, destruindo
0Ss microrganismos através da acao bactericida ou apenas impedindo sua
reproducdo pela acdo bacteriostatica. Lembrando que o antibidtico ira somente
limitar o processo infeccioso, dando condigdes para que o mecanismo de defesa
imunolégica do hospedeiro possa eliminar os agentes causais de uma maneira mais

rapida e eficaz.
Os antibidticos comumente usados na Odontologia s&o:

¢ Penicilinas: de extrema relevancia nesse estudo, serdo abordadas de
maneira mais minuciosa nos proximos tépicos. Apresentam-se como
primeira escolha no tratamento de infecgbes orofaciais agudas, e
também sendo também muito indicadas na profilaxia antibidtica,
quando esta se faz necessaria (ANDRADE,2006);

o Cefalosporinas: drogas de primeira escolha no tratamento de infec¢des
odontoldgicas em nivel ambulatorial. Seu espectro de agéo é maior que
das penicilinas, porém nao coincide com as bactérias mais presentes

na maioria das infec¢des odontolégicas agudas (ANDRADE, 2006);

e Clindamicina: faz parte do grupo das licosaminas, na odontologia é
selecionada quando ha infecgées mais avancadas (ANDRADE,2006)
como osteite purulenta ou outras infecgbes désseas causadas por
microorganismos anaerdbicos (OLIVEIRA, 1999), servem também para
infeccbes que nado podem ser erradicadas pela penicilina ou
antibiéticos macrolideos como a eritromicina (FOUNTOURA &

MEDEIRQOS, 1999) e também nos casos de alergia as penicilinas;

e Eritromicina: bacteriostatico da familia dos macrolideos, sendo o
segundo mais frequentemente usado depois dos derivados da
penicilina; é a alternativa para pacientes alérgicos a penicilina em
infecgbes de pequena ou média gravidade (YAGILA & NEIDLE, 2000).

Mostra-se eficaz contra microrganismos gram-negativos e aerobios.
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e Metronidazol: muito eficaz contra bacilos anaerdbicos Gram- negativos,
sendo assim, apresenta-se como um Otimo antibidtico para o
tratamento de infecgbes agudas, como pericoronarites, abcessos
periapicais € GUNA (ANDRADE, 2006). Na maioria dos casos,
admistrado associadamente as penicilinas ou cefalosporinas (YAGILA
& NEIDLE, 2000);

e Tetraciclinas: efetivas em muitas espécies de anaérobios, porém, tem
sua eficacia progressivamente diminuida em virtude do aparecimento
de espécies resistentes (ANDRADE, 2006). A utilizagcdo na terapéutica
odontolégica € limitada para o tratamento de infecgdes orodentais
agudas, sendo mais comumente empregada em alguns casos de
doenca periodontal, tal como, a periodontite juvenil localizada. Sua
principal vantagem no tratamento desta doenca é a capacidade de se
concentrar de 5 a 7 vezes mais no fluido do sulco gengival do que no
plasma (SALLUM et al., 1996), além de apresentar uma boa
substantividade e inibir da reabsorcédo dssea.

2.5Penicilinas

As penicilinas sdo compostos naturais e semi-sintéticos, apresentando
semelhanca com relacdo ao nudcleo molecular, o acido 6-aminopenicilanico e
diferindo na agao antibacteriana. Juntamente com as cefalosporinas, fazem parte
dos antibidticos betalactamicos, pois possuem em sua estrutura quimica, um anel
beta-lactamico (Figura 1). Sdo Bactericidas, podendo apresentar amplo ou largo
espectro de agdo e agem inibindo a sintese de parede celular das bactérias
(ANDRADE, 2006).

Todas as penicilinas possuem 0 mesmo mecanismo primario de acao, ou
seja, inibicdo das enzimas responsaveis pela ligagcdo cruzada dos polimeros de
peptidoglicano durante o ultimo estagio da sintese da parede celular bacteriana
(ANDRADE, 2006).

