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REsumo

O Allium sativum L detém diversos efeitos biologicos como agdo antioxidante, antitrombodtica,
antifungica e antibacteriana. Devido as suas atividades terapéuticas, consta na relacao de plantas medicinais
recomendadas pela ANVISA. Este trabalho objetivou avaliar a agdo do Allium sativum L., alho, sobre
fungoes de neutrofilos humanos, inclusive citotoxidade e produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e a pesquisa da atividade antioxidante pelo ensaio quimico do DPPH. Durante 72 horas, o alho permaneceu
em contato com etanol absoluto e apo6s filtracdo, diferentes diluigdes foram preparadas para realizagdo
dos ensaios. Realizou-se estudos das propriedades antioxidantes do alho por meio de ensaio com DPPH,
teste de viabilidade celular (Azul de Trypan), formacgao de radical anion superoxido pelo Teste do Nitro
Azul de Tetrazolio (NBT), o efeito no sistema MPO/H, O, (ensaio com TMB). No experimento realizado
com DPPH demonstrou-se o efeito antioxidante do extrato de alho em todas as concentragoes estudadas.
A avaliagdo estatistica do efeito do alho no sistema MPO/H,O,, através do ensaio com TMB, permitiu
demostrar que o Allium sativum L. ndo inibiu a agdo da mieloperoxidase, produzida normalmente, pelos
neutrdfilos. Desta forma, conclui-se que o extrato de alho demonstrou atividade antioxidante pelo ensaio
do DPPH e NBT, inibindo também a producao de radical anion superédxido, ndo prejudicou a viabilidade
dos neutréfilos humanos e ndo ¢ inibidor de mieloperoxidase. Outros experimentos sao necessarios para
investigar a acdo do extrato de alho sobre a atividade fagocitaria dos neutrdfilos.

PALAVRAS-CHAVE: Alho; Neutrofilos; Antioxidante.

RESEARCH OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ALLIUM SATIVUM L. BY THE CHEMICAL DPPH ASSAY AND
EX VIVO ASSAYS WITH HUMAN NEUTROPHILS

ABSTRACT

Allium sativum L has several biological effects such as antioxidant, antithrombotic, antifungal
and antibacterial action. Due to its therapeutic activities, it is included in the list of medicinal plants
recommended by ANVISA. This work aimed to evaluate the action of Allium sativum L., garlic, on
human neutrophil functions, including cytotoxicity and production of reactive oxygen species (ROS) and
the research of antioxidant activity by the DPPH chemical assay. For 72 hours, the garlic remained in
contact with absolute ethanol and after filtration, different dilutions were prepared for the tests. Studies
on the antioxidant properties of garlic were carried out by DPPH assay, cell viability test (Trypan Blue),
superoxide anion radical formation by the Tetrazolium Nitrite Blue Test (NBT), the effect on the MPO /
H202 system ( TMB assay). In the experiment performed with DPPH the antioxidant effect of the garlic
extract was demonstrated in all concentrations studied. The statistical evaluation of the effect of garlic
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on the MPO / H202 system, through the TMB
assay, showed that Allium sativum L. did not inhibit
the action of normally produced myeloperoxidase
by neutrophils. Thus, it was concluded that garlic
extract showed antioxidant activity by the DPPH
and NBT assay, also inhibiting superoxide anion
radical production, did not impair the viability of
human neutrophils and is not a myeloperoxidase
inhibitor. Further experiments are needed to
investigate the action of garlic extract on the
phagocytic activity of neutrophils.

Keyworbs: Garlic; Neutrophils; Antioxidant.

INTRODUCAO

A espécie Allium sativum L. é conhecida
popularmente como alho e pertence a familia
Liliaceae. Originario provavelmente da Asia
Central, o alho ¢ atualmente cultivado em varios
paises, inclusive no Brasil e apresenta grande
importancia econdmica por ser amplamente
utilizado pela populacdo na preparagao de alimentos
(KLASSAetal, 2013, p. 558). O poder terapéutico
do alho ¢ reconhecido pelo Ministério da Saude
(MARCHIORI, 2014), e a espécie consta na relagdo
das plantas medicinais recomendadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio
daresolucao RDC n°. 17 de 24 de fevereiro de 2000.

