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RESUMO

As pimentas conquistaram o mundo e 0 comércio das especiarias com seu
colorido, ardor e beleza. As pimentas e pimentdes séo representados pelo género
Capsicum, que compreende cerca de 20-25 espécies, pertencentes a familia
Solanaceae. Este género produz metabdlitos secundéarios, dentre eles os
capsaicindides. A capsaicina € 0 mais importante capsaicinéide, responsavel pela
caracteristica das pimentas, a pungéncia. Suas propriedades farmacologicas ja
encontradas sado antiinflamatoria, analgésica, acdo mucolitica e termogénica. Diante
do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as propriedades farmacolégicas
dos extratos brutos de duas variedades da Capsicum chinense Jacq (pimenta
biguinho e bode). Os extratos brutos dos frutos das pimentas bode e biquinho foram
obtidos pelo método de extracdo por maceracdo a frio até o esgotamento por
hexano e etanol, e concentrados em evaporador rotatério, obtendo-se os respectivos
extratos. As metodologias aplicadas para a avaliacdo das propriedades
farmacologicas dos extratos brutos foram a avaliacdo da atividade antiinflamatoria
pelo teste de migracdo de neutrofilos pela cavidade peritoneal em camundongos e
pelo teste edema de pata induzido por carragenina 1%. O potencial analgésico foi
avaliado pelo teste de contor¢cdes abdominais induzidos por acido acético 0,8% e
pelo teste de lambidas induzida por formalina em camundongos. A avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada pela atividade hemolitica in vitro em eritrécitos humanos.
A investigacdo da inativacdo ou morte de juvenis nematoides foi avaliada pelo
meétodo de exposicdo in vitro dos nematdides Meloidogynes a diferentes
concentracbes do extrato bruto. Os resultados demonstraram que 0s extratos
hexanicos das variedades bode e biquinho apresentaram atividade anti-inflamatoria
nos modelos de migracdo de neutréfilos e edema de pata em camundongos,
atividade antinociceptiva avaliada pelo modelo de contor¢cdes abdominais e né&o
apresentaram hemdlise nas concentracfes utilizadas quando comparadas ao grupo
salina. O extrato etandlico apresentou atividade anti-inflamatéria pelo modelo de
migracdo de neutrofilos e edema de pata somente na variedade bode, sendo que a
variedade biquinho apresentou atividade antinociceptiva pelos modelos de
contorgdes e teste de formalina em camundongos somente nas concentracfes 15mg
e 5mg, respectivamente, e ambas as variedades apresentaram atividade hemolitica
similar ao controle salina na concentracdo de 1mg. Na avaliacdo dos juvenis
nematdides Meloidogynes expostos aos extratos etandlicos das variedades
apresentaram paralisia em todas as concentracfes das duas variedades, mesmo
guando expostos aos extratos aquecidos. Desse modo, concluimos que as
variedades apresentam diferencas em seus potenciais farmacolégicos, sendo que o
extrato hexanico o que mais apresentou atividade farmacoldgica. Sugerimos testes
mais aprofundados para descobrirmos as substancias que apresentam tais
atividades.

Palavras-chave: Capsicum chinense, anti-inflamatério, antinociceptivo, nematdides.



1 INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

Os vegetais participam da vida humana desde seus primérdios, como fonte de
alimentos, habitacdo, materiais de vestuarios, utilidades domésticas, como defesas e
ataque e como meio de restauracdo da satde (SIMOES et al. 2001). Entretanto, a
indastria farmacéutica faz utilizacdo deste material muito recentemente, sendo que
até meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados constituiam a
base da terapéutica medicamentosa (CALIXTO 2000). Portanto, estudos com
plantas medicinais sdo desenvolvidos em funcdo de informacdes terapéuticas
obtidas a partir da medicina popular, as quais em trabalhos multidisciplinares,
envolvendo conhecimento quimico, atividade biolégica e controle tecnolégico de
gualidade da substancia de origem vegetal e de seus extratos, sdo importantes para
a consolidacao da fitoterapia como prética segura e eficaz (LOPES 2003).

Em geral, a escolha de uma determinada planta medicinal é feita através da
abordagem etnofarmacolégica, que consiste na exploracdo cientifica dos agentes
biologicamente ativos, empregados ou observados pelo homem, permitindo a
formulacdo de hipoteses quanto as atividades farmacolégicas e as substancias
ativas responsaveis pelas acbes terapéuticas (SIMOES et al. 2001). Esta
abordagem esta relacionada aos estudos etnobotanicos aplicados a plantas
medicinais para a exploracéo cientifica de agentes biologicamente ativos. (MACIEL
et al. 2002)

O Brasil, detentor da maior floresta tropical equatorial e tropical umida do
planeta, constituido de uma grandeza de seu litoral e de sua flora, ndo pode abdicar
de sua vocacdo para os produtos naturais (PINTO et al. 2002). Seu Territorio possui
cinco principais biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Floresta Atlantica, Pantanal e
Caatinga, sendo, portanto, uma rica fonte de produtos terapéuticos (CALIXTO 2000).
O Brasil apresenta a maior diversidade vegetal do mundo, j& que um total entre
350.000 a 550.000, 55 mil espécies encontram-se catalogadas no pais, despertando
assim interesse em comunidades cientificas para a realizacdo de estudos,

conservacdes e utilizagdes destes recursos (SIMOES 2001; SOUZA et al. 2006;



OMENA 2007). Portanto, em funcdo dessa diversidade de espécies, o0 pais se torna
um grande fornecedor de material botanico para o mercado farmacéutico.

As analises farmacologicas e quimicas de plantas medicinais vém
proporcionando um grande avanco cientifico, na obtencdo de novos componentes
com propriedades terapéuticas (VIEGAS 2006), visto que cerca de 30% das drogas
disponiveis no mercado sdo de produtos naturais ou derivados deles (CALIXTO
2005). A descoberta de novos compostos tem estado em permanente evolucéao,
devido as novas técnicas que permitem o isolamento e a determinacdo dos
compostos quimicos. Portanto, as plantas medicinais formam um elo entre as
comunidades tradicional e cientifica, compartilhando informacdes e interesses para o
desenvolvimento e aprimoramento das politicas de saude (CALIXTO 2000). O
estudo destas plantas permite o crescimento do conhecimento cientifico, validando o
uso medicinal para a populagdo (BONTEMPO 2007).

Embora esses estudos estejam em permanente evolucéo e tem crescido muito
nos ultimos tempos, sdo poucos o0s estudos avaliando as propriedades
farmacologicas das pimentas, apesar de serem empregadas COmMO recursos
medicinais nas medicinas indiana, chinesa, egipcia, mesopotamica, entre outras,
devido as caracteristicas de pungéncia (ardida) combatendo o excesso de

mucosidades, eliminando toxinas e tonificando a energia vital (BONTEMPO 2007).

1.2 As Pimentas

O nome Pimenta vem da forma latina pigmentum, passando para o espanhol
pimienta, apresentando significados de “matéria corante” e depois “especiaria
aromatica,” respectivamente (BONTEMPO 2007). Esta especiaria era cultivada pelas
tribos indigenas brasileiras durante a época do descobrimento do Brasil e duram até
os dias de hoje. Entretanto, relatos historicos afirmam que foram os escravos que
trouxeram as pimentas da Africa para o Brasil, porém ja eram utilizadas pelos
nativos como moedas na troca por ferramentas, antes da chegada dos
colonizadores (REIFSCHNEIDER 2000).

As pimentas conquistaram o mundo e o comércio das especiarias com seu

colorido, ardor e beleza. No Brasil sdao produzidas dezenas de variedades,
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movimentando aproximadamente R$ 80 milhdes por ano para a economia do pais.
As pimentas vermelhas respondem pelo terceiro lugar em producdo e consumo de
hortalicas para o tempero brasileiro, deixando a sua frente o alho e a cebola
(REIFSCHNEIDER 2000).

As pimentas e os pimentbes sdo classificados em Reino Plantae, Divisao
Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, e apresenta duas Ordens importantes: a
Ordem Solanales da Familia Solanaceae e do Género Capsicum, e a Ordem
Piperales da Familia Piperaceae e do Género Piper, (BOSLAND e VOTAVA 1999
apud KUMAR et al. 2011).

O género Piper, da familia Piperacea, é representado pela pimenta-do-reino no
Brasil, apresentando varias maturacdes dos graos dando origem a pimenta-verde,
pimenta-preta e pimenta-branca, e seu principal principio ativo é a piperina
(BONTEMPO 2007).

Este género € encontrado principalmente nas regides Sudeste, Sul e Centro-
oeste, (PERUCKA et al. 2007). O género Capsicum compreende cerca de 20-25
espécies, pertencentes a familia Solanacea, representado pelas pimentas e
pimentdes. Sdo classificadas em espécies domesticadas, semi-domesticadas e
silvestres (REIFSCHENEIDER 2000). No momento, o Brasil cultiva pimentas de
espécies domesticadas: C. annuum (jalapefio), C. baccatum (dedo-de-mocga), C.
frutescens (malagueta) e C. chinense (pimenta-de-cheiro,biquinho, bode, cumari-do-
Para). No entanto, as primeiras consumidas eram originarias de plantas selvagens,
classificando as pimentas em uma das plantas mais antigas cultivadas das Américas
(BONTEMPO 2007).

1.2.1 Capsicum chinense

O nome Capsicum chinense foi conferido pelo fisico holandés Kikolaus Von
Jacquinomist, ao considerar esta espécie originaria da China, embora nesta época ja
se soubesse que todas as espécies de Capsicum eram originarias do hemisfério
ocidental (BOSLAND e VOTAVA 1999 apud KUMAR et al. 2011).

A descricdo botanica da espécie Capsicum chinense segundo SMITH e
HEISER (1957) apud LORENZI et al. 2008 é Capsicum sinense Jacques (sinbnimo
de C. chinense). Sao plantas com 45 a 76 cm de altura, folhas ovadas, largas,
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macias ou rugosas, de tonalidade verde claro a escuro. As flores aparecem de 3 a 5
por no6 e os frutos variam de 1,0 a 12,0 cm de comprimento, com formas variaveis e
de cores salmao, laranja, amarela, vermelha ou marrom. E a mais brasileira das
pimentas domesticadas, encontrada em grande diversidade na bacia Amazonica e
no Pard, apresentando diferentes cultivares ou variedades (REIFSCHNEIDER
2000). As variedades da Capsicum chinense se diferenciam pelo tamanho, cor,
forma das folhas, flores, os frutos e a intensidade da atividade picante. Entretanto,
os frutos sdo a parte mais variavel entre as cultivares ou variedades, com
numerosas sementes presas a placenta central, local do principio ativo picante
(LORENZI et al. 2008).