Podem ser divididas em: Benzilpenicilina (penicilina G) e fenoximetilpenicilina
(penicilina VV); Ampicilina e amoxicilina (aminopenicilinas); oxacilina, cloxacilina e
dicloxacilina (penicilinase- resistentes); carbenicilina e ticarcilina (pseudomonicidas);

azloxilina, mezlocilina e piperacilina,



No que diz respeito ao espectro antibacteriano, a penicilina G, V e os
derivados da penicilina penicilinase-resistentes sao considerados antibidticos de
espectro estreito, pois, quando administrados nas doses habituais, afetam
principalmente microrganismos aerobicos e facultativos Gram-positivos, alguns
anaérobios e espiroquetas. Ja os demais derivados das penicilinas exibem espectro
ampliado de atividade, incluindo numerosos bacilos Gram-negativos (ANDRADE,
2006).

Para o presente estudo, a amoxicilina é o antibiético de relevancia. Segundo
ANDRADE (2006) seu espectro de agao € similar ao das penicilinas G e V, sendo,
discretamente menos ativas com relacdo aos cocos Gram-positivos, todavia,
dispbem de uma atividade adicional contra cocos e bacilos Gram-negativos.

Também nao sao eficazes contra bactérias produtoras de beta-lactamases.

/:\H
O/O

R

Anel B-lactamico

Figura1: Esquema representativo da molécula de penicilina contendo o anel beta-

lactamico.

2.6 Resisténcia Bacteriana

Alguns anos ap6s a descoberta da penicilina, com os adventos da Segunda
Guerra Mundial, foi indispensavel que se estudasse e que se pesquisasse um pouco
mais sobre a quimioterapia moderna, pois com a guerra eram inevitdveis 0s
ferimentos e, com eles, as infecgdes. A penicilina foi entdo extensamente utilizada
contra estafilococos e estreptococos, grandes causadores de pneumonias, infeccdes
aéreas superiores, septicemias etc. A nova droga tinha grande capacidade em
dizimar essas infeccbes e, ainda, atuava de acordo com o0s principios da



quimioterapia moderna, ou seja, com toxicidade seletiva (RUSSELL & CHOPRA,
1990).

Entdo, a resisténcia a nova droga foi descrita quase que imediatamente.
Bactérias produtoras de penicilinase, chamadas hoje de B-lactamases, sobreviviam
aos tratamentos e sO altas doses efetivamente atingiam sucesso. A partir dai, o
desenvolvimento de resisténcia a penicilina pelo Staphylococcus aureus, através da
producédo de B -lactamase, diminuiu de maneira significativa o uso dessa droga em
infecgdes estafilocécicas, principalmente em pacientes hospitalizados nos quais as
cepas resistentes sdo encontradas antes de sua disseminacdo a comunidade
(HAWKEY, 1988).

Com a descoberta de novos antibidticos, as cepas de S. aureus foram
tornando-se ainda mais resistentes devido a producao de B -lactamases. Em 1946,
apenas 5% das cepas de S.aureus eram produtoras de B -lactamase, atualmente,
relatos de 1990 mostraram que cerca de 90% das cepas produzem a enzima
(LIVERMORE, 1994).

Em primeiro momento o fendmeno da resisténcia bacteriana n&o parecia ser
um problema de tanta importancia. Sendo temporariamente resolvido com a
introducdo de novos antibi6ticos, tais como os aminoglicosideos, macrolideos,
glicopeptideos somados a alteracOes estruturais nos compostos ja existentes que
refleiam em mudangas de sua atividade e espectro antimicrobiano (GOLD &
MOELLERING, 1996). Porém, hoje se conhecem microrganismos multirresistentes,
nao sensiveis a quaisquer dos antibidticos disponiveis clinicamente, levando
rapidamente a morte de pacientes em hospitais. Esses casos estdo sendo cada vez
mais frequentes, inclusive no Brasil (DALLA COSTA et al.,1998).