De acordo com a taxonomia, ha cerca de quatro
variedades botanicas de Allium sativum L.: A. sativum
L. variedade sativum, que corresponde ao alho
comum; A. sativum L. variedade ophioscorodon,
A. sativum L. variedade pekinense e A. sativum L.
variedade nipponicum (HOOGERHEIDE, 2009, p.
17). Acredita-se que a partir das duas sub-espécies,
ophioscorodon e sativum, provém oito variedades:
Asiatic, Creole, Purple Stripe, Marbled Purple
Stripe, Porcelain e Rocambole proveniente de
ophioscorodon e do tipo sativum, Artichoke e
Silverskin (GRASSI, 2014). Existem ainda outras
espécies do género Allium descritas na obra de
Lorenzi e Matos (2002, p. 312), que também sdo
utilizadas como condimento de alimentos, porém
em menor escala: alho-da-terra (4. schenoprasum
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L.), cebolinha-de-cheiro (4. fistolosum L.) e alho-
porro (4. porrum L.).

Em 1958, Pasteur identificou no alho uma
atividade antibiotica (SOUZA, 2010, p.3) que, ao
ser reconhecida a partir de observagdes em uma
placa de Petri, permitiu classifica-lo como um
agente bactericida (MARCHIORI, 2014).

O consumo reduzido do alho, restringi-o a uma
pequena importancia nutricional. Apesar de ser
consumido em pequenas quantidades, o alho possui
em sua composi¢ao uma diversidade de compostos
bioativos, destacando-se os organosulfurados,
fendlicos e fitosterdis (QUEIROZ, 2010, p. 31).
Além desses compostos, encontra-se no alho,
adenosina, pectinas, saponinas esteroides. Dentre
os compostos fendlicos, encontram-se flavonoides
tais como a quercetina, apigenina e miricetina,
e, também, mucilagens (MARCHIORI, 2010;
QUEIROZ, 2010, p. 34).

Muitos estudos demonstram propriedades
antioxidantes do género A/lium, atribuidas a
presenca de organossulfurados e seus derivados.
A partir do extrato de alho, sdo obtidas duas
classes principais de componentes antioxidantes:
os flavondides e os compostos que contém
enxofre, dialil sulfeto e trissulfeto e alil-cisteina.
H4 estudos que demonstram na alicina (dialil
tiossulfonato), em baixas concentragoes, atividades
antioxidantes (SILVA, 2009, p. 40). O alho eleva
a capacidade total antioxidante do organismo
através de um mecanismo mediado pelo 6xido
nitrico. A alicina, estruturalmente semelhante
ao dimetilssulfeto, tem capacidade de remover
radicais livres, efeito este também proporcionado
pela presenca do selénio na composicdo. A
acdo antioxidante da aliina, alcina e ajoeno
inibem a peroxidagdo lipidica, inibindo a enzima
xantina-oxidase e eicosanoides, demonstrando
o efeito do alho sobre a LDL (Lipoproteina
de baixa densidade) (MARCHIORI, 2014).

Atualmente, ja foram identificados cerca de
30 componentes do alho que possuem efeitos
terapéuticos. Algumas dessas propriedades
farmacologicas estdo bem estabelecidas: agdo
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antibacteriana e antioxidante, efeitos anti-
helminticos, anti-neoplasicos e imunoldgicos,
combate a patologias endocrinas, cardiovasculares
(APOLINARIO ez al., 2008, p. 2); agdes fibrinolitica,
anticoagulante e anti-hipertensiva, natriurético e
diurético, estimulante da secrecao de insulina e
acao hipoglicémica, agao hipolipidémica, além de
prevencao da aterosclerose (KLASSA, 2013, p.
558). Cientificamente, alguns estudos demonstraram
ainda compostos com agao terapéutica no tratamento
de desconfortos gastrintestinais, dislipidemias,
diabetes, atividades anti-inflamatoria e antiasmatica
(MARCHIORI, 2014; KISS, et al, 2006; KLASSA,
etal. 2013).