Algumas variedades da espécie Capsicum chinense sdo a pimenta biquinho
(Figura 1a), que apresenta pungéncia doce e com aroma forte e € utilizada em
saladas, conservas. A outra variedade, a pimenta bode (Figura 1b e c), ao contrario,
€ de pungéncia forte, usada em condimentos no preparo de carnes, arroz, feijao,
pamonha salgada e biscoitos e principalmente em conservas. Essa apresenta duas
variedades, pimenta bode amarela e vermelha, ambas maduras, utilizadas em
conservas (REIFSCHNEIDER 2000).

' (b) " (c)

FIGURA 1: (a) Variedade pimenta Biquinho; (b) Variedade pimenta bode amarela; (c) Variedade
pimenta bode vermelha.

FONTE:(a)http://movimento-natureza.blogspot.com/;
(b)http://gastronomiamineiracomcheffsilva.blogspot.com/20101001archive.html

As espécies do género Capsicum apresentam em sua composicao, metabdlitos
secundarios, destacando os capsaicindides, responsavel pela acdo picante das
pimentas. Além destes, as pimentas apresentam também os carotendides, acido
ascorbico, vitaminas C, vitamina E, vitaminas do complexo B e compostos fendlicos
(REIFSCHNEIDER 2000), acidos graxos, alfa caroteno, violaxantina, flavondides,

dentre outros (LORENZI et al. 2008). Entretanto, dos 14 capsaicindides existentes, a
4



capsaicina (Figura 2-A) é a principal, sendo encontrada em maior quantidade nas
pimentas, encontrando também as dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina (Figura
2 B e C) (SIMOES et al. 2001). A capsaicina, dependendo da concentracdo do
principio ativo, estimula termos receptores das mucosas e da pele. Apresentam
também atividades farmacolégicas, como a acdo mucolitica, termogénica,
analgésica, antiinflamatoria (PERUCKA et al. 2007).

HO
O -
o
O

A - Capsaicina

HO
D\/H
~o NW\/V‘\
O
B - Dihidrocapsaicina

HO

H
o N
O \”/\/\/Y
O

C - Nordihidrocapsaicina

FIGURA 2: Estrutura Quimica da Capsaicina (A), Dihidrocapsaicina (B) e Nordihidrocapsaicina (C).
FONTE: LUO et al. 2011.

Quanto a sua atividade anti-inflamatéria, estudos revelam que a capsaicina
exibe propriedades antiinflamatérias inibindo o desenvolvimento da inflamacéao
induzido por carragenina no modelo de edema de pata em camundongos e também
no modelo de artrite em ratos. Entretanto, pesquisas revelam que a liberacdo de

mediadores pro-inflamatérios se associa com a propriedade antiinflamatéria da
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capsaicina (KIM et al. 2003). Recentemente, estudos in vitro demonstraram a
inducdo da apoptose em algumas linhagens de células de cancer humano,
desempenhando um papel na progressdo do cancer e na morte celular apoptotica
(LI et al. 2001; LUO et al. 2011).

1.3 Nematodides

Os fitonemadtides (Figura 4b) apresentam o corpo alongado, afinando-se as
extremidades, apresentando comprimento de 0,5mm na fase juvenil e pode chegar a
4mm na fase adulta. Sado pertencentes a familia Tylenchidae, e os géneros mais
destacantes sdo os Meloidogynes e Heterodera, formadores de galhas e cistos em
raizes, respectivamente (BRASS et al. 2008). O género Meloidogynes apresenta um
ciclo biolégico (Figura 3) desenvolvendo-se por meio de ovos depositados pelas
fémeas adultas em uma substancia gelatinosa chamada ooteca, por onde se
eclodem as larvas. As larvas passam por quatro estagios de desenvolvimento: o
primeiro (J1) ocorre ainda dentro do ovo quando essas trocam de pele pela primeira
vez (ecdises); o segundo estagio (J2) é a eclosdo dos ovos, permitindo a penetracéo
em raizes; o terceiro (J3) inicia-se ap6s a segunda troca de pele (ecdises) e o
crescimento das galhas nas raizes; ap0s a terceira ecdise, a larva entra em seu
guarto estagio (J4). No final do ultimo estagio, as fémeas desenvolvem seus 6rgaos
de reproducdo e os machos abandonam as raizes e se espalham pelo solo para
fecundar as fémeas. As fémeas ja fecundadas depositam seus ovos em ootecas que
podem fixar-se fora das raizes (SHARMA et al. 2000).



Nematoides se desenvolvem
em J3, J4 e adultos. As galhas
séo formadas em repostas ao
parasitismo do nematoide
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FIGURA 3: Ciclo Bioldgico dos Nematoides formadores de Galhas em raizes.
FONTE:Adaptado de COURTESIA V. BREWSTER

Os principais alvos do género Meloidogynes séo as plantacbes de hortalicas,

em especial tomateiros, cafeicultura, algodoeiro, e soja (CHARCHAR 1997), que ao

se alojarem em raizes de planta¢des, formam galhas de tamanho e niumero variado

(Figura 4a). As deformacdes resultam em hipertrofia das células afetadas pela saliva

do parasita, que ao penetra-las introduzem uma secrecao esofagiana, iniciando a

hipertrofia celular e hiperplasia no periciclo, dando origem as células gigantes, que

sao a fonte nutritiva para as larvas (BRASS et al. 2008).

FIGURA 4: (a) Nematoides em galhas no mamoeiro; (b) Visualizagéo de nematdides na fase larval J2

em microscépio optico na objetiva de 40 vezes; Meloidogynes spp.
FONTE: http://eeskm47.blogspot.com/2011_01_01_archive.html



A economia do Brasil é bastante afetada em decorréncia aos danos causados
pelo género Meloidogynes, devido ao vasto circulo de plantas hospedeiras, incluindo
plantas monocotiledoneas, dicotiledoneas, plantas herbaceas e lenhosas,
expandindo para mais de 2000 espécies de plantas hospedeiras. Nas regides do
Cerrado as plantacdes sofrem grandes perdas na época do verdo, quando as
temperaturas se elevam, com o aumento concomitante das infestacdes no solo
(CHARHCAR 1997).

O controle desses parasitas € realizado por meio de produtos nematicidas e
rotacdo de culturas. A rotacdo de cultura é realizada com plantas ndo hospedeiras
ou mas hospedeiras, sendo este de alto custo de espaco utilizado podendo onerar
0s custos das producdes. O nematicida mais utilizado € o brometo de metila,
apresentando um desequilibrio biologico, deixando residuos nos vegetais, seu uso
foi restrito ou parcialmente proibido devido aos impactos negativos causados ao
meio ambiente e ao ser humano (FERRIS et al. 1999; SHARMA et al. 2000; NICO et
al. 2004). Dessa forma, varias alternativas estdo sendo avaliadas para o
desenvolvimento de opc¢des ecologicamente sustentaveis no combate aos
fitonematoides (CHARCHAR et al. 2005). Uma das alternativas séo extratos de
varias partes de plantas, visto que, apresentam vantagens, como a possibilidade de
gerar novos compostos que patdgenos ndo sdo capazes de inativar, s80 menos
concentrados e, portanto, menos téxicos, e biodegradaveis. (FERRIS et al. 1999).

Estudos com plantas pertencentes a familia Solanaceae demonstram que sao
naturalmente tolerantes a alguns fitopatdgenos (MORASSUTTI et al. 2002). Por
exemplo, extratos de folhas de berinjela apresentam peptideos de defesa com alta
atividade nematicida contra Meloidogynes incognita (ALMEIDA 2007), e também
clones de batata-doce sdo altamente resistentes a Meloidogynes incognita
(MORASSUTTI et al. 2002).

Apesar de espécies do género Capsicum apresentar efeitos farmacologicos,
estudos com as variedades da Capsicum chinense na investigacdo farmacologica
ainda sdo escassos, podendo ser um alvo importante na descoberta de novos

compostos fitoterapicos.



2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar as propriedades
farmacoldgicas dos extratos brutos de duas variedades da Capsicum chinense Jacq

— pimenta biquinho e pimenta bode.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a atividade anti-inflamatdria dos extratos brutos das variedades
da Capsicum chinense Jacg. por meio da avaliagcdo da migracao de neutrofilos para

a cavidade peritoneal de camundongos.

2. Avaliar a atividade anti-inflamatoria dos extratos brutos das variedades
da Capsicum chinense Jacg. pelo modelo de edema de pata em camundongos

induzida por carragenina.

3. Avaliar a atividade antinociceptiva dos extratos brutos das variedades
da Capsicum chinense Jacq. pelo modelo de contor¢cbes abdominais e teste de

formalina em camundongos.

4. Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos das variedades da
Capsicum chinense Jacg. por meio da atividade hemolitica em eritrécitos humanos.

5. Avaliar a inativacdo ou morte de juvenis nematdides Meloidogynes
incognita expostos aos extratos brutos das variedades da Capsicum chinense Jacq.

in vitro.



Artigo 1: INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES
FARMACOLOGICAS DOS EXTRATOS BRUTOS DE DUAS
VARIEDADES DA Capsicum chinense Jacq.