As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou sensiveis de acordo
com dados de CMI (Concentracao Minima Inibitéria) e CMB (Concentracao Minima
Bactericida). Sdo entendidas como resistentes quando séo inibidas in vitro s6 em
concentracdes superiores aquelas obtidas in vivo. Essa relacdo concentracdo da
droga-inibicdo de crescimento ndo deve ser encarada como totalmente verdadeira,
visto que o sucesso terapéutico ndo depende exclusivamente dessa relacdo, mas,

também de fatores que incluem a capacidade da droga em atingir o foco infeccioso,



o comprometimento imunolégico do paciente e o alvo da terapia. Dessa forma, um
determinado microrganismo € sensivel ou resistente apenas quando se observa o

sucesso ou insucesso terapéutico, respectivamente (TOWER, 1997).

Ainda segundo TOWER (1997), a resisténcia de dado microrganismo a
determinada droga pode ser classificada inicialmente como intrinseca ou adquirida.
A resisténcia intrinseca é aquela que faz parte das caracteristicas naturais,
fenotipicas do microrganismo, transmitida apenas verticalmente a prole, ou seja, faz

parte da heranga genética do microrganismo.

ROZENBAUM et al. (2009) relataram um dos primeiros casos de infecgéao
severa causada por MRSA adquirida no meio ambiente, a qual causou infec¢des
graves em uma crian¢ca no Rio de Janeiro. FORTES et al. (2008) observaram um
paciente que desenvolveu endocardite a partir de uma cepa MRSA também oriunda
do meio ambiente. DE CARVALHO et al. (2009) encontraram MRSA em saliva de
profissionais de salde, enquanto que SOUSA JUNIOR et al. (2009) observaram
uma preocupante taxa (41,5%) de prevaléncia de MRSA em pacientes
hospitalizados num hospital maternidade em Natal, RN.

Torna-se importante ainda lembrar que diversos fatores podem contribuir para
a ocorréncia ou disseminagdo da resisténcia bacteriana, dentre os principais
encontram-se aqueles relacionados ao hospedeiro e a pressao seletiva gerada pelos
agentes antimicrobianos (AZEVEDO, 2005).

Atualmente, o uso indiscriminado e equivocado dos antibiéticos ao longo dos
anos € considerado um dois maiores agentes de pressao seletiva com relacdo aos
microrganismos (ANDRADE, 2006).

O S. aureus € um microrganismo que possui caracteristicas particulares de
viruléncia e resisténcia, observadas principalmente em pacientes hospitalizados,
tendo severas consequéncias, mesmo quando sao empregadas terapias
antimicrobianas nessas infecgdes. A disseminacdo da resisténcia bacteriana em
cepas de S. aureus é de grande importancia no que diz respeito a saude publica,
visto que é um microrganismo que desenvolve rapidamente resisténcia aos
antibiéticos de uso clinico.
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2.7 Atividade antimicrobiana do alho

As plantas medicinais constituem uma rica fonte de novas moléculas a
serem exploradas como drogas convencionais no futuro ou ainda como ferramentas
bioquimicas para a elucidagéo de aspectos etioldgicos de determinadas patologias
que ainda permanecem obscuros (CRAGG & NEWMAN, 2005).

Um dos géneros frequentemente utilizado e estudado em medicina como
antimicrobiano, antigripal, hipocolesterolemiante, entre outros, é o Allium,
particularmente o Allium sativum (alho comum). Existem mais de 600 espécies de
alhos encontrados pelo mundo, principalmente na Asia. A maioria das espécies tem
aroma e odor caracteristicos, sendo algumas utilizadas como plantas ornamentais
(PINO et al., 2001).

A atividade antimicrobiana de Allium spp. vem merecendo destaque na
literatura internacional e j4 se encontra bem documentada (MANTIS et al., 1978;
SHELEF, 1984; DOMINGO & LOPES-BREA, 2004). O alho contém varios
constituintes quimicos biologicamente ativos como aliina, alicina, alinase, S-alil-
cisteina e organosulfetos. Aliina € um aminodcido que € convertido em alicina pela
enzima aliinaliase quando os bulbos sdo triturados. Alicina € um precursor de
compostos sulfurados que sdo responsaveis pelo odor e pelas propriedades
farmacolégicas. Uma vez exposta ao ar, alicina é convertida em dialisdissulfeto, que
possui atividade antimicrobiana e a reducéo pela cisteina podera romper as ligacoes
dissulfeto em proteinas microbianas. A inibicdo do crescimento bacteriano e a
propriedade bactericida sdo geralmente atribuidas a alicina (SHELEF, 1984;
GONZALES-FANDOS et al., 1994) encontrada no alho, mas outros compostos
sulfurados, como ajoene (GROPPO et al. 2007).