O alho também ¢ capaz de reduzir o colesterol,
aumentar a resisténcia fisica e estimular secre¢oes
de glandulas digestivas e da vesicula biliar
(HOOGERHEIDE, 2009, p. 17). “Desde
perturbagdes do aparelho digestivo, verminoses
e parasitoses intestinais, edema, gripe, trombose,
aterosclerose, até infec¢des da pele e das mucosas”™
(LORENZI, MATOS, 2002, p. 312).

Neutrofilos ou leucocitos polimorfonucleares
(PMN) sao células sanguineas produzidas e
armazenadas na medula 6ssea. Sdo as primeiras
células a serem recrutadas em um processo
inflamatdrio e utilizam-se de multiplos mecanismos
para eliminar microrganismos patogénicos
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Fatores
estimuladores de coldnias de granulocitos
(G-CSF) e outros mediadores estimulam as
células hematopoiéticas pluripotentes, na medula
Ossea, ocorrendo a producao dos neutréfilos, que
representam de 50% a 70% do niimero de leucdcitos
total, sendo que, a cada minuto sao langados cerca
de dez milhdes de neutrofilos na corrente sanguinea
de um homem adulto (PEDROSA, 2013, p.32-33).

A principal fun¢@o dos neutrofilos ¢ a fagocitose,
processo que lhes confere consideravel importancia
na defesa do hospedeiro contra microrganismos
invasores e particulas estranhas por fagocitose na
resposta imune inata (URBACZEK, 2008, p.31;
OLIVEIRA, 2012, p.22). Este mecanismo torna-se
eficaz com o aumento da producdo de substancias
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oxidativas internamente, ocorrendo devido ao
aumento da atividade respiratdria destas células
(PEIXOTO et al, 2002, p.17).

Seja por estimulos fagociticos ou por acdo de
mediadores inflamatorios, o consumo de oxigénio
das células neutrofilicas ¢ aumentado e o processo
de “explosdo respiratoria” ¢ manifesto (SANTOS,
2007, p.4).

O processo de fosforilagao oxidativa consiste na
reducdo do oxigénio em dgua. Na reducdo completa
do oxigénio a dgua, sdo necessarios quatro elétrons,
obtendo-se a produgdo de produtos de redugao:
anion superoxido (O,"), o peroxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxil (HO"), que em conjunto
compdem as Espécies Reativas de Oxigénio. “As
EROs podem reagir com biomoléculas tais como
proteinas, lipideos, dcidos nucléicos e carboidratos,
sendo capazes de provocar danos oxidativos
nestas estruturas” (KVIECINSKI, 2007, p.24). A
investigacdo de materiais naturais como fontes de
novos agentes terapéuticos ¢ de grande interesse
cientifico e social. Por isso, o entendimento da
acao do Allium sativum L. sobre a funcao de
uma importante célula do sistema imune ¢ muito
importante.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo
do extrato etandlico do Allium sativum L. sobre
a funcdo de neutrdfilos humanos e pesquisar a
atividade antioxidante por ensaio quimico. Foram
realizados:

e Ensaio de citotoxicidade pelo Azul de Trypan;

® Pesquisa da atividade da mieloperoxidase pelo
ensaio com tetrametilbenzidina (TMB);

e Pesquisa da atividade da NADPH oxidase
da membrana pela formacdo do radical anion
superoxido (teste do NBT);

e Pesquisa da agdo antioxidante pelo teste do
DPPH.