RESUMO: Capsicum chinense é uma espécie de pimenta encontrada em regides
Sul, Sudeste e Centro-oeste do Brasil. Entretanto, esta espécie apresenta diferentes
cultivares, e sua composicdo é composta por metabdlitos secundarios, como o
alcaléide capsaicina, um capsaicindide responsavel pelo sabor pungente da
pimenta. O objetivo deste estudo foi investigar as propriedades farmacoldgicas dos
extratos brutos de duas variedades da Capsicum chinense (pimenta biquinho e
bode). Os extratos dos frutos das variedades foram obtidos pelo método de extracéo
utilizando solventes hexano e etanol, e apds concentrados foram roto evaporados a
60°. Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (n=5), machos e fémeas. As
metodologias empregadas para a avaliacdo das atividades antiinflamatorias foram
migracdo de neutrdéfilos para cavidade peritoneal de camundongos e edema de pata
induzido por carragenina 1%, com o pré-tratamento com os extratos (1, 5, 15mg s.c).
A avaliacdo antinociceptiva foi realizada pelo teste de contor¢cbes abdominais
induzidas por acido acético (0,8%) e lambidas de pata induzidas por formalina
(2,5%). O teste citotoxico foi realizado pelo método de atividade hemolitica em
eritrécitos humanos in vitro expostos aos extratos (1, 3, 5mg). Os resultados
demonstraram que os extratos hexanicos, das duas variedades, e o etandlico da
variedade bode apresentaram acdo antiinflamatéria pelo modelo de peritonite.
Resultados semelhantes foram observados no método de edema de pata, onde o
extrato hexanico da variedade biquinho reduziu o edema, e os extratos hexanicos e
etandlicos da pimenta bode. A avaliacdo antinociceptiva pelo teste de contorcbes
abdominais mostrou que o extrato hexanico da variedade bode reduziu as
contorcbes em todas as concentracbes e a variedade biquinho reduziu as
contorgbes nas maiores concentracbes dos dois extratos. O teste de lambidas
induzidos por formalina demonstrou que o extrato etandlico da pimenta biquinho foi
capaz de reduzir as lambidas na concentracdo de 5mg na fase tardia, mas o extrato
etandlico da pimenta bode nao foi capaz de reduzir em nenhuma das concentracoes.
A avaliacdo com eritrocitos humanos mostraram que 0s extratos hexanicos da
variedade bode e biquinho ndo apresentaram hemdlise, similar ao grupo salina, e 0s
extratos etanodlicos apresentaram valores maiores que o0 grupo salina, mas nao
apresentaram hemdlise quando comparados ao grupo Triton. Com base nesses
resultados concluimos que os extratos de ambas as variedades apresentam
substancias com propriedades farmacolégicas, sendo necessaria uma avaliacdo dos
compostos para melhor esclarecimento das atividades.

Palavras-chave: Capsicum chinense, anti-inflamatorio, antinocicepcao.
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INTRODUCAO

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, € representado por
cinco espécies de pimentas domesticadas utilizadas pelo homem: Capsicum
annuum L., Capsicum baccatum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens
L. e Capsicum pubescens (CARVALHO et al. 2004). A espécie Capsicum chinense é
representada por pimentas encontradas fartamente em regibes Sudeste, Sul e
Centro-oeste (PERUCKA et al. 2007), no entanto ha pouca disponibilidade de
informagdes cientificas sobre sua morfologia e outros caracteres relacionados a
farmacologia.

Dentro de cada espécie existem numerosos tipos de variedades ou cultivares.
A espécie Capsicum chinense possui cultivares morfologicamente distintas no
tamanho, cor e forma dos frutos e folhas, bem como na intensidade da atividade
picante. Os frutos de cada cultivares sdo as partes mais variaveis, todos com
numerosas sementes presas a placenta, que contém o principio ativo picante, a
capsaicina (LORENZI et al. 2008). Pimenta de cheiro, pimenta biquinho, cumari-do-
Para, murupi, bode vermelha e amarela, sdo nomes populares de algumas
variedades de Capsicum chinense (REIFSCHNEIDER 2000).

As pimentas foram os primeiros temperos utilizados pelos indios com a funcao
de dar cor e aroma aos alimentos, além do emprego na conservacao dos alimentos,
protegendo-os de fungos e bactérias (REIFSCHNEIDER 2000). S&o descritas como
um alimento funcional, ou seja, alimentos que proporcionam beneficios para a
saude, inclusive na prevencao ou tratamentos de doencas (SURH 1999). De acordo
com ANJO (2004), as pimentas vermelhas apresentam propriedades antioxidantes,
antiinflamatérias, antimutagénicas. Dentre os estudos ja realizados com este género,
a especie Capsicum frutescens utilizada popularmente como condimento para
preparo de alimentos também apresenta atividade com fins farmacéuticos, como
vasodilatadora e também na agricultura como repelente e bioinseticidas (OGA
2008).

Espécies Capsicum baccatum L. e Capsicum frutescens L. sdo fontes de
agentes antioxidantes naturais em alimentos como demonstrado por COSTA e
colaboradores (2009). Ensaios com ratos revelaram que a espécie C.annuum L. é

provida de efeito hipocolesterolémico e hipotrigliceridémico quando acrescentada a
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uma dieta hiperlipidica, porém sem efeitos toxicos especificos e alteracdes
histologicas em 6rgédos isolados (KWON et al. 2003).

O género Capsicum também é fonte de vitaminas C, de carotendides, de
vitamina E e das vitaminas do complexo B, bem como os compostos fendlicos e o
acido ascorbico (REIFSCHNEIDER 2000). Esses compostos respondem por muitas
de suas ac¢des farmacoldgicas.

Dentre os principais componentes das pimentas estdo os capsaicindides,
compostos fendlicos responsaveis pelo sabor pungente ou picante, variando a
concentragdo entre as especies e cultivares da mesma espécie (CARVALHO 2004;
PERUCKA et al. 2007).

O capsaicindide considerado de maior relevancia no género Capsicum é a
capsaicina, embora outros capsaicindides ja foram relatados, como a
dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina e homodihidrocapsaicina (BONTEMPO
2007).

Estudos revelam que a capsaicina apresenta atividades antihiperlipidémica,
propriedades antiinflamatorias, antioxidantes e sé@o efetivos no tratamento da dor
associada com artrite, cistite e neuropatia diabética (SURH et al. 2002).
Fisiologicamente, a capsaicina reduz a vasodilatacdo e também a transmissdo de
impulsos dolorosos da periferia para o sistema nervoso central. A capsaicina é
também capaz de inibir a inflamacdo na pata de camundongos induzida por
carragenina e também na artrite em ratos, demonstrando possuir atividades
analgésicas e antiinflamatorias (KIM et al. 2003).

Diante destas informacdes, o presente estudo teve como objetivo investigar as
propriedades farmacolégicas dos extratos brutos de duas variedades de pimenta da

Capsicum chinense Jacq. (pimenta biquinho e bode vermelha).

MATERIAL E METODOS

Coleta e Preparacao dos extratos brutos de Capsicum chinense
Os frutos das duas variedades (biquinho e bode) foram adquiridos no Mercado

Municipal de Campo Grande — MS e as exsicatas depositadas no Herbario da
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Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com o numero de registro 29236 e
33633, respectivamente.

Aproximadamente 2 kg dos frutos foram lavados e secos em estufa com
circulacdo de ar, e submetidos a extracdo por maceracao a frio até o esgotamento
por hexano e etanol, e concentrados em evaporador rotatério, obtendo-se o0s

respectivos extratos (Figura 5).

Material Vegetal
(Frutos)

Hexano 700 mL; 3x3 dias; 2 meses

Extrato Hexéanico Torta 1
(EH)

Etanol 700 mL; 3x3 dias; 2 meses

Extrato Etanolico Torta 2

(EE)

FIGURA 5: Obtencéo dos extratos hexanicos (EH) e etandlicos (EE) do material vegetal de Capsicum

chinense (variedade biquinho e bode).

Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos e fémeas, pesando
aproximadamente 20-25g. Os animais foram provenientes do Biotério da
Universidade Catdlica Dom Bosco, mantidos sob condicbes de temperatura (23-
25°C) e o ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a racao e agua. Todas as
fases dos experimentos e procedimentos foram realizadas de acordo com as normas

internacionais de ética em pesquisa com animais, com o protocolo numero 004/11.

Avaliacao antiinflamatéria — Migracao de neutrofilos
O efeito antiinflamatério foi realizado por meio do teste de migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos, de acordo com Moreno e
colaboradores (2006).
13



Para tanto os animais (Swiss n=5) foram pré-tratados com os extratos brutos
hexanicos e etandlicos em diferentes doses (1, 5 e 156mg s.c) e posteriormente
submetidos ao estimulo flogistico (Tioglicolato 4% i.p.) apés 15 minutos do
tratamento. O grupo controle negativo foi tratado com Salina 0,9% (i.p.). Apos 6
horas do estimulo os animais foram eutanasiados e a migracao de neutrofilos para a
cavidade peritoneal foi avaliada por meio da coleta do exsudato com Salina/EDTA
(5%). A contagem total foi realizada em contador automatico de células Hematologia
Analyser (Sysmex Corporation, Japan) e o resultado expresso em n° células X
10°/mL. Foram realizados esfregacos para a contagem diferencial das células. Estas
foram coradas com Pandtico rapido (Diff Quik) e analisadas em microscépio Optico

por meio da objetiva de imerséo (1000 vezes).

Avaliacdo Antiinflamatéria - Edema de Pata
O modelo de edema de pata induzido por carragenina 1% foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por LEVY (1969) em camundongos Swiss (n=5),
pré-tratados com os extratos brutos hexanicos e etandlicos das duas variedades de
Capsicum chinense em diferentes doses (1,5 e 15mg s.c). Como controle do
experimento foi usada a Dexametasona 0,4mg/kg (s.c.). O controle positivo somente
carragenina 1% (50puL s.p.). As patas que receberam o estimulo foram avaliadas por
meio da mensuracdo da espessura no aparelho Pletismémetro (INSIGHT) em
diferentes intervalos de tempo (zero, 15, 30, 120, 240 minutos).
Apo6s a ultima mensuracdo, os animais foram eutanasiados e as patas foram

coletadas e congeladas em ultrafreezer para futuras analises.

Avaliacdo da Atividade Analgésica
Teste de ContorgBes abdominais induzidos por acido acético
A avaliacdo do potencial efeito analgésico foi realizada por meio do teste de
contor¢cdes abdominais de acordo com a metodologia descrita por KOSTER e
colaboradores (1959). Os animais (Swiss n=5) foram pré-tratados com 0s extratos
brutos hexanicos e etandlicos em diferentes doses (1, 5 e 15mg s.c) 15 minutos
antes do estimulo da dor com &cido acético 0,8% (10mL/kg i.p.). O grupo controle
recebeu acido acetil salicilico (AAS - 100mg/kg). Os animais foram observados

durante 30 minutos apo6s o estimulo, analisando o numero de contorcoes.
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Teste de Formalina

O teste de formalina avalia a atividade analgésica de acordo com o0 numero
de lambidas/ou mordidas na pata. Os camundongos Swiss (n=5) foram pré-tratados
com os extratos brutos hexanicos e etandlicos das variedades de Capsicum
chinense, em diferentes doses (1, 5 e 15mg s.c), 15 minutos antes do estimulo com
Formalina 2,5% (30pL s.p.). Os controles receberam Acido acetil salicilico (AAS —
100mg/kg). Os animais foram avaliados em duas fases: 1°fase nos primeiros 5
minutos, fazendo uma pausa de 10 minutos e a 2° fase os 15 minutos restante
observando o numero de lambidas e/ou mordidas na pata injetada (HUNSKAAR e
HOLE 1987).

