ScienTtia PLENA  VOL21 NUM. 10 2025
www.scientiaplena.org.br doi: 10.14808/sci.plena.2025.104601

Avaliagdo preliminar das atividades antimicrobiana e
citotoxica de Allium sativum e Zingiber officinale

Preliminary evaluation of antimicrobial and cytotoxic activities of Allium sativum and Zingiber

officinale

F.1. da S. Martins'*; J. A. de A. Martins'; M. V. de P. Amorim!;
W. R. V. da Rocha?; J. F. de Oliveira'; L. E. Nunes!

!nstituto de Ciéncias da Savide, Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira, 62790-000,
Redengdo-Ceara, Brasil

’Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual da Paraiba, 58101001, Campina
Grande-Paraiba, Brasil

*urimartins@aluno.unilab.edu.br
(Recebido em 02 de fevereiro de 2025; aceito em 30 de setembro de 2025)

A crescente busca por terapias mais seguras ¢ eficazes tem impulsionado a investigagdo de plantas
medicinais, como Allium sativum ¢ Zingiber officinale, amplamente reconhecidas por suas propriedades
terapéuticas no saber popular. Diante disso, este estudo teve como objetivo explorar o perfil fitoquimico,
as propriedades bioativas e o potencial farmacoldgico dessas espécies, com foco em sua atividade
antimicrobiana in silico e citotoxicidade. Os bulbos de A. sativum e rizomas de Z. officinale foram
submetidos a extracdo hidroetandlica por maceragdo, com analise dos extratos quanto a densidade,
rendimento e presenga de metabolitos secundarios. Além disso, testes in silico investigaram a interagdo de
19 fitoconstituintes dessas plantas com a enzima KPC-2, enquanto ensaios in vitro avaliaram a
citotoxicidade utilizando heméacias de carneiro. Os resultados mostraram a presenca de flavonoides,
saponinas e cumarinas como principais metabolitos secundarios. O fitoconstituinte curcumina, proveniente
de Z. officinale, apresentou elevada afinidade de ligagdo com a enzima KPC-2 (-9,1 kcal/mol). Compostos
promissores também foram identificados em A. sativum, como a alicina (-5,7 kcal/mol). Ambos os extratos
demonstraram baixa citotoxicidade nas concentragdes analisadas. Assim, concluiu-se que A. sativum e
Z. officinale sao fontes promissoras de compostos bioativos com potencial antimicrobiano e baixa
toxicidade. Estudos futuros devem focar na otimizagdo desses compostos para desenvolver terapias mais
seguras e eficazes.

Palavras-chave: enterobacteridceas resistentes a carbapenémicos, simulagdo de acoplamento molecular,
toxicidade.

The growing search for safer and more effective therapies has driven the investigation of medicinal plants,
such as Allium sativum and Zingiber officinale, widely recognized for their therapeutic properties in popular
knowledge. Therefore, this study aimed to explore the phytochemical profile, bioactive properties and
pharmacological potential of these species, focusing on their in silico antimicrobial activity and
cytotoxicity. The bulbs of A. sativum and rhizomes of Z. officinale were subjected to hydroethanolic
extraction by maceration, with analysis of the extracts for density, yield and presence of secondary
metabolites. In addition, in silico tests investigated the interaction of 19 phytoconstituents of these plants
with the KPC-2 enzyme, while in vitro assays evaluated cytotoxicity using sheep red blood cells. The results
showed the presence of flavonoids, saponins and coumarins as the main secondary metabolites. The
phytoconstituent curcumin, from Z. officinale, was highlighted, as it showed high binding affinity with the
KPC-2 enzyme (-9.1 kcal/mol). Promising compounds were also identified in 4. sativum, such as allicin
(-5.7 kcal/mol). Both extracts demonstrated low cytotoxicity at the concentrations analyzed. Thus, it was
concluded that A. sativum and Z. officinale are promising sources of bioactive compounds with
antimicrobial potential and low toxicity. Future studies should focus on optimizing these compounds to
develop safer and more effective therapies.

Keywords: carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, molecular docking simulation, toxicity.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo substancias naturais, sintéticas ou semissintéticas capazes de inibir o
crescimento ¢ o desenvolvimento de microrganismos. Entre eles, os antibidticos destacam-se
como um dos grupos mais amplamente comercializados no mundo, os quais podem ser
classificados em bacteriostaticos, quando impedem a multiplicacdo bacteriana, ou bactericidas,
quando eliminam as bactérias. Até os anos 2000, uma série de antibidticos foi descoberta e
introduzida no mercado, incluindo penicilinas, B-lactimicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
macrolideos, peptideos, fluoroquinolonas e outros. No entanto, desde entdo, observou-se uma
redugdo significativa na descoberta de novos antibidticos, enquanto a incidéncia de resisténcia
bacteriana aumentou consideravelmente [1].