MATERIAL E METODOS
Substancia teste:

O alho (A4llium sativum L.) foi comprado
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em comércio local. Primeiramente, o alho foi
descascado e esmagado e deixado em contato com
etanol absoluto durante 72 horas, para melhor
extracdo de seus constituintes. Em seguida, este
extrato foi filtrado em papel filtro e algodado, e um
extrato concentrado foi obtido (0,5 g/mL), a partir
deste, diferentes concentragoes do extrato de alho
foram estudadas (0,006, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06
e 0,012 g/ml — concentragdes determinadas com
base na quantidade inicial de alho empregado para
a extracdo) diluidas em tampao PBS.

Solucao de 3, 3°, 5, 5’- tetrametilbenzidina
(TMB), 1.6 mM

0,024g de TMB foram dissolvidas em 5 mL de
dimetilformamida (DMF), em seguida adicionou-se
100 pL de uma solugdo de iodeto de potassio 10 mM
e o volume foi completado para 10 mL com acido
acético glacial 800mM. A solugao foi preparada no
dia de uso e mantida em frasco ambar.

Separacdo de neutrofilos humanos utilizando
gelatina (COSTA, 1991)

Para separacdo das células mononucleares e
polimorfonucleares (PMN), o sangue humano
foi coletado com dacido etilenodiaminoacético
dipotassico (K,-EDTA) ou heparina e centrifugado
a 2500 rpm durante 10 minutos e, em seguida, foi
retirado o plasma e o volume celular foi reconstituido
com PBS. Adicionou-se uma solu¢do mantida a
37°C de gelatina 2% em NaCl 0,15 M (v/v), sobre
a suspensdo de células sanguineas reconstituida
com PBS; o material foi homogeneizado e incubado
a 37°C por 30 minutos. Apds a incubagdo, o
sobrenadante rico em leucocitos foi retirado e
transferido para outro tubo de centrifuga onde foi
lavado trés vezes com PBS durante 10 minutos a
1500 rpm. O sedimento final foi lavado 3 vezes em
PBS. O sedimento foi ressuspendido em1 mL de
tampao PBS suplementado (10 mL de PBS mais
100 pL de solucao de glicose (1mg/mL), 100 uL
de solugdo de cloreto de magnésio (0,5 mM) e 100
uL de solugao de cloreto de calcio (1mM)), e as
células foram contadas em camara de Neubauer.

Viabilidade Celular: Teste de exclusao do
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corante Azul de Trypan.

50 pLde suspensdo de neutrdfilos na concentragao
de 1 x 10° células/mL em tampao PBS foram
incubados por 60 e 90 minutos a 37° C na presenca
do extrato de alho em diferentes concentragdes
(0,06, 0,05, 0,04 ¢ 0,03 g/mL). Como controle,
a mesma quantidade de células foi incubada em
tampao PBS na auséncia do extrato. Ap6s o periodo
de incubacgao acrescentou-se 20 puL da solucdo
de Azul de Trypan por 5 minutos, a temperatura
ambiente, e um total de 100 células foram contadas
nos quadrantes laterais da camara de Neubauer. A
porcentagem de células vidveis foi definida pela
formula:

células vivas

Porcentagem de células vidveis = |— - - X100
(células vivas + células mortas)

Avaliacio do efeito do alho no sistema MPO/
H,O,

A avaliagao do efeito do alho no sistema MPO/
H,0, foi feita segundo Marques e Dunford (1997)
utilizando tetrametilbenzidina (TMB) como
substrato. Uma solug@o contendo tampao fosfato
de potassio 80 mM pH 5.4, 200 puL de H,O,
0.3 mM, 320puL de TMB 1.6 mM e diferentes
concentragdes do extrato de alho (0,006, 0,06
e 0,012 g/mL) foi incubada por 3 minutos a 37
°C em espectrofotometro. A reacao foi disparada
adicionando-se MPO (10uL) e a cinética de
oxidacdo do TMB foi acompanhada por 300
segundos, observando-se o efeito do alho em
diferentes concentragdes nessa oxidagao. As
absorbancias obtidas foram analisadas, fazendo-
se as médias das concentragdes utilizadas, em
duplicatas.