Avaliacao da Citotoxicidade
Atividade Hemolitica
O ensaio para determinar a atividade hemolitica foi de acordo com Park e

colaboradores (2004), realizado na EMBRAPA CENARGEM de Brasilia no
laboratério de Biotecnologia. Foram utilizados eritrocitos humanos do tipo sanguineo
O negativo. Os eritrécitos foram coletados, lavados com salina 0,9% e centrifugados
a 1500 rpm por 5 min (20°C), separando assim o plasma. Para o experimento foi
utilizado sangue a 8%, distribuidos em pocos de placa de 96 pocos, adicionando os
extratos hexanicos e etandlicos em diferentes doses (1, 3 e 5mg). Os extratos foram
diluidos em Salina 0,9% e centrifugados, utilizando-se somente a parte solavel dos
extratos. Os controles receberam Triton X-100 (5uL diluidos em 95uL de agua Mili-
Q) e Salina 0,9%, todos os grupos foram realizados em triplicata. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (leitor de ELISA), em um comprimento de onda de
540nm.

RESULTADOS

1. Avaliacao da Atividade Antiinflamatoéria
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Efeito dos extratos brutos das variedades de C. chinense sobre a

migracado de neutrofilos para a cavidade peritoneal de camundongos

Os extratos hexanicos concentram os compostos apolares, como o0s acidos
graxos e lipidios. Assim, nossos resultados demonstraram que 0 extrato bruto
hexanico da pimenta biquinho em todas as doses (1, 5 e 15mg) foi capaz de reduzir
a migracdao de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos, quando
comparados ao controle nao tratado. A migracdo observada nos grupos tratados
com o extrato héxano da pimenta biquinho foi similar aquela observada em animais
gue receberam salina intraperitonealmente. Por outro lado, o extrato etandlico da
mesma pimenta, que concentra substancias polares, foi capaz de inibir a migracéo
de neutrdéfilos somente na concentracdo de 15mg (Figura 6). Os dados sugerem que
0 extrato hexanico possui importante acao antiinflamatoéria e que esse efeito parece

ser mais potente em relacdo ao extrato etandlico.
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FIGURA 6: Avaliacdo do efeito dos extratos brutos da Capsicum chinense variedade Biquinho
sobre a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos. O efeito
antiinflamatorio dos extratos brutos da pimenta biquinho foi avaliado em camundongos Swiss (n=5)
submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos brutos hexanico e etandlico
(1/5/15mg, s.c) 15 minutos antes do estimulo inflamatério (Tioglicolato 4%, 500uL i.p). Os controles
negativos receberam salina 0,9% (200uL i.p). Ap6s 6 horas os animais foram eutanasiados e
realizada a contagem total e diferencial das células. Os resultados estdo expressos em numero de
neutréfilos X 10° (media £EPM) * p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com tioglicolato 4%. Foi
utilizado o programa Graphpad prism 5.
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Quando avaliamos o efeito antiinflamatério da variedade bode da C. chinense,
observamos que tanto o extrato hexanico quanto o extrato etandlico em todas as
doses utilizadas (1, 5 e 15mg) foram capazes de inibir a migracdo de neutroéfilos para
a cavidade peritoneal de camundongos, quando comparado ao grupo nao tratado.
Entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os extratos etandlicos
e hexanicos, assim como entre as diferentes doses (Figura 7). Esses dados
sugerem o efeito antiinflamatorio dos extratos hexanico e etanodlico da variedade
Bode da C. chinense. Diante das diferencas observadas na atividade antiinflamatéria
das variedades Biquinho e Bode da C. chinense, podemos sugerir a existéncia de
diferencas qualitativas e/ou quantitativas na composicdo quimica das variedades da
Capsicum chinense.
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FIGURA 7: Avaliacdo do efeito dos extratos brutos da Capsicum chinense variedade Bode
sobre a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de camundongos. O efeito
antiinflamatoério dos extratos brutos da pimenta bode foi avaliado em camundongos Swiss (n=5)
submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos brutos hexanico e etandlico
(1/5/15mg, s.c) 15 minutos antes do estimulo inflamatdrio (Tioglicolato 4%, 500uL i.p). Os controles
negativos receberam salina 0,9% (200uL i.p). Ap6s 6 horas os animais foram eutanasiados e
realizada a contagem total e diferencial das células. Os resultados estdo expressos em numero de
neutréfilos X 10° (media £EPM) * p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com tioglicolato 4%. Foi
utilizado o programa Graphpad prism 5.
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Efeito dos extratos brutos das variedades de C. chinense sobre o edema
de Pata em camundongos

Objetivando avaliar o efeito sobre os extratos das variedades Biquinho e Bode
da Capsicum chinense sobre os fendmenos vasculares da inflamagdo, foram
conduzidos os ensaios de edema de pata em camundongos. A concentracdo de
5mg dos extratos foi eleita por apresentar em experimentos anteriores uma

marcante agao antiinflamatoria.

Nossos dados demonstraram que o extrato hexanico da variedade biquinho foi
capaz de reduzir o edema de modo similar ao tratamento com dexametasona na 2°
hora apés o tratamento. Esse efeito ndo foi mais obervado na 4° hora (Figura 8,
painel A). Similar ao observado com a migracdo de neutrofilos, o extrato etandlico da
variedade biquinho, n&o foi capaz de reduzir o edema de pata quando comparado ao
grupo néo tratado (Figura 8, painel B). Quando comparamos o0s dois extratos, ndo
houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o extrato hexanico e etandlico da

variedade biquinho no pico do efeito antiedematogénico (120min).

Esses resultados corroboram os dados apresentados anteriormente. Nossos
resultados sugerem que apenas o extrato hexanico € provido de significativa acédo

antiinflamatoéria.
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FIGURA 8: Avaliacdo do efeito antiinflamatério dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Biquinho sobre o teste de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. O efeito do edema inflamatério dos extratos brutos da pimenta biquinho foi avaliado
em camundongos Swiss (n=5) submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos
brutos hexéanicos (A) e etandlicos (B) (1, 5 e 15mg s.c) 15 minutos antes do estimulo do edema
(Carragenina 1%, 50puL s.p.). O controle negativo recebeu dexametasona 0,4mg/kg (100uL s.c.), 30
minutos antes do estimulo. Os animais foram avaliados pela mensuragdo das patas em diferentes
tempos (zero, 15, 30, 120, 240 minutos) utilizando o aparelho Pletismémetro de pata (EFF 304
INSIGHT). Os resultados estédo expressos em volume (mL) pelo tempo de tratamento (media £tEPM) *
p<0,05 quando comparado ao grupo tratado com carragenina.
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Quando avaliamos o efeito dos extratos hexanicos e etandlicos da variedade
Bode da C. chinense, observamos que similar a variedade biquinho, o extrato
hexanico foi capaz de inibir a atividade edematogénica da carragenina, com efeito
estatisticamente significativo na 2° hora, quando comparado ao grupo néo tratado. A
intensidade da inibi¢&o foi similar aguela observada com a dexametasona (Figura 9,
painel A). De modo similar, os animais tratados com o0 extrato etandlico
apresentaram reducdo no edema estatisticamente significativa na 2° hora, quando
comparado ao grupo nao tratado (Figura 9, painel B).

Similar ao observado com a variedade Bode, quando comparamos os dois
extratos, ndo houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o extrato hexanico e
etandlico da variedade biquinho no pico do efeito antiedematogénico (120min).
Também nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
entre a atividade antiedematogénica das duas variedades de C. chinense.
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FIGURA 9: Avaliacé@o do efeito antiinflamatdrio dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Bode sobre o teste de edema de pata induzido por carragenina em camundongos. O
efeito do edema inflamatério dos extratos brutos da pimenta bode foi avaliado em camundongos
Swiss (n=5) submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos brutos hexanicos (A) e
etandlicos (B) (1, 5 e 15mg s.c) 15 minutos antes do estimulo do edema (Carragenina 1%, 50uL s.p.).
O controle negativo recebeu dexametasona 0,4mg/kg (100pL s.c.), 30 minutos antes do estimulo. Os
animais foram avaliados pela mensuracdo das patas em diferentes tempos (zero, 15, 30, 120, 240
minutos) utilizando o aparelho Pletismémetro de pata (EFF 304 INSIGHT). Os resultados estdo
expressos em volume (mL) pelo tempo de tratamento (media +tEPM) * p<0,05 quando comparado ao
grupo tratado com carragenina.
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Avaliacdo da Acdo Analgésica

Efeito dos extratos brutos das variedades C. chinense sobre o nimero de

contor¢fes abdominais induzidos por acido acético em camundongos.

Substancias quimicas injetadas por via intraperitoneal induzem contorcdes
abdominais devido a sensibilizacdo de nociceptores por prostaglandinas. Este teste
€ util para avaliar a analgesia moderada produzidas por compostos antiinflamatorios
(FERREIRA e VANE 1974). O teste de contorgdes abdominais demonstrou que o
extrato hexanico da variedade Bode da C. chinense foi capaz de reduzir o nimero
de contor¢cdes abdominais acumuladas em todas as doses administradas. A
magnitude da inibicdo foi a mesma em todas as doses, porem maior que aquela
observada nos animais tratados com AAS, sugerindo a marcante acao analgésica
desse extrato (Figura 10, painel A). Por outro lado, o extrato etandlico ndo foi capaz
de inibir as contor¢cdes abdominais nas doses utilizadas, indicando a auséncia de

efeito analgésico (Figura 10, painel B).
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FIGURA 10: Avaliacdo do efeito antinociceptivo dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Bode por meio do teste de contor¢cdes abdominais em camundongos. O efeito
antinociceptivo dos extratos brutos da pimenta bode foi avaliado em camundongos Swiss (n=5)
submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos brutos hexanicos (A) e etandlicos
(B) (1, 5 e 15mg s.c) 15 minutos antes do estimulo da dor (4cido acético 0,8%, i.p.). O controle
negativo recebeu AAS 100mg/kg (100uL s.c.). Os animais foram avaliados pelo ndmero de
contorcdes realizado durante 30 minutos apos estimulo. Os resultados estdo expressos em ndamero
de contorgbes abdominais em diferentes tratamentos (media +tEPM) * p<0,05 quando comparados ao
grupo tratado com acido acético 0,8%.
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De modo similar ao observado com a variedade Bode, o extrato da pimenta
Biquinho é provido de acdo analgésica (Figura 11, painel A). Entretanto, esse efeito
foi verificado apenas nas doses de 1mg e 15mg quando comparado ao grupo néo
tratado. A acdo analgésica foi similar aquela observada com AAS e de magnitude
menor quando comparado ao extrato hexéanico da pimenta Bode. Por outro lado, o
extrato etandlico foi capaz de inibir as contor¢cdes abdominais apenas nas doses de
15mg (Figura 11, painel B). Esse efeito foi maior que aquele observado com o

tratamento com o AAS.
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FIGURA 11: Avaliacdo do efeito antinociceptivo dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Biquinho por meio do teste de contor¢cdes abdominais em camundongos. O efeito
antinociceptivo dos extratos brutos da pimenta biquinho foi avaliado em camundongos Swiss (n=5)
submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses dos extratos brutos hexanicos (A) e etandlico (B)
(1/5/15mg, s.c) 15 minutos antes do estimulo da dor (4cido acético 0,8%, i.p.). O controle negativo
recebeu AAS 100mg/kg (100pL s.c.). Os animais foram avaliados pelo nimero de contor¢des
realizado durante 30 minutos apds estimulo. Os resultados estdo expressos em numero de
contor¢cbes abdominais em diferentes tratamentos (media tEPM) * p<0,05 quando comparados ao
grupo tratado com acido acético 0,8%.