A resisténcia microbiana refere-se a capacidade dos microrganismos de sobreviver e se
multiplicar mesmo na presenga de antimicrobianos que antes eram eficazes contra eles. Esse
fendmeno pode ocorrer devido a mutagdes espontaneas, transducdo viral ou sele¢do natural, sendo
frequentemente impulsionado pelo uso indiscriminado e inadequado de antibidticos. Até o século
XX, a resisténcia bacteriana era majoritariamente associada ao ambiente hospitalar. No entanto,
a partir do século XXI, sua disseminagao passou a ser observada em diversos setores da sociedade,
reforgando o conceito de Satude Unica (do inglés One Health), que integra a satide humana, animal
e ambiental [2].

O crescimento acelerado da resisténcia bacteriana compromete a eficacia dos tratamentos
disponiveis e eleva significativamente os custos associados as terapias antimicrobianas. Diante
desse cenario critico, torna-se essencial investir em estratégias terapéuticas inovadoras. Os
produtos naturais tém se destacado como alternativas promissoras, capazes de potencializar a agdo
de antibioticos existentes e reduzir a dependéncia desses farmacos [3]. Neste cenario, o Allium
sativum L. (alho) e o Zingiber officinale Roscoe (gengibre) sdo amplamente empregados na
medicina tradicional por suas propriedades terapéuticas.

Allium sativum é uma espécie amplamente reconhecida como fonte natural de compostos
sulfurados, como a Alicina, que desempenham um papel fundamental tanto em atividades
antimicrobianas quanto cardiovasculares [4, 5]. Ja o Zingiber officinale ¢ uma planta amplamente
distribuida na Asia e contém uma variedade de compostos bioativos que possuem forte associagdo
com a medicina tradicional. Na sua composic¢do, destacam-se os gingerois e shogaois, compostos
ligados a propriedades biologicas que englobam ag¢des imunomoduladoras, antitumorais,
anti-inflamatorias, antiapoptoticas, hipoglicemiantes, antilipidémicos e antieméticos [6].

Apesar do amplo reconhecimento do potencial farmacologico dessas espécies e da progressao
no entendimento de seus compostos bioativos, ainda sdo raros os estudos integrados que avaliem
de maneira completa o perfil fitoquimico, as caracteristicas bioativas e o potencial farmacologico
dessas plantas [7]. Ademais, a diversidade nos procedimentos de extragdo e analise pode interferir
de maneira significativa nos resultados obtidos [8].

Diante disso, sdo necessarias novas pesquisas acerca dos seus perfis fitoquimicos e bioativos
para explorar completamente suas propriedades terapéuticas. Instrumentos como o docking
molecular sdo capazes de aprimorar a estrutura dos compostos bioativos encontrados no alho e
no gengibre, potencializando sua eficacia e reduzindo sua toxicidade [9].

Esta otimizagdo possibilita alterar a composi¢do quimica dos compostos naturais com o
objetivo de aprimorar os pontos de interagdo com os biorreceptores-alvo, tornando-os mais
seguros e eficientes no tratamento de doengas inflamatorias e outras enfermidades associadas.
Portanto, o estudo dessas espécies vegetais pode auxiliar no desenvolvimento de novos
medicamentos que utilizam produtos naturais, equilibrando seguranga, eficacia e inovagdo no
tratamento de varias enfermidades [10].

Além disso, dado o crescente desafio da resisténcia bacteriana aos antibiodticos utilizados na
pratica clinica, torna-se essencial a busca por alternativas terapéuticas eficazes que minimizem os
impactos negativos a satide publica. Nesse cenario, destaca-se a disseminagdo global de
enterobactérias produtoras da enzima KPC-2 (Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2), uma
serina B-lactamase de classe A capaz de hidrolisar uma ampla gama de antibidticos B-lactamicos,
incluindo os carbapenémicos. Essa hidrolise ocorre por meio da formagdo de uma acil-enzima
covalente, mediada por residuos criticos do sitio ativo, como Ser130, Lys234, Trp105, Thr235 e
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Thr237. Cepas produtoras de KPC tém sido amplamente relatadas em paises como Estados
Unidos, Colombia, Argentina, Grécia e Italia, representando uma ameaca crescente a eficacia dos
tratamentos disponiveis [11].