A variagdo de absorbancia por minuto (A A/
min) e a atividade de mieloperoxidade em unidade
internacional por mL (U/mL) de MPO foi calculada
a partir da seguinte formula:

U/mL=AA_, nm/minx 5.13
UmL = (2 x AA_, nm/min/3.9 x 10* M) x
(10° pmol/mmol x 1 mLx 1/10 pL x 1000 pL/mL)
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A atividade da mieloperoxidase foi definida
como a quantidade de enzima que consome 1 pmol
de H,O, por minuto de reagao.

Avaliacdo da capacidade sequestradora (ou
redutora) de radical DPPH -Teste para avaliacio
do potencial antioxidante do Allium sativum L

O teste foi realizado de acordo com a metodologia
apresentada por Fenglin et al. (2004) e Cheng et al.
(2006). Resumidamente, foi utilizada uma solugao
de DPPH a 0,004% em metanol (MeOH). A cada
200 pL da amostra teste (extrato de alho) em
diferentes concentragdes (0,6g/mL a 0,3g/mL de
concentragdo final em EtOH) foram adicionados
400 pL da solugao de DPPH, sendo as absorbancias
determinadas a 516 nm em espectrofotometro,
ap6s 30 minutos de reagdo a 25°C. Um controle
de maxima absor¢ao foi utilizado (solugdo de
DPPH (400 pL) adicionadas de 200uL de EtOH).
A equacdo a seguir foi utilizada para determinar a
porcentagem de inibigdo (% A), onde 4 representa
a absorbancia do DPPH sem a adi¢ao das amostras
(extrato de alho) e 4 corresponde a absorbancia
obtida na presenca das amostras, apos 30 minutos
de reagao.

Ay- A
Ay

Todos os ensaios foram realizados em triplicata
e acompanhados dos antioxidantes controles:
quercetina e trolox (analogo hidrossoluvel da
vitamina E).

Yol = » 100

Teste do Nitro Azul de Tetrazolio (NBT)

Posteriormente a separagdo de neutrofilos,
foram adicionados em tubos 80uL de PMN (1x10°
células/mL), tampao PBS, 10uL de forbol miristato
acetato (PMA) como estimulo a 0,1 uM e extrato
de alho, em diferentes concentragdes finais: 0,06,
0,05, 0,04 ¢ 0,03 g/mL (a partir da solucao 0,5g/
mL de etanol). Apos incubag¢do de 30 minutos
em temperatura ambiente, foi adicionada aos
tubos de reacdo a solucdo de 150 pl nitroazul de
tretazolio (NBT) 1,22 mM e incubou-se por mais
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30 minutos em temperatura ambiente (CIARLINI
etal,2005; OLIVEIRA et al, 2009). Prepararam-se
também as solug¢des sem extrato de alho (controle
negativo), para a comparagdo com os resultados
obtidos. Apds incubagdo confeccionou-se laminas,
obtendo-se uma camada monocelular de células.
Para a coloragao utilizou-se corante de rotina
hematoldgica, May Grounwald-Giemsa. A leitura
das laminas foi feita em microscopio Optico em
objetiva de imersao (100x), estabelecendo-se,
qualitativamente, a presenca de células positivas
que apresentaram granulos escuros de formazana
no seu citoplasma (NBT reduzido pelo radical anion
superoxido).

Analise Estatistica
Os resultados foram expressos como média
e desvio padrao e comparados por analise de
variancia (Anova), seguido do pos-teste de Tukey,
estabelecendo-se o nivel minimo de significancia
de p<0,05. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata.