Efeito dos extratos brutos das variedades de C. chinense sobre o teste de

formalina na pata de camundongos.

O teste de formalina € um modelo validado para avaliacdo de nocicepcéo e é
sensivel para diversas classes de drogas analgésicas. Dois periodos distintos da
atividade de lamber podem ser identificados, uma fase precoce durando os primeiros
5 minutos e uma fase tardia com duracdo de 20 a 30 minutos apés a injecao de

formalina. Foi demonstrado que as duas fases no teste de formalina podem ter
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diferentes mecanismos nociceptivos. Sugere-se que a fase inicial € devido a um
efeito direto sobre nociceptores e que as prostaglandinas ndo desempenham um
papel importante durante esta fase. A fase tardia parece ser uma resposta
inflamatoria, com dor inflamatéria que pode ser inibida por drogas antiinflamatorias.
Apenas drogas analgésicas de acdo central sdo efetivas na inibicdo da fase da
nocicepcao (HUNSKAAR 1987).

A figura 12 representa a avaliacdo do efeito analgésico do extrato etandlico da
variedade biquinho da C. chinense. Nossos resultados demonstram que nenhuma
das concentragcfes usadas foi capaz de reduzir a nocicep¢ao na fase 1, sugerindo a
auséncia de efeitos analgésicos centrais do extrato. Entretanto na fase 2, o extrato
etandlico apenas na dose de 5mg foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva

deflagrada pela formalina, quando comparado ao grupo tratado com AAS.
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FIGURA 12: Avaliacdo do efeito antinociceptivo dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Biquinho por meio do teste de Lambidas induzidas por formalina em camundongos.
O efeito antinociceptivo do extrato bruto da pimenta biquinho foi avaliado em camundongos Swiss
(n=5) submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses do extrato bruto etandlico (1/5/15mg, s.c)
15 minutos antes do estimulo da dor (Formalina 2,5%, s.p.). O controle negativo recebeu AAS
100mg/kg (100pL s.c.). Os animais foram avaliados pelo numero de lambidas em duas fases, 1°fase
durante os 5 primeiros minutos (pausa de 10 minutos), 2° fase observa-se durante 15 minutos, em um
total de 30 minutos apds estimulo. Os resultados estdo expressos em numero de lambidas em
diferentes tratamentos (media tEPM) * p<0,05 quando comparados ao grupo tratado com formalina
2,5%.
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A avaliacdo do efeito analgésico do extrato etandlico da variedade bode da C.
chinense (Figura 13) demonstrou que esse extrato nas doses avaliadas nao foi

capaz de reduzir a resposta nociceptiva nas fases 1 e 2 induzidas pela formalina.
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FIGURA 13: Avaliacdo do efeito antinociceptivo dos extratos brutos da Capsicum chinense da
variedade Bode por meio do teste de Lambidas induzidas por formalina em camundongos. O
efeito antinociceptivo do extrato bruto da pimenta bode foi avaliado em camundongos Swiss (n=5)
submetidos ao pré-tratamento com diferentes doses do extrato bruto etandlico (1/5/15mg, s.c) 15
minutos antes do estimulo da dor (Formalina 2,5%, s.p.). O controle negativo recebeu AAS 100mg/kg
(100pL s.c.). Os animais foram avaliados pelo nimero de lambidas em duas fases, 1°fase durante os
5 primeiros minutos (pausa de 10 minutos), 2° fase observa-se durante 15 minutos, em um total de 30
minutos apds estimulo. Os resultados estdo expressos em nuamero de lambidas em diferentes
tratamentos (media +tEPM) * p<0,05 quando comparados ao grupo tratado com formalina 2,5%.

Avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos brutos das variedades de

C. chinense em eritrécitos humanos.

Objetivando a avaliacdo da atividade citotoxica inicial, foram realizados os
ensaios de atividade hemolitica. Na figura 14 estdo representados os resultados
obtidos com os extratos hexanico e etandlico da variedade biquinho da C. chinense.
Nossos resultados demonstraram que o extrato hexanico nas doses de 1, 3 e 5mg e
0 extrato etandlico na dose de 1mg apresentaram atividade hemolitica similar ao
grupo incubado com salina. O extrato etandlico nas doses de 3 e 5mg induziram
hemolise estatisticamente maior que o grupo salina, mas inferior aquela observada

com o controle positivo incubado com Triton-X.
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FIGURA 14: Avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos brutos da Capsicum chinense
variedade Biquinho sobre eritrocitos humanos. O efeito da atividade hemolitica dos extratos
brutos da pimenta biquinho foi avaliado em eritrécitos humanos. Em placa de 96 pocos, foram
adicionados 100pL de cada extrato (hexanico e etandlico) em diferentes doses (1/3/5mg). O controle
negativo foi Salina 0,9% (100 pL) e o controle positivo foi Triton X-100 (5uL diluidos em 95uL de agua
Milli-Q). A analise foi realizada em espectrometria na absorbancia de 540nm. Os resultados estéo
expressos em porcentagem de hemdlise (media tEPM) #*p<0,05 quando comparados aos grupos
controles salina 0,9% e Triton X-100.

Os extratos da figura 15 ndo apresentaram efeitos hemoliticos sobre as
hemécias em todas as concentracfes (1, 3 e 5mg) quando comparados ao controle
positivo (Triton), mas quando comparados ao controle negativo (Salina), as

concentracfes 3mg e 5mg do extrato etanélico mostram-se hemoliticas.
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FIGURA 15: Avaliagcdo da atividade hemolitica dos extratos brutos da Capsicum chinense
variedade Bode sobre eritrocitos humanos. O efeito da atividade hemolitica dos extratos brutos da
pimenta bode foi avaliado em eritrocitos humanos. Em placa de 96 pocos, foram adicionados 100pL
de cada extrato (hexanico e etandlico) em diferentes doses (1/3/5mg). O controle negativo foi Salina
0,9% (100 uL) e o controle positivo foi Triton X-100 (5uL diluidos em 95uL de agua Milli-Q). A analise
foi realizada em espectrometria na absorbancia de 540nm. Os resultados estdo expressos em
porcentagem de hemdlise (media +tEPM) #*p<0,05 quando comparados aos grupos controles salina
0,9% e Triton X-100.

DISCUSSAO

Os seres humanos ha muitas geracfes tém usado plantas empregadas como
especiarias na alimentacdo e no tratamento de diversas doencas, sendo que
estudos ja realizados demonstraram a variedade de plantas e seus constituintes com
propriedades farmacologicas (SIMOES 2001). As plantas medicinais apresentam
uma ampla diversidade de constituintes denominados de metabdlitos primarios e
secundarios. Os metabolitos secundarios mais presentes nas plantas sao terpenos,
glicosideos, alcal6ides, dentre outros, apresentando diferentes atividades biolégicas.
(RATES 2001; SIMOES 2001), nesse contexto, as pimentas produzem metabdlitos
secundarios caracteristicos de cada espécie.

O grupo de pimentas é classificado em dois géneros dentro do Reino Plantae,
0 género Piper e o género Capsicum, as quais apresentam como principio ativo o
alcaldide piperina e capsaicina, respectivamente. O Género Piper, da familia
Piperaceae, é representado pela pimenta-do-reino, apresentando modifica¢cdes nos

graos. (BONTEMPO 2007). A piperina é funcionalmente semelhante a capsaicina.
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Estudos revelam que a piperina apresenta alguns efeitos bioldgicos, como
antitireoidiano, antidepressivo e antitumoral (PRADEEP et al. 2002; SRINIVASAN
2007; SUNILA et al. 2004). Ensaios in vitro demonstram que a piperina apresenta
potencial efeito antioxidante e anti-apoptético. Assim a piperina € capaz de inibir a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, com importante papel no controle do
estresse oxidativo. Mostrou também um grande potencial anti-apoptotico em células
do baco, reduzindo o indice de apoptose inibindo a acédo da caspase-3 mantendo os
niveis de Bcl-2, proteina associada a integridade da membrana mitocondrial
(PATHAK et al. 2007). Outros estudos revelam que a piperina quando administrada
no choque séptico, induzido por LPS foi capaz de aumentar a taxa de sobrevida dos
animais experimentais, provavelmente devido a acdo imunomoduladora, visto que a
producdo dos mediadores inflamatérios como o TNF-a, IFN-a e IFN-[ foi inibida pela
piperina (BAE et al. 2010).

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae. Estudos utilizando
extratos etandlicos e metandlicos de plantas dessa familia demonstram que esses
apresentam atividades analgésicas e antiinflamatérias (JIMOH et al. 2011). A familia
Solanaceae compreende muitas espécies empregadas na alimentacdo, e sao
produtoras de substancias de uso farmacéutico, como atropina e hiosciamina,
isoladas de Atropa belladoma L. e Hyocyamus niger L. (AGRA 2000).