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo explorar o perfil fitoquimico, as
propriedades bioativas e o potencial farmacologico de Allium sativum e Zingiber officinale, com
foco na identificagdo de substancias naturais que possam atuar como alternativas promissoras no
enfrentamento da resisténcia bacteriana, especialmente em cepas produtoras de KPC-2.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e equipamentos

Os seguintes reagentes foram utilizados neste estudo: acetona PA, cristais de 4cido borico,
cristais de acido oxalico, éter etilico PA, zinco metalico PA, acido cloridrico PA, anidrido acético
PA, acido sulfurico PA, gelatina a 2%, cloreto férrico PA, fita de magnésio, cloreto de aluminio
PA, sangue total de carneiro da Laborclin®, solu¢dao de NaCl 0,85% e padrdo de quercetina da
Sigma Aldrich®.

Adicionalmente, os materiais ¢ equipamentos empregados incluiram: balanca analitica
fabricante Edutec, béqueres, pipetas de volumes variados, ponteiras, espectrofotometro UV/VIS
Nova 1600 UV, centrifuga universal refrigerada DIGICEN 21R, cadinhos, espatulas, baldes
volumétricos, tubos de ensaio, tubos Falcon, papel filtro, chapa aquecedora modelo SL-141,
camara escura com luz UV fabricante Cienlab e vortex fabricante Edutec.

2.2 Material botanico e preparacio dos extratos

Aproximadamente 75g de bulbo de Allium sativum e 75g de rizoma de Zingiber officinale
foram obtidos no comércio do municipio de Redencéo-CE. Para preparo dos extratos, os materiais
vegetais foram submetidos a extracdo do tipo maceracdo (1:2) em uma solugdo hidroetanolica
(80:20) por um periodo de 10 dias. Apds este periodo, os extratos foram filtrados e um volume
de 50mL foi armazenado para os testes fitoquimicos e 100 mL foi seco pela técnica de
drop-casting [12]. Os extratos secos foram pesados e obteve-se uma massa de 8,0981g e 8,7729g,
respectivamente.

Além disso, foram calculados a densidade e o rendimento total dos extratos. Para determinar
a densidade, utilizou-se a equagdo I, enquanto o calculo do rendimento total foi realizado com
base na equagao II:

m

D = corresponde a densidade;
M = massa do material botanico seco;
V = volume utilizado.

(1 Re = 22 1100
*“rm ¥

Re = corresponde a rendimento total do extrato;
Pext = peso do extrato seco em gramas;
Pmv = peso do material vegetal fresco.

2.3 Screening fitoquimico

Realizou-se uma analise qualitativa das principais classes de compostos presentes no bulbo de
Allium sativum e no rizoma de Zingiber officinale. Os compostos pesquisados foram taninos,
flavonoides, esteroides, saponinas, cumarinas e alcaloides. Para taninos, utilizou-se o método de
precipitacdo com sais de ferro. Enquanto isso, para os flavonoides, foram utilizadas as reagdes de
cloreto de aluminio, Shinoda, Pew e Taubouk que apresentam coloragdo especifica na presenca
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destes compostos. Ja para as saponinas, sua presenca foi pesquisada pela agitacdo do extrato
aquoso com formacgdo de espuma persistente, em 30 minutos. Para cumarinas, identificou-se por
fluorescéncia. Por fim, utilizou-se o método de precipitagdao, usando os reativos de Bouchard,
Dragendorf e Mayer, para detecc@o de alcaloides [13, 14].

2.4 Atividade antimicrobiana in silico

A atividade antimicrobiana in silico foi conduzida com 19 metabolicos secundarios, sendo 9
deles descrito como composto majoritarios do Allium sativum [15] e 10 do Zingiber officinale
[16], cujas estruturas foram obtidas em 2D junto ao ChemSpider no formato MOLFILES [17].
Ap6s iss0, as estruturas foram convertidas a 3D, adicionados os hidrogénios, pH 7,4 € minimizou-
se se a energia no software Avogadro, onde foram salvos em formato PDB. Além disso, por meio
do software AutoDockTools, adicionou-se as cargas de Gasteiger e detectou-se as ligagoes
rotativas e, apds otimizadas, as moléculas foram convertidas para PDBQT. O mesmo
procedimento foi realizado para dois inibidores da proteina KPC-2, o Avibactam e o Relebactam,
bem como seu coligante, o Faropenem.

A estrutura cristalina da proteina KPC-2 (PDB ID: 5UJ4) de Klebsiella pneumoniae foi obtida
no Protein Data Bank complexada com o Faropenem [18], a qual foi preparada removendo as
moléculas de dgua e cofatores, bem como adicionou-se os hidrogénios para entdo remover o
Faropenem no software AutoDockTools, onde realizou-se o Grid para definir a area ao redor do
sitio ativo da proteina nas coordenadas X= 21,885, Y= 14,678 ¢ Z= 14,433, correspondendo a
uma caixa de 46 x 44 x 42 para todos os alvos.