Aplicacbes préaticas desta substancia, calcadas em sua capacidade de
inibicdo de crescimento e lise bacteriana tém sido estudadas. A alicina na sua forma
pura demonstrou atividade antimicrobiana em larga escala contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e fungos como Candida albicans e nao albicans e
Aspergillus spp (ANKRI & MIRELMAN, 1999; DOMINGO & LOPES-BREA, 2004). O
estudo de SOHN et al. (2009) mostrou que o alho teve um efeito sinérgico com a
ciprofloxacina em modelo de prostatite crénica em ratos.
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JUSTIFICATIVA

KAMIYA (1997) argumenta que o uso de drogas antimicrobianas no Japao é
extremamente alto. S6 em 1994 o custo total da produgédo delas ficou em 3,38
bilhdes de délares. O uso intensivo de drogas de amplo-espectro, especialmente no
tratamento de um crescente numero de pacientes idosos e imunocomprometidos,
resultou numa emergencial e expansiva resisténcia nos microrganismos. Um dos

principais patégenos identificados dentro desta caracteristica foram cepas MRSA.

Estimativas sobre o nimero de espécies de plantas e flores em todo o0 mundo
apontam para uma faixa entre 200.000 e 250.000 em 300 familias e 10.500 géneros.
Segundo a OMS, 80% da populagdo mundial utilizam a medicina popular
(principalmente através do uso de plantas medicinais) para suprir as necessidades
de assisténcia médica primaria (ELISABETSKY, 1987).

Notavelmente, os efeitos farmacolégicos ocasionados por fitoterapicos sao
oriundos de um ou mais de seus constituintes. Grupos farmacologicos distintos,
dentro de uma mesma planta, podem ser responsabilizados pelas varias atividades
farmacolégicas verificadas em uma sé espécie vegetal. Embora a maioria dos
pesquisadores tenha tendéncia a preconizar o uso de principios ativos das plantas
de origem, € possivel mostrar através de muitos exemplos, que o uso das plantas
pode ser efetivo quando usado in natura ou através de extratos de preparacao
simples (MATOS, 1997).

O estudo da atividade antimicrobiana de substancias, tais como o alho, sdo
usualmente realizados in vitro e existem poucas evidéncias da eficacia deles em
modelos de infec¢do in vivo. Os modelos de infeccdo em animais sdo Uteis para
prever o comportamento de farmacos, pois a dinamica da infec¢éo, particularmente
em roedores, é similar a dos seres humanos. Os modelos experimentais que utilizam
a reagao a algum corpo estranho, usualmente implantado via subcutédnea e estudam
o impacto de farmacos (ou qualquer tratamento) sobre ele, sdo chamados de
modelos ex vivo. A implantagdo de corpos estranhos porosos resulta na
encapsulacdo dos mesmos por tecido granulomatoso ou fibrinoso, sendo a sua
cavidade preenchida por fluido tipo exsudato. Este tipo de material permite a difusao
de antimicrobianos e a entrada de fagdécitos e anticorpos, ocasionando uma
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oportunidade para se examinar a efetividade de antimicrobianos conjuntamente com

as defesas do hospedeiro.

Estes modelos podem ser vélidos para determinacdo da capacidade de um
antimicrobiano de penetrar em locais especificos de infec¢do; avaliacao de sua
atividade bactericida, bem como seu efeito na fisiologia e morfologia da bactéria e a
possibilidade da ocorréncia de selecdo ou resisténcia (RENNEBERG, 1993). Dentre
os varios métodos utilizados para indugédo desta injaria, a implantacdo de esponjas
de policlorovinil (PVC) no dorso de animais, atuando como agente desencadeador
tem sido utilizado (BAGLIE et al.,, 2000; GROPPO, 1996). Esse tecido tem
morfologia e sequéncia de formag¢ao bem estudada.