Pesquisas recentes com pimentas do género Capsicum evidenciam
propriedades as farmacoldgicas de algumas espécies, por exemplo, 0 extrato
etandlico e butandlico da C. baccatum mostrou-se provido de ag¢édo antiinflamatoria
no modelo de pleurisia induzida por carragenina e efeito antioxidante pelo método
DPPH (ZIMMER et al. 2012). Outro estudo com extrato metandlico da espécie C.
annuum revelou que o tratamento oral reduziu a inflamacéo alérgica das vias aéreas
em camundongos, diminuindo também as espécies reativas de oxigénio (JANG et al.
2011). Os dados encontrados na literatura corroboram nossos resultados quanto a
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de duas variedades de pimenta Capsicum
chinense, as quais foram capazes de inibir a migracdo de neutrofilos para a
cavidade peritoneal e 0 edema de pata em camundongos.

Similar ao encontrado em nossos estudos, onde ambas as variedades
apresentaram atividade antinociceptiva, estudos com o extrato metanolico das folhas

da Capsicum frutescens demonstrou inibicdo dose dependente das contorcfes
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abdominais induzidas por acido acético e auséncia do efeito no teste de placa
guente, indicando que a acao antinociceptiva do extrato ndo ocorre participacdo de
mecanismos centrais, e sim por mecanismos anti-inflamatérios (PIRES et al. 2004).
Esses efeitos sdo similares aos apresentados em nosso trabalho, onde a C.
chinense, nas variedades Bode e Biquinho, apresentaram acdo antiinflamatéria e
antinociceptiva. Entretanto o perfil dessas a¢c6es farmacoldgicas tenham sido distinto
entre as duas variedades, sugerindo diferencas qualitativas e quantitativas na
composicao quimica desses frutos.

Os frutos sdo as partes mais variaveis entre as espécies e cultivares do género
Capsicum, com diferencas na forma, cor, e grau de pungéncia (LORENZI et al.
2008). KAPPEL e colaboradores (2008) avaliaram frutos maduros e imaturos quanto
a presenca de compostos fendlicos em pimentas do género C. baccatum, e
demonstraram que a quantidade de fendis varia de acordo com o estagio de
maturacdo, sugerindo mudancas fisiologicas e bioquimicas, entretanto ambas
formas de maturacdo da pimenta apresentaram atividade antioxidante. Também foi
demonstrado que a atividade antioxidante de frutos da espécie Capsicum annuum
foi variavel de acordo com o grau de pungéncia das pimentas, onde o teor maior de
vitamina E e B-caroteno foi encontrado em frutos mais doces em relagdo aos
picantes (PERUCKA et al. 2007). As pimentas Bode e Biquinho usadas em nosso
estudo apresentam diferencas na pungéncia, onde a pimenta biquinho é de
pungéncia doce e com aroma forte, ja a pimenta bode, ao contrario, € de pungéncia
forte e aroma forte (REIFSCHNEIDER 2000). Apesar dessas diferencas, ambas
mostraram atividade antiinflamatéria e analgésica semelhantes, quando comparados
os efeitos dos extratos com mesmo solvente de extracao.

Na placenta dos frutos estdo presentes 0s capsaicindides, grupo de
substancias responsaveis pela pungéncia das pimentas e grande parte dos efeitos
farmacologicos (REIFSCHNEIDER 2000). Dentro do grupo dos capsaicinéides
podemos destacar a capsaicina, a dihidrocapsaicina e a nordihidrocapsaicina
(SIMOES et al. 2001).

O capsaicindide mais utilizado para o alivio da dor é a capsaicina. Estudos
revelam que pacientes com osteoartrite tratados por via oral ou topico, com
capsaicina demonstraram reducao na inflamacéo e na analgesia da dor de artrite

reumatéide (FRAENKEL et al. 2004). A capsaicina interage com receptores
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nociceptivos ou receptores vanildides, o mais estudado é o TRPV1, canal presente
na membrana plasmatica e encontrado em neurénios sensiveis ao calor (LUO et al.
2011).

A extracdo de compostos ativos de plantas depende do tipo de solvente
utilizado, por exemplo, o hexano sendo um solvente apolar remove lipideos,
carotendides e clorofila, enquanto o metanol e etanol, como solventes polares
extraem acucares, acidos organicos e fenodis de baixo peso molecular. O acetato de
etila e éter dietilico extraem fendis de baixo peso molecular, enquanto a acetona
extrai fendis poliméricos. Assim o0s capsaicindides por serem fendis sao
majoritariamente extraidos com uso de solventes polares (MOURE et al. 2001).

Entretanto COSTA e colaboradores (2009) realizaram a quantificacdo dos
capsaicinéides em extratos e fracdes das espécies C. frutescens (malagueta), C.
annuum var. annuum (pimentdo magali), C. baccatun var. praetermissum (cumari),
demonstrando amplas variacbes nas concentracdes desses capsaicinoides. Os
extratos brutos e as fragbes hexanicas da C. frutescens e da C. baccatun
apresentaram menor concentracdo de capsaicindides, sendo que a fragcao
cloroférmica da C. baccatun apresentou a maior concentracdo entre as fracdes e
extratos testados. Esses dados sugerem as diferengas entre os capsaicnoides.

Visto que os extratos hexanicos da variedade Bode e Biguinho foram mais
efetivos no controle da inflamacdo e da dor em relacdo aos extratos etandlicos,
podemos sugerir que outros compostos além dos capsaicindides sdo responsaveis
pelos efeitos observados. Com base nesses dados, podemos sugerir gue em nossos
extratos hexanicos estejam presente outros compostos além dos capsaicindides
presentes. Nesse contexto SHINTAKU e colaboradores (2012) demonstraram a
existéncia de outro grupo, os capsinoéides, com principal representante o0 composto
capsiato, encontrado em pimentas vermelhas ndo pungentes como a Capsicum
annuun. Similar a capsaicina, o capsiato é capaz de aumentar o metabolismo por
estimulacdo do sistema nervoso simpatico, além de ser provido de acéo
antiinflamataéria, porém por mecanismo ainda ndo esclarecido. Foi demonstrado que
0 capsiato também é capaz de estimular receptores vanildides (TRPV1), o qual
também € alvo da capsaicina e responsavel por seus efeitos analgésicos e
antiinflamatérios (ALTIER et al. 2004).
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Os medicamentos derivados de plantas apresentam uma boa aceitacdo da
populacdo, mesmo presente na industria farmacéutica apenas uma parcela dos
produtos derivados de plantas medicinais. Estudos comprovando a eficacia e os
aspectos toxicologicos garantindo a qualidade desses produtos ainda sdo escassos
(RATES 2001). Qualquer substancia pode ser considerada toxica, dependendo das
condicbes de exposicdo, da quantidade administrada ou absorvida, o tempo e a
freqiéncia e também as vias de administracdo. Essas caracteristicas determinam o
potencial toxicologico de uma determinada substancia (VALENTE et al. 2009).
Estudos revelam que extratos da pimenta malagueta (C. frutescens) nao apresentou
toxicidade frente aos testes em hemacias suinas e ao teste de presenca de botdo de
heméacias (CARBONERA 2010), podendo correlacionar aos nossos resultados de
toxicidade em heméacias humanas. Nossos extratos apresentaram atividade
hemolitica menor quando comparados ao controle Triton-X, revelando resultado
similar quando comparados ao controle salina. Sugerimos que outros testes de
citotoxicidade sejam realizados para comprovarmos a ndo toxicidade das pimentas.

Embora a importancia dos principios ativos de pimentas esteja bem
documentado na literatura e seja alvo para o delineamento de novas drogas,
estudos avaliando a composi¢cdo quimica das diferentes variedades de pimentas
dentro de uma mesma espécie ainda sao escassos e podem revelar a existéncia de

novos compostos com potencial aplicacédo terapéutica.

CONCLUSOES

Com base nos dados, podemos concluir que os extratos das variedades (bode
e biquinho) da Capsicum chinense Jacq. revelaram atividades analgésicas e anti-
inflamatorias similares, ndo apresentando toxicidade em eritrécitos, sendo
necessarios estudos mais aprofundados para a verificacdo dos compostos

existentes em ambos 0s extratos das variedades.
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Artigo 2: AVALIACAO DA INATIVACAO OU MORTE DE JUVENIS
NEMATOIDES DA ESPECIE Meloidogynes incognita EXPOSTOS
AOS EXTRATOS DE Capsicum chinense Jacq

RESUMO: Culturas agricolas sdo atacadas por pragas, doencas e parasitas
causando grandes perdas nas plantagbes. Dentre os parasitas, 0 mais importante
sdo os nematdéides do género Meloidogynes, conhecidos também como nematoides
de galhas. Entretanto, os danos causados por esse parasita impedem o
desenvolvimento da planta, pois forma galhas nas raizes, local nutritivo dos
parasitas. O combate aos fitonematoides € realizado com produtos quimicos e
nematicidas, mas estes foram proibidos devido aos danos causados ao meio
ambiente e ao homem. Diante disso, vérias alternativas vém sendo estudadas,
inclusive extratos de plantas como forma de bioinseticidas. A Capsicum chinense é
representada por pimentas, e sdo fontes de substancias produzidas por metabdlitos
secundarios, dentre eles a capsaicina. O objetivo deste estudo foi avaliar a
inativacdo ou morte de juvenis nematdides da espécie Meloidogynes incognita
expostos aos extratos de duas variedades de Capsicum chinense. Os extratos dos
frutos das variedades foram obtidos pelo método de extracdo utilizando o solvente
etanol, e apds concentrados foram roto evaporados a 60°. As concentracdes foram
diluidas em agua Milli-Q e centrifugadas para a obtencao da parte soluvel do extrato.
Foram extraidos ovos de nematoides das raizes de Tomateiro, e armazenados em
agua destilada até que os ovos eclodam. Os nematdides jovens foram expostos a
diferentes concentragdes (250pg, 350 pg, 400 pg, 500 pg, 1mg) dos extratos
etandlicos das variedades da Capsicum chinense, e analisados em camara de
Neubauer apés 48 horas de exposi¢do. Os resultados demonstraram gue 0s extratos
etandlicos, em todas as concentracfes, das duas variedades (biquinho e bode)
paralisaram/inativaram os juvenis nematdides sugerindo que 0s extratos apresentam
acao nematostatica, devido aos nematoides voltarem a mobilidade apés a reanalise.
Conclui-se que as variedades da Capsicum chinense apresentam substancias
nematostaticas, sugerindo uma alternativa no combate desse parasita.

Palavras-chave: Capsicum chinense, Meloidogynes incOgnita, nematostatico.