Antes de realizar o docking molecular, realizou-se a validacdo do método, onde o ligante
cocristalizado, ap6s tratado, foi encaixado no sitio ativo da proteina utilizando o software
AutodockVina. Além disso, para visualizar o encaixe, utilizou-se o software Discovery Studio,
no qual gerou o Root Mean Square Deviation of Atomic Positions (RMSD). Apos validado, os
valores de energia de ligagdo (kcal/mol) foram obtidos, ¢ a conformagdo encaixada foi
visualizada. Este procedimento foi realizado em sequéncia para cada ligante.

2.5 Atividade Citotoxica

Para avaliar a citotoxicidade do bulbo de A/lium sativum e do rizoma de Zingiber officinale,
empregou-se a metodologia descrita por De Sousa et al. (2022) [19], com modificagdes. Este
método utiliza hemacias como modelo in vitro para determinar o potencial citotoxico sistémico,
avaliando a capacidade de uma substancia causar lise celular. Para o ensaio, utilizou-se sangue
total de carneiro, adquirido da Laborclin®, o qual foi misturado a uma solugdo de NaCl a 0,85%
(1:30) e centrifugado a 3500 rpm por 5 minutos. O sedimentado foi lavado duas vezes com a
mesma solugdo salina. Ap6s a tltima lavagem, o sedimentado foi ressuspenso em NaCl a 0,85%,
resultando em uma suspensao de hemacias a 2%.

Nesse experimento, as amostras foram preparadas nas concentragdes de 400, 200, 100 e
50 pg/mL. Em tubos de ensaio, 2 mL da suspensdo de hemacias foi misturado com 0,5 mL de
cada concentragao do extrato. As amostras foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente,
sob agitacao constante. Em seguida, foram centrifugadas, e o sobrenadante foi analisado em um
espectrofotometro a 541 nm. Como controle positivo, utilizou-se agua destilada, e como controle
negativo utilizou-se NaCl a 0,85%. Cada andlise foi realizada em triplicata, e a porcentagem de

hemolise foi calculada utilizando a equagdo III.

(111 % de hemolise = wxlOO
ABSp — ABS

ABSE = Absorbancia do extrato;

ABSB = Absorbancia do branco;

ABSCP = Absorbancia do controle positivo;
100 = fator de correcdo para %.
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O perfil de citotoxicidade dos extratos foi avaliado com base no percentual de hemolise
observado. Valores de hemolise de 0 a 40% foram classificados como indicativos de baixa
toxicidade, de 41 a 80% como toxicidade moderada, e acima de 80% como alta toxicidade [19].

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 9.0, no qual foi
aplicado o teste One-Way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, considerando diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores de densidade (g/mL) e o rendimento total (%) obtidos para os
extratos do bulbo de Allium sativum e do rizoma de Zingiber officinale, de modo que o
Z. officinale apresentou um melhor rendimento do que o 4. sativum.

Tabela 1: Densidade e rendimento dos extratos do bulbo de Allium sativum e do rizoma de Zingiber

officinale.
Amostra Densidade (g¢/mL) Rendimento total (%)
Allium sativum 0,81 10,80
Zingiber officinale 0,88 11,70

Aplicou-se diferentes testes para deteccdo de metabolitos secundarios, como taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas ¢ alcaloides, e os resultados indicaram a auséncia de taninos
em ambas as amostras, enquanto flavonoides foram detectados nos testes de Cloreto de Aluminio
e Taubouk para ambos os extratos, mas nao foram evidenciados pelos testes de Shinoda e Pew.
As saponinas apresentaram resultados positivos para ambas as amostras com o Indice
Afrossimétrico, assim como as cumarinas foram detectadas. Por outro lado, os testes para
alcaloides ndo identificaram a presenga desse grupo de compostos em nenhuma das amostras
(Tabela 2).

Tabela 2: Screening fitoquimico do bulbo de Allium sativum e do rizoma de Zingiber officinale.

Metabdlicos Teste Allium sativum Zingiber officinale
Taninos Cloreto férrico - -
Shinoda - -
. Cloreto de aluminio + +

Flavonoides

Pew - -
Taubouk + +
Saponinas Indice afrossimétrico + +
Cumarinas 365nm + +
Dragendorf - -
Alcaloides Mayer - -
Bouchard - -

+ = detectado; - = ndo detectado.