3. PROPOSICAO
A proposicao deste estudo foi avaliar o efeito do alho (Allium sativum) sobre a
acao antibacteriana da amoxicilina em cepas de Staphylococcus aureus meticilina-

resistentes em ratos, em modelo ex vivo.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

Os principais materiais utilizados para a realizagdo do presente trabalho foram:

Staphylococcus aureus ATCC 25923;

« esponjas de policlorovinil (PVC) com densidade de 35 kg/m®, PRO301 —
Proespuma Com. e Ind. Ltda;

e suspensao de amoxicilina (Sigma, EUA) triidratada de 60 mg/mL;

e quetamina 100 mg/mL (Dopalen, Vetbrands™);

e xilasina 100 mg/mL (Rompun®, Bayer);

e agulha especial para administragdo oral, curva, 70x15, Arkansas®
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4.2 Animais
Este trabalho foi submetido e aprovado pela comissdo de Etica no Uso de
Animais CEUA/UNICAMP (protocolo 2459-1) e sé foi realizado ap6s aprovagao pela

referida comissao.

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos jovens
(60 dias), machos, pesando entre 150 e 200 g, S.P.F. que foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da UNICAMP.

Apoés a chegada dos animais a Faculdade de Odontologia de Piracicaba, os
animais permaneceram cerca de uma semana, para adaptacdo, nas dependéncias
do biotério de experimentacdo da Area de Farmacologia, Anestesiologia e
Terapéutica e receberam, nesta fase de adaptacdo e também durante a fase

experimental, ragdo balanceada comercial e agua ad libitum.

4.3 Preparo do extrato de Allium sativum

O extrato a base de Allium sativum foi obtido como previamente descrito por
GROPPO et al. (2002). Para isso, amostras de alho foram obtidas no mercado local,
depois de descascar cerca de 100 g dos bulbos, os mesmos foram triturados em um
liquidificador por 10 min, com adigdo de 100 mL de agua destilada. O extrato obtido

foi entao filtrado e centrifugado em quatro etapas:

1) Filtragem em sistema filtrante a vacuo simples com papel filtro para remocéao
das particulas mais grosseiras do extrato;

2) Centrifugacao a 10.000 r.p.m. por 20 minutos (o precipitado foi descartado);

3) Filtragem em sistema filtrante a vacuo com filtro de membrana, no qual o
sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore tamanho 0,65 pm;

4) O filtrado foi submetido ao terceiro sistema filtrante, no qual foi submetido a
esterilizacdo através da passagem por um filtro de membrana de 0,22 um de
diametro de poro.

O rendimento deste processo foi de aproximadamente 50%. Desta forma
obtivemos uma solugéo de alho a 50% (p/v), ou seja, 0,5 g/mL.
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4.4Cultura do microrganismo Staphylococcus Aureus para infeccao do
granuloma
Para a manutencdo da cepa foram utilizados tubos de ensaio esterilizados
com TSB (caldo de tripticaseina) 24 horas antes de sua utilizacdo. Para obtencao do
in6culo padrao contendo 108 cfu/mL foram seguidos os seguintes procedimentos:

e foi colhida uma algada de colbnias cultivada em TSB com al¢a de platina
esterilizada;

e 0Ss microrganismos foram dispersados em um tubo de ensaio contendo 10 mL
de BHI e encubados em aerobiose por 4 a 5 horas a 37 °C;

e 0 espectrofotdmetro foi calibrado com soro fisiol6gico e ajustado para 800 nm
de comprimento de onda;

e 0,1 mL da dispersao foi diluida em um tubo contendo soro fisiolégico até
obtencdo de uma suspensao bacteriana com densidade éptica de 60% de
transmitancia.

4.5Inducao de granuloma, infeccao do tecido granulomatoso e tratamentos
realizados
Foram obtidos, por meio da utilizagdao de um perfurador, discos de esponjas
de policlorovinil (PVC) com 12 mm de diametro por 5 mm de altura (densidade de 35
kg/m3, PRO301 — Proespuma Com. e Ind. Ltda). Estes foram esterilizados em
autoclave, a 120°C por 15 min.