INTRODUCAO

As culturas agricolas de interesse comercial sofrem grandes perdas causadas
por diferentes fitopatdbgenos. Estimativas atuais mostram que as perdas chegam a
14%, mesmo com a utilizacdo dos sistemas de protecdo disponiveis. (ALMEIDA,
2007).

Os parasitas mais importantes em plantacdes, sendo responsaveis por grandes
perdas em culturas agricolas em todo mundo (KIEWNICK, 2006), sdo os nematoides
do género Meloidogynes spp, conhecidos também como nematbides de galhas
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(CHARCHAR et al. 2005). Estes séo parasitas de aproximadamente 2000 espécies,
se hospedando em plantas monocotiledéneas e dicotiledoneas, plantas herbaceas e
lenhosas. As plantas nativas do Cerrado sdo hospedeiras das inUmeras espécies de
Meloidogynes. As manifestacdes com os nematdides sdo comuns em solos do
cerrado do Centro-Oeste do Brasil, causando prejuizos de até 100% na
produtividade das plantacdes (Charchar e Moita, 1997). Esses parasitas causam
danos as plantas hospedeiras ao formarem as galhas nas raizes. A saliva do
parasita, ao penetrar as raizes, introduz uma secrecdo esofagiana, causando a
hipertrofia das células e a hiperplasia no periciclo, originando as células gigantes,
fonte nutritiva dos nematodos (BRASS, et al., 2008).

Uma das formas mais utilizadas no controle destes parasitas € o uso de
nematicidas sintéticos, na qual estes foram proibidos totalmente ou somente uso
restrito devido aos impactos negativos causados ao homem e ao meio ambiente
(NICO, et al., 2004). Entretanto, véarias alternativas ecologicamente sustentaveis séo,
atualmente, avaliadas em todo mundo para combater ou controlar os fitonematoides.
Uma das alternativas sdo extratos de diferentes espécies e diversas partes de
plantas como matéria prima para a producdo de nematicidas naturais (Ferris et al.
1999).

O Género Capsicum pertence a Familia Solanacea e é representada por
pimentas e pimentdes. As pimentas s&80 especiarias originadas da Ameérica,
cultivadas em todo mundo atualmente. No entanto, o género Capsicum ¢é
representado por cinco espécies domesticadas: Capsicum annuum L., Capsicum
baccatum L., Capsicum chinense Jacqg., Capsicum frutescens L. e Capsicum
pubescens (CARVALHO et al. 2004).

A espécie Capsicum chinense Jacq. € bastante encontrada nas regibes do
Sudeste, Sul e Centro-oeste. Entretanto existem poucas informacdes cientificas
sobre seus componentes e suas atividades. Estas produzem metabdlitos
secundarios, dentre eles o0s capsaicindides, principal substancia contida nas
pimentas desta espécie, cuja concentracdo € variavel entre as espécies e as
variedades de uma mesma espécie (PERUCKA, et al., 2007). O mais estudado dos
capsaicindides é a capsaicina, presente nas sementes e membranas dos frutos das

pimentas, responsavel pelo sabor picante (BONTEMPO 2007). Este composto
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possui propriedades farmacoldgicas como a acdo mucolitica, termogénica,
antiinflamatéria e analgésica (PERUCKA, et al., 2007).

Algumas plantas utilizam como defesa de inimigos, pragas e insetos a
producdo de metabdlitos secundarios. A quantidade produzida depende das
condi¢des de cultivo da planta, tipo de espécie e suas variedades, e a temperatura,
podendo ser relacionado ao potencial de perigo e toxicidade aos usuarios.
Entretanto, produtos naturais apresentam uma rica fonte de compostos a serem
explorados na selecdo de novos defensivos agricolas. Suas principais
caracteristicas sdo a baixa toxicidade para humanos, com baixo impacto ambiental e
baixa quantidade de residuos em alimentos (LOVATTO et al. 2004).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a inativacdo ou morte de
juvenis nematodides da espécie Meloidogynes incognita expostos aos extratos brutos

das variedades de Capsicum chinense Jacq. como forma alternativa de nematicidas.

MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo dos extratos brutos etanélicos

Os frutos das duas variedades (biquinho e bode) foram adquiridos no Mercado
Municipal de Campo Grande — MS e as exsicatas depositadas no Herbéario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com o numero de registro 29236 e
33633, respectivamente.

Aproximadamente 2 kg dos frutos foram lavados e secos em estufa com
circulacdo de ar, macerados e submetidos a extragdo por maceracdo a frio até o
esgotamento por etanol, e concentrados em evaporador rotatorio, obtendo-se os
respectivos extratos. Assim, o0s extratos foram distribuidos em diferentes
concentracdes (250ug, 350ug, 400ug, 500ug, 1mg), e diluidos com agua ultra-pura e
centrifugados (13000 rpm/5min) para a separacdo das fases. A fase soluvel foi
separada para a realizagao do teste.

O preparo dos extratos foi realizado no Laboratorio de Farmacologia e

Mutagénse da Universidade Catélica Dom Bosco em Campo Grande-MS.

2.2 Avaliagao dos extratos brutos sobre juvenis nematdéides “in vitro”
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A metodologia aplicada foi de acordo com CHARCHAR e colaboradores
(2006), realizada na EMBRAPA CENARGEM de Brasilia-DF no laboratério de
Biotecnologia.

Os nematoéides utilizados foram Meloidogynes incognita, extraidos de raizes de
Tomates TSW-10. As raizes com presenca de galhas foram coletadas, cortadas em
pedacos e trituradas em liquidificador juntamente com uma solu¢éo hipoclorito 0,5%
(NaOCl). Os extratos de raizes foram filtrados em peneiras, e estas deixadas em
vasilhas com agua destilada para a eclosdo dos ovos de nematdides. Estes sao
contados em camara de Neubawer para estabelecer um nimero de nematoides
antes do teste.

Os nematbéides foram colocados em tubos eppendorfs (1,5mL),
aproximadamente 60 (50puL), juntamente com diferentes concentragbes (250ug,
350ug, 400pg, 500ug, 1mg) da parte solivel dos extratos brutos etandlicos da
pimenta bode e da pimenta biquinho. O volume foi completado para 1mL com agua
ultra-pura, sendo deixados em temperatura ambiente por 48 horas para a avaliacao
dos nematoides. Os nematoides vivem a uma temperatura 6tima entre 10° - 30°C.

A analise dos nematdides foi realizada em camara de Neubauer, observando
a paralisagao/inativacdo ou a mobilidade dos mesmos. Apds esta andlise foi feita a
reanalise das amostras com nematdéides paralisados/inativados, centrifugando-os a
3000rpm/5min, descartando o sobrenadante e adicionando 1mL de agua ultra-pura e
deixando-os por mais 48 horas em temperatura ambiente. Apds a segunda analise
dos nematoides, se esses voltassem a mover-se, o extrato é considerado com acao
nematostatica, nos casos onde o0s nematdides permanecerem paralisados na
segunda avaliacdo o extrato é considerado nematicida.

Os resultados foram calculados de acordo com a férmula:

n° paralisados X n° total colocado

n° total contados (mdéveis e paralisados)

RESULTADOS

. Na figura 16, os juvenis nematdides foram expostos a parte soluvel dos

extratos da variedade biquinho, em diferentes concentracdes (250/350/400/500ug e
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1mg). O painel A representa a analise realizada por 48 horas de exposicdo aos
extratos. O extrato da variedade biquinho apresentou resultados significativos de
paralisacdo dos nematdides quando comparados ao controle com agua ultra-pura.
No painel B esta representada a segunda andlise das amostras, onde observamos
gue os nematoéides apresentaram mobilidade em todas as concentra¢des indicando

gue o extrato da variedade biquinho tem propriedades nematostética.
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FIGURA 16: Andlise e Reandlise da inativagcdo ou morte de juvenis nematdides expostos ao
extrato bruto da Capsicum chinense variedade Biquinho. A analise (A) dos juvenis nematoides
como inativados ou mortos ocorreu apos serem expostos a diferentes concentracbes
(250/350/400/500ug e 1mg) da parte solivel do extrato bruto etandlico da pimenta biquinho, sendo
avaliados apos 48 horas de exposicdo, contendo aproximadamente 60 nematdides. A reanalise (B)
dos nematoides foi realizado ap6s a leitura e observado nematéides paralisados nas amostras. Esta
avaliacao foi realizada centrifugando os tubos eppendorfs (3000 rpm por 5 minutos) e descartando o
sobrenadante e adicionando ao pellet aqua ultra-pura, armazenando novamente por 48 horas. Os
nematdides foram avaliados em camara de Neubauer em microscopio éptico na objetiva de 40 vezes,
classificando-os em paralisados/inativados ou méveis. Os resultados estdo expressos em niimero de
nematodides paralisados ou méveis (média tEPM) *p<0,05 quando comparados ao grupo controle
tratado com agua ultra-pura.

Objetivando avaliar a termoestabilidade do extrato da variedade biquinho da C.
chinense, esse foi aquecido overnight (50°) e as diferentes concentragbes
(250/350/400/500ug e 1mg) empregadas nos ensaios. Na figura 17, painel A, similar
ao descrito anteriormente, observa-se que 0s nematodides expostos aos extratos
aguecidos apresentam-se paralisados, com resultados significativos em todas as
concentragfes avaliadas quando comparados ao controle (agua ultra-pura). A
reandlise destas amostras (painel B) mostrou que 0s nematdides expostos ao
extrato aquecido apresentaram-se moveis na segunda avaliacdo. Os resultados
sugerem que nao houve alteracdes quimicas e nas acdes do extrato induzidas pelo

calor.
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FIGURA 17: Analise e Reanalise da inativacdo ou morte de juvenis nematdides expostos ao
extrato bruto aquecido da Capsicum chinense variedade Biquinho. A andlise (A) dos juvenis
nematdides como inativados ou mortos ocorreu apds serem expostos a diferentes concentracdes
(250/350/400/500ug e 1mg) da parte soltuvel do extrato bruto etandlico da pimenta biquinho, mantidos
overnight a 50°C, sendo avaliados apds 48 horas de exposi¢do, contendo aproximadamente 60
nematdides. A reanalise (B) dos nematdides foi realizado apds a leitura e observado nematoides
paralisados nas amostras. Esta avaliacdo foi realizada centrifugando os tubos eppendorfs (3000 rpm
por 5 minutos) e descartando o sobrenadante e adicionando ao pellet 4qua ultra-pura, armazenando
novamente por 48 horas. Os nematoides foram avaliados em camara de Neubawer em microscopio
Optico na objetiva de 40 vezes, classificando-os em paralisados/inativados ou méveis. Os resultados
estdo expressos em numero de nematéides paralisados ou moéveis (média tEPM) *p<0,05 quando
comparados ao grupo controle tratado com agua ultra-pura