De forma similar, o estudo de Panda et al. (2024) [20] investigou os metabolitos secundarios
presentes no extrato etandlico do bulbo de A. sativum e, por meio de extracdo por percolagao,
identificou os mesmos metabolitos secundarios observados no presente estudo, corroborando com
os resultados obtidos. Além disso, o estudo de Ahmed et al. (2022) [21] analisou os metabolitos
secundarios no extrato etandlico do rizoma de Z. officinale. Diferentemente do nosso trabalho,
esse estudo identificou a presenca de alcaloides no extrato, além dos outros metabolitos descritos.
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Essa discrepancia pode ser atribuida a sazonalidade que pode influenciar o teor de
fitoconstituintes, conforme demonstrado no estudo de Claro et al. (2024) [22].

Com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terap€uticas contra
a resisténcia mediada pela KPC-2, realizou-se a atividade antimicrobiana in silico de
19 fitoconstituintes, uma vez que as bactérias da familia Enterobacterales que apresentam
resisténcia aos carbapenémicos, representam uma das principais preocupagdes de saude publica
global, devido a crescente resisténcia dessas bactérias & maioria dos antibioticos p-lactamicos.
Ding et al. (2021) [23] destacaram em seu estudo que, geralmente, essa resisténcia esta associada
a producdo de carbapenemases pela bactéria Klebsiella pneumoniae, sendo o gene blaKPC-2 o
principal responsavel. Na China, aproximadamente 70% dos casos de resisténcia a
carbapenémicos envolvem da enzima KPC-2 [24].

Consequentemente, diversos estudos tém buscado novas intervengoes terapéuticas capazes de
inibir bactérias que expressam a enzima KPC-2, com destaque para abordagens baseadas em
bioinformatica. A KPC-2, uma serina B-lactamase de classe A com sitio ativo que hidrolisa
B-lactdmicos por meio da formacdo de uma acil-enzima covalente. Os principais residuos de
aminoacidos envolvidos em sua inibi¢ao incluem Ser130, Lys234, Trp105, Thr235 e Thr237 [11,
23].

Antes de realizar o docking dos metabolitos secundarios, o coligante original foi removido da
enzima KPC-2, seguido pela sua otimizagao estrutural. Posteriormente, o coligante otimizado foi
reposicionado no sitio ativo da KPC-2 para validagdo do método. A sobreposi¢do das estruturas
resultou em um RMSD de 0,270A, indicando a precisio e confiabilidade do protocolo de docking
empregado, pois conforme conceituado por Castro-Alvarez et al. (2017) [25], um RMSD <2A ¢
satisfatorio para validar experimentos de docking (Figura 1).

Figura 1: Validagdo do protocolo de encaixe pela sobreposi¢do do coligante (verde) e apds novo encaixe
(amarelo).

O Quadro 1 ¢ a Figura 2 detalham as interagcdes moleculares observadas no docking dos
19 fitoconstituintes avaliados, do coligante e de dois farmacos de referéncia que atuam como
inibidores da enzima KPC-2. Destaca-se que a afinidade de ligagdo dos compostos presentes no
Allium sativum variou de -2,8 a -5,7 kcal/mol, enquanto os compostos derivados de Zingiber
officinale apresentaram valores de afinidade entre -5,4 e -9,lkcal/mol, indicando que os
compostos do Z. officinale demonstraram maior afinidade de ligacdo em comparacdo aos do
A. sativum.

Entre os farmacos de referéncia, o coligante apresentou a maior afinidade de ligacdo
(-10,7 kcal/mol), formando trés ligagdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Ser130,
Thr235 e Asnl132. Além disso, foram identificadas outras interagdes moleculares significativas,
como forgas de van der Waals, interagdes m-alquil, atracdo elétrica e interagdes desfavoraveis do
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tipo aceptor-aceptor (Quadro 1, Figura 2). Resultados semelhantes foram relatados por Oselusi et
al. (2023) [11], em um estudo in silico que avaliou o potencial dos fitoconstituintes da Ehretia
frente & enzima KPC-2, no qual o coligante também demonstrou a maior afinidade de ligagdo em
comparagdo com outros medicamentos testados.

Entre os fitoconstituintes de Allium sativum, a Alina apresentou a menor energia de ligacao
(-5,7 kcal/mol), destacando-se como o composto mais promissor desse grupo. Este composto
formou duas ligagdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Ser130 e Thr235, além de
estabelecer interagdes importantes, como forcas de van der Waals, atrag@o elétrica e interacdes
carbono-hidrogénio. Em contraste, o Sulfeto de metil-alila exibiu a maior energia de ligacao
(-2,8 kcal/mol), sendo o menos eficaz. Diferentemente da Alina, ele ndo formou ligagdes de
hidrogénio, mas apresentou interagdes como forcas de van der Waals, w-alquil e alquil (Quadro 1,
Figura 2). O melhor desempenho da Alina pode ser atribuido a formagdo de ligacdes de
hidrogénio com residuos de aminoacidos conservados no sitio ativo da proteina KPC-2 [11].