O tecido granulomatoso foi obtido por meio do implante de quatro discos de
esponja (descritos acima) no tecido subcutaneo no dorso dos animais, de acordo
com a técnica descrita previamente por GROPPO et al. (2000).

Apés a inducao da anestesia geral nos animais (administracdo intramuscular
de quetamina e xilasina) foi realizada tricotomia da regido dorsal mediana e anti-
sepsia com solucdo de alcool iodado a 2% para a realizacdo da incisdo de
aproximadamente 1 cm, perpendicularmente a coluna vertebral, na derme, sem
invasao de tecido muscular, com tesoura de ponta reta fina. Em seguida, foi feita a
divulsédo do tecido subcutdneo com tesoura de ponta romba; e introducdo das
esponjas, o mais distante possivel da incisdo, em posicdes laterais, uma a esquerda
e outra a direita, duas em direcdo a cabeca e outras duas em diregcdo a cauda.

Seguida da sutura com dois pontos simples, com fio de algodao numero zero.
15



Apbs 14 dias da implantacdo das esponjas, foi realizado a infeccdo dos
tecidos granulomatosos (de acordo com a técnica previamente descrita por
GROPPO et al,, 2004) através da introdugdo de 0,5 mL de uma suspensao
bacteriana de 1x10'® de MRSA ATCC 33591, em solugdo de cloreto de sédio a
0,9%, previamente ajustada por espectrofotometria, em cada um dos quatro tecidos
granulomatosos. Este procedimento foi efetuado em todos os animais e este dia foi

anotado como dia zero da infecgao.

Para a administracdo oral das drogas nos animais foi utilizada uma agulha
especial (Agulha para administracdo oral, curva, 70X15, Arkansas), acoplada a

seringa hipodérmica.

Decorridos 24h da infeccdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em

cinco grupos e o tratamento foi realizado de acordo com a Tabela 1:

Tabela 1. Distribuicao dos grupos do estudo.

Periodo de
Divisao dos grupos Tratamento sacrificio N
(em horas)
1) Grupo controle Oh Dose Unica de soro fisiologico (1 ml/kg) 0 6
2) Grupo controle 24h Soro fisiolégico (1 ml/kg) a cada 8 horas 24 6
Extrato de A. sativum (100 mg/kg) a cada 8 o4 6
3) Grupo alho horas
Amoxicilina em suspenséao (50 mg/kg) da a
4) Grupo amoxicilina cadap8 horas( 99 24 6
5) Grupo Amoxicilina em suspensao (50 mg/kg) e o4 6

alho+amonxicilina extrato de alho (100 mg/kg) a cada 8 horas

Apbs a conclusdao dos tratamentos (0 ou 24 horas apds os tratamentos
realizados), os animais foram novamente anestesiados, exsanguinados através da
seccdo do plexo carotideos e entdo os tecidos granulomatosos infectados foram
cuidadosamente retirados, mediante técnica cirirgica. Em seguida, os animais foram

sacrificados através do aprofundamento da anestesia.

As amostras dos granulomas foram colocadas em diferentes tubos tipo falcon,
contendo 10 mL de solugéo de cloreto de sddio esterilizada, previamente pesado.
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Apbs nova pesagem para determinar o peso do granuloma, as amostras
foram submetidas a agitacdo em vortex por 5 minutos. Ap6s este periodo, foram
colhidas aliquotas de 10 uL e espalhadas, através de uma al¢a de vidro em L, em
placas de Petri de 5 cm de diametro contendo 25 mL de meio de cultura Salt Manitol
Agar.

Todas as placas foram levadas a estufa a 37 °C, durante 18 horas para
incubacgéo. Decorrido este periodo, foram submetidas ao procedimento de contagem

manual.