Comité de Etica para ensaio com neutréfilos
humanos

O protocolo foi submetido a0 Comité de Etica
da UNIARA, autorizando a coleta de sangue e os
experimentos (Parecer n°. 1.041.034/ 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tema abordado representa grande importancia
social, pois considerando o alho um alimento
economicamente acessivel e presente cotidianamente
na alimentagao da maior parte da populagao, retém
fitoquimicos terapéuticos (KLASSA, 2013).
Uma classe destes fitoquimicos, os fenolicos, sao
produtos do metabolismo secundario das plantas.
Dentre os fenolicos presentes no alho, estdo os
flavonoides quercetina, apigenina e miricetina, que
sao0 compostos com potencial antioxidante. Ainda,
encontram-se 0os compostos organossulfurados e
precursores, sendo a substancia mais conhecida a
alicina, que em conjunto com os fenolicos atribuem a
propriedade antioxidante ao alho (QUEIROZ, 2010).
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Para a analise da atividade do A/lium sativum L.
no organismo humano, considerou-se sua a¢ao nas
c€lulas sanguineas, particularmente os neutrofilos,
principais fagocitos e participantes da imunidade
natural. Apos estimulacdo, o neutréfilo produz
um metabolismo oxidativo ndo mitocondrial, o
burst oxidativo, caracterizado pela producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs), geradas por
mecanismos dependentes ou independentes da MPO
liberada dos granulos citoplasmaticos (URBACZEK,
2008). Desta forma, no presente trabalho avaliou-
se a acdo do alho sobre a fun¢ao de neutrofilos
humanos, principalmente pela producao de EROs.

Os antioxidantes sdo substancias capazes de
diminuir ou inibir a atividade de substancias
oxidantes e radicais livres, que por sua vez levam
a danos em biomoléculas como lipidios, acidos
graxos, aminoacidos e no DNA. No experimento
realizado com DPPH demonstrou-se o efeito
antioxidante do extrato de alho em todas as
concentracdes estudadas e os resultados foram
semelhantes aos apresentados pela quercetina e
pelo Trolox (Figura 1).

O efeito do extrato foi determinado sobre
a NADPH-oxidase de membrana e sobre o seu
produto, o radical anion superoxido. O termo “burst”
respiratorio ou “burst” oxidativo, refere-se a uma
série de eventos metabolicos que ocorrem quando
os fagocitos sdo estimulados apropriadamente.
Estes sdo: aumento de consumo de O, e produgédo
de espécies reativas de oxigénio (CHANOCK et al.,
1994; SEGAL e ABO, 1993). O teste do nitroazul
de tetrazdlio (NBT) tem o objetivo de avaliar o
mecanismo microbicida de fagocitos avaliando sua
habilidade em produzir EROs capazes de reduzir
o NBT para a sua forma insoluvel (formazan), a
qual ¢ identificada sob microscopia Optica pela
cor azul no citoplasma. A quantidade de NBT
reduzida ¢ diretamente proporcional a quantidade
de ERO produzidas pelos fagocitos, sendo os
principais agentes microbicidas produzidos por
fagocitos. Lima (2011), baseando-se no estudo
de compostos fenolicos totais, (em particular, os
flavonoides), avaliou a capacidade antioxidante

Vor. 21, n.1, 2018

de plantas, demonstrando que, os flavonoides
foram capazes de sequestrar o radical anion
superoxido, levando a diminuicao da velocidade
de formacdo do formazan, a partir da reducao
do NBT pelo radical, demonstrando a presenca
de compostos antioxidantes. Durante a analise
microscopica (Figuras 2A e 2B), pode-se constatar
uma diminui¢do nos granulos de formazana quando
comparamos o neutrdfilo controle (Figura 2A)
e o neutrofilo na presenga do alho (Figura 2B),
ou seja, substancias antioxidantes presentes no
alho, sequestraram o radical anion superéxido,
confirmando a atividade antioxidante do alho.