Seguindo o mesmo pressuposto apresentado no estudo de Oselusi et al. (2023) [11], entre os
metabolitos secundarios de Z. officinale, a Curcumina demonstrou a maior afinidade de ligagao,
com energia de -9,1 kcal/mol, superando os farmacos de referéncia e posicionando-se como um
potencial inibidor da enzima KPC-2. Esse desempenho pode ser atribuido as interacdes
especificas da Curcumina que incluiu uma ligagdo de hidrogénio com o residuo conservado
Asnl32, além de interagdes como forgas de van der Waals, n-n empilhada e alquil/z-alquil que
ajudam a estabilizar a intera¢do (Quadro 1, Figura 2).

Destaca-se ainda o potencial de outros fitoconstituintes de Z. officinale, como
[6]-Desidroginderdiona, [6]-Gingerol, [6]-Paradol, [6]-Shogaol, [10]-Gingerol e a propria
Curcumina, que exibiram energias de ligacdo comparaveis ou superiores as dos medicamentos de
referéncia (Quadro 1, Figura 2).
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Quadro 1: Afinidades de ligagdo e interagdes intermoleculares dos principais fitoconstituintes das espécies de Allium sativum e Zingiber officinale, do coligante e dois

inibidores da enzima KPC-2.

Espécie Aﬁl.lida(}e .NO d? l'igagées’ de L . .
botAnica Composto de ligagdo hldrogeglq e residuos Outras ligacdes e residuos participantes
(kcal/mol) participantes
Alina 57 2 (Serl30; Thr235) van der Waals (Ser70; Gly236; ThrB}Z?&%ZZi?g f’}f}?lcrtzrl]cg) (Arg220; Glu276; Lys234); carbono
Sulfeto de metil-alila 238 ) van der Waals (Ser130, 70; Thr237, 216; Lys73; Glul66; Asn132, 170); n-alquil (Trp105); alquil
’ (Leul67)
g Trisulfeto de dialila 41 d 1  The237: L . Glul66: Asn 132. 170): mealauil (Trpl
E (Alltride) -4, - van der Waals (Ser70; Thr237; Lys73; Glu166; Asn 132, 170); n-alquil (Trp105)
§ Alicina a4 ) van der Waals (Ser130, 70; Thr237,; Lys73;. Leu167; Glul66; Asnl132, 170); n-cation (Trp105);
§ ’ carbono-hidrogénio (Ser130) ‘
§ Disulfeto de dialila 40 ) van der Waals (Ser130, 70; Thr235, 237; Lys(7T?;i) ?5151)1 66; Leul67; Gly236; Asnl32, 170); m-alquil
(E)-ajoeno -5,5 - van der Waals (Ser130, 70; Thr216, 237; Lys73; Leul67; Asnl132); n-c (Trp105)
(Z)-ajoeno -5,3 2 (Ser130; Thr235) van der Waals (Ser70; Thr216, 237; Lys73, 234; Leul67; Asn132, 170; Arg220); w-alquil (Trp105)
2-Vinil-4H-1,3-ditiina -3,8 1 (Ser130) van der Waals (Ser70; Thr216, 235, 237; Lys73; Asn132) n-alquil (Trp105)
Sulfeto de dialila -3,6 - van der Waals (Ser70, 130; Thr237; Lys73; Leul67; Glul66; Asn132, 170) w-alquil (Trp105)
Citral A (geranial) -5,4 3 (Ser70; Thr235, 237) van der Waals (Ser130; Thr216; Gly236, 239); n-c ¢ n-alquil (Trp105)
Citral B (neral) -5,8 3 (Ser70; Thr235, 237) van der Waals (Ser130; Thr216; Gly236; Lys73; Asn132, 170); n-c e m-alquil (Trp105)
Zerumbona -6,7 2 (Ser70, 130) van der Waals (Thr216, 235, 237; Lys73; Leul67; Asn132, 170); w-alquil (Trp105)

van der Waals (Thr216, 235; Lys234; Gly236, 239; Tyr129); n-alquil (His274); carbono-hidrogénio