Analise estatistica.
Os resultados das contagens de colbnias provenientes dos granulomas foram
comparados com o grupo controle, através do teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 5%, com auxilio do pacote estatistico BioEstat 5.
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5. RESULTADOS

Os pesos dos fibromas apresentaram pouca variagdao apés a infeccdo com o
S. aureus ATCC 33591. O tratamento utilizando a amoxicilina 50 mg/Kg apresentou
massa significativamente inferior (p<0.05) em relagdo ao grupo controle Oh. Nos
demais grupos nao houve diferenga estatistica (Figura 1).

Peso dos Fibromas

1.54

Figura 1: Média do peso dos fibromas entre os grupos. Letras diferentes mostram diferenca

estatistica. p< 0,05 (Kruskal-Wallis / Student-Newman Kells).

Em relacdo a contagem de células bacterianas provenientes dos fibromas
observou-se um numero de UFC/mL mais elevado nos controles Oh e 24h. Apesar
da contagem de células ter sido menor no grupo amoxicilina, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo aos controles (p<0.05). Ja& os tratamentos com o alho e a
combinacdo de alho e amoxicilina reduziram significativamente o numero de
UFC/mL com relagdo aos controles Oh e 24h (p<0.05), porém nao ocorreu diferenga
significativa com relagdo ao grupo amoxicilina (p>0.05).
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Figura 2: Média da contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) entre os grupos. Letras

diferentes mostram diferenca estatistica. p< 0,05 (Kruskal-Wallis / Student-Newman Kells).
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6. DISCUSSAO

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina é uma espécie de bactéria
responsavel por muitas infecgdes adquiridas no ambiente hospitalar (GIBBONS,
2008). Este microrganismo pode produzir B-lactamase, enzima responsavel pela
inativagdo da penicilina através da hidrolisacdo do anel B-lactamico do antibiético
(LOWY, 1998; COFFEY et. al., 1995). A resisténcia a meticilina confere resisténcia a
todas as penicilinas e cefalosporinas. Esta resisténcia é devido a presenca do gene
mec que codifica as proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs) (HIRAMATSU et. al.,
1997; SCHABERG & ZERVOS, 1986). Alteracao nas isoformas de PBPs como as
PBP 1a e 2b tem implicado no desenvolvimento resisténcia a penicilina e
cefalosporinas (HIRAMATSU et. al.,, 1997; CHAMBERS, 1996). A ocorréncia de
MRSA e outras cepas multirresistentes tem levado a necessidade do descobrimento
de novas classes de antimicrobianos (GIBBONS, 2004).

O uso de plantas medicinais tem sido sugerido como “antibiéticos alternativos”
na tentativa de combater bactérias resistentes (MATHEWS et al.,, 1999).
Fitoterapicos e produtos naturais em geral possuem uma grande variedade de
compostos bioativos, 0s quais podem ser estruturalmente distintos dos
antimicrobianos convencionais, exibindo novos modos de acao (GIBBONS, 2008).
Na etnobotéanica, existem muitos exemplos de plantas que sdo usadas na forma
tépica ou sistemicamente para tratar infeccées bacterianas, porém ainda ndao ha
nenhum antimicrobiano derivado de planta utilizado clinicamente (MAGASSOUBA et
al., 2007).

As propriedades medicinais do alho tém sido amplamente estudadas, onde os
seus beneficios para a saude como hipocolesterolémico, hiperlipidémico, anti-
hipertensivo, antidiabético, antitrombético, anti-hiperhomocisteinemia,
antimicrobiano, antioxidante, anticarcinogénica, antimutagénica, antiasmatica,
imunomoduladora e pro-bidticasantitrombotico, antiarritmico e anticAncer tem sido
reconhecidos (AMAGASE et al., 2001; MARTINEZ et al., 2007; CASELLA et al.,
2012; MERIGA et al., 2012).