707 701
w 60 . - e . e ) W 604 .
% Méveis 1) Mo6veis
S 504 Paralisados % 50 Paralisados
< ©
£

404 £ 4
2 o 40
[
- 301 o .
) - 30
& 201 5

o 204

£ £
z b =]

10 Z 104

o =3 =
0 =

250 350 400 500(ug) 1mg

Agua 250 350 400 500(ug) 1mg

Pimenta Bode Aaua Pimenta Bode

FIGURA 18: Andlise e Reandlise da inativagcdo ou morte de juvenis nematdides expostos ao
extrato bruto da Capsicum chinense variedade Bode. A analise (A) dos juvenis nematdides como
inativados ou mortos ocorreu apos serem expostos a diferentes concentracées (250/350/400/500ug e
1mg) da parte sollvel do extrato bruto etandlico da pimenta bode, sendo avaliados ap6s 48 horas de
exposicéo, contendo aproximadamente 60 nematdides. A reandlise (B) dos nematdides expostos a
parte sollvel do extrato bruto da pimenta bode em diferentes concentracdes (250/350/400/500ug e
1mg) foi realizado apds a leitura e observado nematdides paralisados nas amostras. Esta avaliacdo
foi realizada centrifugando os tubos eppendorfs (3000 rpm por 5 minutos) e descartando o
sobrenadante e adicionando ao pellet agua ultra-pura, armazenando novamente por 48 horas. Os
nematéides foram avaliados em camara de Neubawer em microscopio 6ptico na objetiva de 40 vezes,
classificando-os em paralisados/inativados ou mdéveis. Os resultados estdo expressos em ndmero de
nematdides paralisados ou mdéveis (média tEPM) *p<0,05 quando comparados ao grupo controle
tratado com agua ultra-pura.
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Na figura 18 (A e B) os nematoides foram expostos a parte solavel do extrato
da variedade bode da Capsicum chinense, em diferentes concentracdes
(250/350/400/500ug e 1mg). A analise (painel A) dos Meloidogynes expostos ao
extrato evidenciou a paralisacdo em todas as concentracdes, sendo significativo
guando comparados ao controle com agua ultra-pura. No painel B, foi realizada a
reanalise das amostras, onde observamos também efeito nematostatico em todas as
concentracdes do extrato da variedade bode, visto que os nematdides apresentaram
mobilidade no momento da avaliacdo. Porém houve diferenca quanto a magnitude
do efeito nematostético, visto que nas concentracdes de 1mg o extrato da variedade

bode foi capaz de manter um maior numero de nematdéides paralisados.
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FIGURA 19: Analise e Reanalise da inativacdo ou morte de juvenis nematéides expostos ao
extrato bruto da Capsicum chinense variedade Bode. A analise (A) dos juvenis nematdides como
inativados ou mortos ocorreu apés serem expostos a diferentes concentragfes (250/350/400/500ug e
1mg) da parte solavel do extrato bruto etandlico da pimenta bode, mantidos overnight a 50°C, sendo
avaliados ap6s 48 horas de exposicao, contendo aproximadamente 60 nematoides. A reandlise (B)
dos nematéides expostos a parte sollvel do extrato bruto da pimenta bode em diferentes
concentragdes (250/350/400/500ug e 1mg) mantidas overnight a 50°C, foi realizado apos a leitura e
observado nematoides paralisados nas amostras. Esta avaliagéo foi realizada centrifugando os tubos
eppendorfs (3000 rpm por 5 minutos) e descartando o sobrenadante e adicionando ao pellet aqua
ultra-pura, armazenando novamente por 48 horas. Os nematéides foram avaliados em camara de
Neubawer em microscépio éptico na objetiva de 40 vezes, classificando-os em paralisados/inativados
ou moveis. Os resultados estdo expressos em ndimero de nematdides paralisados ou méveis (média
+EPM) *p<0,05 quando comparados ao grupo controle tratado com agua ultra-pura.

Na figura 19 a avaliacdo (painel A) dos nematdides expostos ao extrato da
pimenta bode aquecido overnight a 50°, apresentou resultados de paralisacdo em
todas as concentracdes utilizadas, mostrando-se significativo quando comparado ao
controle com agua ultra-pura. A reanalise (painel B) dos nematdides apresentou
parasitas moveis, demonstrando assim que o extrato manteve efeito nematostatico
sobre 0os nematdides em todas as concentracfes do extrato da pimenta bode,
observando que na maior concentracdo (1mg) alguns nematodides permaneceram
paralisados, similar ao observado com o extrato ndo aquecido.
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DISCUSSAO

O controle dos nematéides com o0 uso de nematicidas quimicos € uma das
primeiras formas de controle, mas estes apresentam impactos negativos causados
ao homem e ao meio ambiente (Nico 2004). Atualmente varias op¢fes sdo avaliadas
para o desenvolvimento de alternativas ecologicamente sustentaveis para o controle
dos fitonematoides, dentre elas o controle biolégico com o0 uso de plantas
antagonicas, extratos de diferentes espécies de plantas medicinais, rotacdo de
culturas e cultivares resistentes (CHARCHAR et al. 2005).

Com isso, uma alternativa para o combate dos fitonematéides séo as pimentas
devido as suas caracteristicas. O género Capsicum, é representado por pimentas e
pimentdes encontrados em varias regides do Brasil, principalmente no Centro-Oeste.
Este género produz metabolitos secundarios, dentre eles, o mais conhecido grupo
dos capsaicindides (LORENZI et al. 2008) podendo ser usados na defesa de plantas
contra pragas, insetos e doencas.

Estudos revelam que uma das alternativas no combate de nematoides € o
porta-enxerto resistentes, um método efetivo para plantas parasitadas por
nematoides. Estudos de porta-enxertos de diferentes acessos de Capsicum spp, e
cultivares foram testados quanto a resisténcia a M. incognita e M. javanica. Os
resultados deste estudo revelaram que acessos de C. frutescens sdo altamente
resistentes a espécies de Meloidogynes. As diferentes espécies de Capsicum
referenciadas neste estudo (C. chacoense, Charleston quente e C. annuum)
apresentaram maior resisténcia ao Meloidogyne incognita apresentando quantidades
pequenas de galhas nas raizes (OKA 2004). Entretanto, alternativas para
nematicidas sdo necessarios, entre elas, a resisténcia da planta hospedeira,
fornecendo eficacia, economia e ambientalmente o controle de nematdides. Outros
estudos isolaram genes de plantas resistentes ao parasita. Os genes isolados da
Capsicum annuum, mostraram-se altamente especificos e outros foram eficazes
contra uma variedade de espécies de Meloidogynes. O género Capsicum, pertence
a familia Solanaceae, a qual estudos revelam resisténcia aos fitonematoides,
geralmente associada a hipersensibilidade. (DJIAN-CAPORALINO 1999).

PEGARD e colaboradores (2005) revelaram em seus estudos que as diferentes
espécies de Meloidogynes apresentaram penetracdes diferenciadas nas raizes. Os

dados demonstraram que pimentas originadas no México (Criollo de morelos)
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apresentam dois tipos de resisténcia a Meloidogynes, uma € suprimindo a
penetracdo dos juvenis e a outra € o desenvolvimento de blocos apds a penetracao.
Outras pesquisas realizadas com cultivares de Capsicum chinense apresentaram
resisténcia a Meloidogynes arenaria com pouca presenca de ovos nas galhas. Ja a
espécie de M. javanica, ndo foi patogénica a qualquer cultivar de Capsicum
chinense, apresentando nenhuma escoriacdo de galhas nas raizes (THIES et al.
2001).

Portanto, pesquisas revelam que diferentes espécies de pimentas apresentam
resisténcias aos parasitas Meloidogynes quando expostos as suas raizes. Sugere-se
gue componentes existentes nas plantas de pimentas do género Capsicum, repelem
nematoides de varias formas. Nossos resultados demonstraram que os nematoéides
guando expostos in vitro ao extrato dos frutos das variedades de pimentas da
espécie Capsicum chinense paralisaram seus movimentos, inativando-os, sugerindo
gue os extratos inibem as fungdes fisioloégicas dos nematdides, podendo leva-los a
morte, sem causar danos as plantacbes, sendo necesséarios estudos mais
avancados para denominagcdo dos compostos com atividades nematostaticas ou
nematicidas.

Desse modo, ainda sdo escassas pesquisas com pimentas no combate aos
fitonematoides. Assim, estudos com plantas pertencentes a outra familia
(Magnoliaceae) apresentaram atividade nematicida contra os nematoides das
espécies P. redivivus e B. xylophilus ap0s exposicdo de 48 horas. As plantas
referidas neste estudo foram Magnolia grandiflora e Michelia hedyosperma, sendo o
primeiro relatério com plantas desta familia relacionadas a nematicidas. Os
resultados com efeitos nematicidas dependem da parte da planta extraida, podendo
existir diferentes componentes quimicos em toda a planta (HONG et al. 2007).
Entretanto, BEGUM e colaboradores (2011) demonstraram que o isolamento de
substancias da casca, folhas e frutos da planta Cordia latifolia deram origem a dois
novos componentes com propriedades nematicidas (acido cordindico e cordicilinico)
contra Meloidogynes incognita.

Atualmente, outros estudos estdo sendo realizadas com extratos de plantas no
combate de nematdides de outras espécies. Por exemplo, o extrato aquoso da
planta Caryocar brasiliense que se revelou eficiente na atividade anti-helmintico em

estudos com nematdides em intestinos de ovelhas (NOGUEIRA et al. 2012).
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CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que os nematoides da espécie Meloidogynes incognita
apresentam paralisia de seus movimentos quando expostos aos extratos etandlicos
das duas variedades da Capsicum chinense Jacq. (Pimenta Biquinho e Bode),
concluindo que as variedades de pimentas apresentam atividade nematostatica

sobre os Meloidogynes incognita.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A perspectiva do presente estudo é avaliar a citotoxicidade dos extratos sobre
as células animais, a atividade mutagénica, e para ampliar as propriedades
farmacoldgicas realizar testes com células tumorais e atividades antioxidantes.
Assim, realizar o fracionamento dos extratos brutos e se possivel a quantificacao

dos compostos capsaicinoides.
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