§ [6]-Desidroginderdiona|  -7,8 3 (Ser70, 130; Trp105) (Cys238; Thi237)
§ [6]-Gingerol -8,0 1 (Thr237) van der Waals (Ser70, 130; Thr216; Cys238; Asnl132, 170); alquil (Leul67); n-n empilhada (Trp105)
S i ) van der Waals (Ser70, 130; Thr216, 235, 237; Cys238; Gly236; Asn170; Trp105; Arg220; Pro104);
gg [6]-Paradol 82 1 (Asnl32) alquil (Leul67)
E [6]-Shogaol 1 3 (Ser70, 130; Thr235) van der Waals (Thr216, 237; Lys73, 234; Gly236; Asn170; Pro104); alquil (Leul67); n-c ¢ n-nt
S £ : Y empilhada (Trp105)
S - -
N . ) van der Waals (Ser70; Thr215, 216, 237; Lys73; Leul67; Asnl70); n-c ¢ n-alquil (Trp105); alquil
[10]-Gingerol 8,5 I (Asnl32) (Pro104; Tyr129); carbono-hidrogénio (Glul66)
Curcumina 91 1 (Asn132) van der Waals (Ser130; Thr216; Cys238; Asnl70; Glul68); n-n empilhada (Trp105); alquil E m-alquil
) (Leul67)
. ) van der Waals (Thr216, 237; Lys73, 234; Gly236; Asnl32); n-alquil e n-n empilhada (Trp105);
Zingerona 6.7 3 (Ser70, 130; Thr235) doadores-doadores desfavoravel (Ser70)
Colicante Faropenem 107 3 (Ser130; Thr235; van der Waals (Ser70; Thr216; Gly236; Asnl70; Arg220; Glul66; Leul67); n-alquil e m-alquil
& p ’ Asnl32) (Trp105); atragdo eléctrica (Lys73; 234); aceptor-aceptor desfavoravel (Thr237)
Tnibidor Avibactam 83 | (Se”OI:;S%)ASHBZ; van der Waals (Thr216, 237; Glu166; Asn170); n-alquil (Trp105); atracdo eléctrica (His274; Arg220)
o 5 (Ser70, 130; Thr216, van der Waals (Lys73; Asnl32; Leul67; Pro104); n-alquil (Trp105); atracdo eléctrica (Lys234;
Inibidor Relebactam 81 235,237) Arg220); carbono-hidrogénio (Gly236)
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Alina Citral A

Zerumbona

/ / i

Alicina

Dissulfeto de dialila

/B

[10)-Gingerol

Zingerona

“

Figura 2: Complexo ligante-alvo entre a enzima KPC-2 e as estruturas moleculares dos
fitoconstituintes, coligante e dois inibidores e suas interagdo com os aminodcidos.
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De acordo com a literatura, devido a diversidade de compostos bioativos presentes em plantas
medicinais, ¢ imprescindivel que essas plantas e seus derivados sejam submetidos a testes
toxicoldgicos que garantam sua seguranca para uso [26].

Dessa forma, a Figura 3 apresenta a avaliacdo da citotoxicidade das amostras em diferentes
concentragdes. Em 400pg/mL, as porcentagens de citotoxicidade foram 38,3 + 0,9% e
25,23 + 0,9% para 4. sativum ¢ Z. officinale, respectivamente. Em 200ug/mL, os valores foram
36,43 + 0,9% e 23,37 = 0,9%; em 100ug/mL, 31,17 £ 1% ¢ 18,7 = 0,9%; e em 50ug/mL,
26,77+ 1,4% e 12,43 £ 0,5%.

Segundo Sousa et al. (2022) [19], extratos vegetais com percentuais de hemolise inferior a
40% sdo classificados com baixo perfil citotoxico. A partir dos resultados, se observou que ambas
as amostras apresentaram baixa citotoxicidade em todas as concentragdes avaliadas, além de que,
a medida que a concentragdo dos extratos foi reduzida, a citotoxicidade também diminuiu.

400pg/mL

200pug/mL

100

-+ Elevada citotox. 80— -
Moderada citotox ++ Elevada citotox.

Baixa citotox * Moderada citotox.

Baixa citotox

Hemolise (%)
2
1
Hemolise (%)
h
=
1

G

100pg/mL

100 100

-+ Elevada citotox. - Elevada citotox.

Moderada citotox. Moderada citotox
50

Baixa citotox. Baixa citotox.

Hemolise (%)
Hemoélise (%)

C- A G C+

Figura 3: Atividade citotoxica do bulbo de Allium sativum (4) e do rizoma de Zingiber officinale (G).

Além disso, ao analisar os dados individualmente para cada concentracao, o teste de varidncia
ANOVA mostrou diferencas significativas nos percentuais de citotoxicidade. O teste pos-hoc de
Tukey confirmou que, em todas as concentragdes, ambas as amostras apresentaram diferengas
estatisticamente significativas em relagdo aos controles positivo e negativo, bem como entre si
(p <0,0001).