A atividade antimicrobiana do alho sobre S. aureus ja foi reportado em
modelos in vivo e in vitro (GONZALES-FANDOS et al., 1994). O éleo essencial do
Allium sativum foi capaz de inibir o crescimento de cepas de MRSA in vitro (TSAO &
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YIN, 2001). Produtos naturais a base de alho mostraram-se capazes de afetar a
sensibilidade tanto de S. aureus quanto de E. coli em modelo in vitro (WARD et al.,
2002). Alem disso, recentemente o alho também apresentou atividade
antimicrobiana contra outras cepas bacterianas, mesmo aquelas resistentes
provenientes de hospital, dentre elas o S. aureus (GULL et al., 2012). No presente
estudo, a atividade antimicrobiana do alho contra cepas de S. aureus resistentes foi
confirmada em modelo ex vivo, visto que o grupo tratado com o alho nao diferiu

estatisticamente do grupo tratado com amoxicilina.

A propriedade antimicrobiana do alho tem sido atribuida a presenca de
alicina, que pode afetar o crescimento de diversas bactérias. FUJISAVA et al.,
(2009) comparou a agao do extratos aquoso de alho com a alicina isoladamente e
também com os antimicrobianos streptomicina e vancomicina contra S. aureus e E.
coli in vitro. O extrato aquoso de alho mostrou-se mais potente que o composto de
alicina isolado, porém foram menos efetivos que os antimicrobianos testados.
Também nao se verificou acdo sinérgica entre a alicina com a streptomicina e
vancomicina. O extrato hidroalcodlico de A. sativum também apresentou acéo
sinérgica limitada quando combinado com antibiéticos (BETONI et al., 2006). A
hipétese de sinergismo do extrato aquoso de alho com a amoxicilina ndo foi
confirmada neste estudo, onde a contagem de células com os animais que
receberam alho e amoxicilina n&o diferiu estatisticamente do grupo alho e do

amoxicilina administradas isoladamente.

Em estudos in vivo utilizando camundongos BALB/cA foram testados os
extratos aquosos A. sativum e outros dois compostos sulfurados, o dialil sulfeto e o
dialil disulfeto contra cepas de MRSA isoladas de ambientes hospitalares. O alho
assim como o0s outros dois compostos sulfurados demonstraram muitas funcoes
protetivas contra a infeccdo por MRSA. Foram capazes de reduzir o numero de
UFC/mL, suprimir a infecgdo induzida pela elevagédo da fibronectina e interleucina-6
e diminuir o dano oxidativo induzido por MRSA (TSAO et al., 2003). No modelo
empregado neste trabalho, utilizando a infeccdo dos fibromas, também foi possivel
observar uma reducao significativa no niamero de células nos grupos que receberam

tratamentos com extrato aquoso de alho em relagdo aos grupos controles.
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7. CONCLUSAO

O extrato aquoso do A. sativum demonstrou capacidade de reduzir o niumero
de UFC/mL nos fibromas infectados por S. aureus resistente ATCC 33591,
isoladamente ou quando aplicado em conjunto com a amoxicilina. Novos estudos
devem ser conduzidos em outros modelos animais para verificar a efetividade do
tratamento, uma vez que, apesar de reduzir o nimero de colbénias bacterianas, os
grupos tratados com alho nao apresentaram diferengca em relagdo ao grupo tratado
apenas com amoxicilina, indicando que o tratamento a base de extrato de alho pode

nao ser suficientemente efetivo.
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Anexo 2

Parecer sobre o relatorio final de atividades.

PROGRAMA DE BOLSAS DE INICIAGAO CIENTIFICA - QUOTA INSTITUCIONAL UNICAMP

(quota de agosto de 2010 a julho de 2011)

PARECER SOBRE RELATORIO FINAL DE ATIVIDADES

Bolsista: KARINA DOS SANTOS DOMINGUES — RA 85910
Orientador(a): Prof.(a) Dr.(a) FRANCISCO CARLOS GROPPO

Projeto: Efeito do extrato de Allium sativum sobre a atividade antimicrobiana da amoxicilina contra cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina.

PARECER

A graduanda apresentou uma reprovacéo em disciplina académica durante o periodo
de vigéncia da bolsa. Contudo, segundo relato do orientador, cumpriu suas atividades
de pesquisa. O relatorio esta bem elaborado e os resultados sugerem uma publicacao
em revista de bom nivel.

Conclusio do Parecer:
APROVAR (SIM)

REFORMULAR (NAO)
REJEITAR (NAO)
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