Durante o burst respiratorio, na degranulagdo
enzimatica, a enzima mieloperoxidase (MPO) ¢
capaz de catalisar uma variedade de compostos,
inclusive atuar na peroxidagao lipidica (SILVA,
2001). A MPO ¢ o principal componente dos
granulos azurofilos dos neutrofilos e tem um
papel muito importante no burst respiratorio.
Ao determinar a agdo do extrato de alho sobre a
mieloperoxdase (MPO) através de experimento
com a TMB que ¢ muito sensivel (MARQUEZ
e DUNFORD, 1998), ficou claro, que o mesmo
nao funciona como inibidor da MPO (Figura 3),
sugerindo que o Allium sativum L. ndo interfere na
atividade desta enzima e, como consequéncia, nao
interfere na eficiéncia de uma das vias do “burst”
oxidativo dos neutrofilos, provavelmente, seu efeito
deva ser mais em nivel de membrana celular.

Em relagdo as concentragdes de extrato etandlico
de alho utilizadas nos testes realizados, observa-
se uma diferenca significativa em relacdo ao
controle com a concentracdes 0,006 g/mL,
demonstrando que o alho teve efeito ativador
sobre a mieloperoxidase neste estudo. No entanto
sdo necessarios outros estudos para comprovar
este efeito, trabalhando com concentragdes mais
baixas e mais altas de extrato de alho, uma vez
que se dobrando a concentragao do extrato (0,012
g/mL) ndo se observou o mesmo efeito sobre a
enzima. No entanto ficou evidente que nenhuma
concentragdo do extrato € inibidora da enzima, nao
prejudicando assim a fun¢do desta enzima presente
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Figura 1 - % de inibicdo do DPPH na presenca do extrato de alho (teste), Quercetina e Trolox (antioxidantes
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controles), em diferentes concentragoes.
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Figura 2 - Em A, granulos de formazana sem alho (controle) sob estimulo de PMA. Em B, presenca de
granulos de formazana no neutrdfilo isolado (estimulado por PMA adicionado ao NBT), sob acdo do

Figura 3 - Avaliagédo do efeito do alho no sistema MPO/H, 0O,
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nos neutrofilos humanos.

Varios testes foram aplicados a fim de demostrar
possiveis efeitos, tanto beneficios quanto maleficios
do alho sobre os neutroéfilos, sendo um dos testes a
inibi¢ao ou nao de algumas fungdes das células. Para
a observacao da viabilidade celular, os neutréfilos
foram analisados pela coloracao Azul de Trypan. As
células viaveis sao impermeaveis ao corante, € por
outro lado, as células ndo viaveis, devido a presenca
de poros em sua membrana, permitem a entrada
de corante, e consequentemente a permeabilidade,
coram-se em azul (CASTRO, 2015). Assim como

Shrivastava e Ganesh (2010), demonstraram a
viabilidade celular pelo teste de exclusao do corante
Azul de Trypan, na avaliagdo da citotoxidade do
extrato de alho, avaliou-se, no presente estudo, em
60 e 90 minutos a permeabilidade dos neutrofilos,
determinando-se que a maioria dos neutrofilos
(>94%) permaneceram viaveis quando submetidos
a diferentes concentragdes de alho (Tabela 1). Desta
maneira, a viabilidade celular foi satisfatoria, ou
seja, o Allium sativum L. ndo inibiu a viabilidade
neutrofilica, ou seja, ndo foi citotoxico para
neutro6filos humanos.

Tabela 1 - Percentagem de células vidveis na presenca e auséncia (controle) de extrato etanolico de
Allium sativum L: Teste de exclusdo do corante Azul de Trypan

Concentracao (g/mL)

Porcentagem da viabilidade (media)

60 minutos 90 minutos
Controle 99,5% 99,5%
0,03 99,5% 96%
0,04 94% 96,5%
0,05 97% 95%
0,06 94,5% 94%

CONCLUSOES

O extrato de alho demonstrou atividade
antioxidante pelo ensaio quimico do DPPH e
ensaio com neutrdfilos na presenca de NBT, ndo
prejudicou a viabilidade dos neutréfilos humanos e
nao ¢ inibidor de mieloperoxidase. Estudos futuros
envolvem ensaios de fagocitose, liberagdo de
citocinas e quimiotaxia na presenca do extrato para
demonstrar o papel do alho durante uma infecgao.
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