Resultados semelhantes foram encontrados por Tigu et al. (2021) [27], que avaliaram a
citotoxicidade de A4. sativum em células humanas utilizando o ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetraz6lio). Assim como nesta pesquisa, os autores observaram um
aumento da citotoxicidade proporcional a elevagdo da concentracdo do extrato. De forma
semelhante, Al-Shibani et al. (2022) [28] investigaram a citotoxicidade de Z. officinale pela
mesma metodologia e relataram que, em baixas concentracdes, o extrato apresentou baixa
citotoxicidade, corroborando os achados deste estudo. Embora o ensaio com hemacias ofereca
resultados preliminares, ele se demonstrou igualmente eficaz como ferramenta de triagem inicial
para avaliar o potencial citotdxico de substancias.

De Sousa et al. (2022) [19], ao investigarem a atividade citotoxica da Pavonia glazioviana por
meio de ensaios de hemolise, atribuiram a citotoxicidade dos extratos vegetais a presenca de
saponinas em suas composigoes, presente inclusive nas amostras estudadas (Tabela 2). Esse grupo
de metabolitos secunddrios € conhecido por seu efeito tensoativo, que pode alterar a
permeabilidade das membranas celulares, resultando na liberagdo de hemoglobina no plasma.
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Essa acdo, segundo Xavier et al. (2021) [29], pode acarretar efeitos adversos, como
nefrotoxicidade e alteragdes vasomotoras no coragao.

Além disso, a amostra de A. sativum demonstrou maior citotoxicidade em todas as
concentracdes analisadas quando comparada a de Z. officinale, segundo o poés-hoc de Tukey
(p <0,0001), o que pode ser atribuido & maior concentragao de saponinas no extrato de 4. sativum,
segundo o proposto por Sousa et al. (2022) [19].

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas. Primeiramente, os
ensaios utilizados correspondem a uma abordagem preliminar, tanto para avaliagdo da atividade
antimicrobiana quanto da citotoxicidade, ndo incluindo métodos quantitativos como a
determinagdo da concentragdo inibitoria minima (MIC) ou da concentragdo bactericida minima
(CBM). Além disso, o modelo hemolitico utilizado para avaliar a toxicidade, embora 1til em
triagens iniciais, ndo reflete com precisdo os efeitos em sistemas celulares humanos, sendo
recomendavel a realizacdo de testes em culturas de células humanas ou modelos in vivo em
estudos futuros.

Apesar da existéncia de trabalhos semelhantes na literatura, este estudo se diferencia por avalia
avaliar 19 fitoconstituintes e abordar de forma integrada a caracterizagdo fitoquimica, a simulagao
molecular in silico com foco na enzima KPC-2 — associada a resisténcia a carbapenémicos — ¢
os testes biologicos de Allium sativum e Zingiber officinale, plantas amplamente utilizadas na
medicina tradicional. Essa abordagem integrada contribui para o avango do conhecimento sobre
o potencial farmacoldgico desses extratos e indica compostos bioativos que podem ser
investigados de forma isolada em estudos posteriores. Tais perspectivas abrem caminho para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas em produtos naturais, especialmente
no enfrentamento de infec¢des causadas por bactérias multirresistentes.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados deste estudo, percebeu-se que os extratos de A. sativum e Z. officinale
apresentam caracteristicas promissoras em relacdo a sua atividade antimicrobiana e baixa
citotoxicidade. No contexto da atividade antimicrobiana in silico, 0s compostos presentes no
extrato de Z. officinale apresentaram maior afinidade de ligagdo a enzima KPC-2 em comparacéo
aos compostos de A. sativum, com destaque para a Curcumina, que demonstrou a maior afinidade
de ligacdo (-9,1 kcal/mol). Além disso, os testes de citotoxicidade revelaram que ambos os
extratos apresentam baixa citotoxicidade, embora o extrato de A. sativum tenha mostrado maior
atividade citotoxica em todas as concentragdes testadas.

Nao somente, esses resultados indicaram que os fitoconstituintes de 4. sativum e Z. officinale
possuem potencial terapéutico para inibir a enzima KPC-2, um importante beta-lactamase
associada a resisténcia antimicrobiana, e podem servir como alternativas ou complementos aos
tratamentos convencionais. No entanto, € necessario realizar estudos adicionais, incluindo testes
toxicologicos mais aprofundados e ensaios clinicos, para confirmar a seguranca e eficacia desses
compostos para uso terapéutico.
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