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RESUMO

Muitos estudos epidemiolégicos t€ém indicado uma associagdao inversa entre o consumo de
frutas e vegetais com altos niveis de compostos fenodlicos e o risco de doencas cronicas
relacionadas com estresse oxidativo. Pimentas ou pimentdes (Capsicum sp) sao popularmente
usadas como temperos ou vegetais, € sdo uma fonte significativa de compostos antioxidantes,
mas os niveis destes fitoquimicos podem variar devido ao genotipo e maturagdo. Capsicum
baccatum (pimenta cambuci) ¢ amplamente utilizada no sul do Brasil e que possui poucos
estudos na literatura sobre sua composi¢ao quimica e suas propriedades bioldgicas. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos
hidroalcoodlicos de diferentes partes dos frutos de Capsicum baccatum var. pendulum L.. Os
extratos hidroalcodlicos foram obtidos de trés diferentes partes (pericarpo, placenta,
sementes) dos frutos frescos de C. baccatum, que foram divididos de acordo com o estadio de
maturacao (imaturos-verde e maduros-vermelho). A quantidade de compostos fendlicos totais
dos extratos foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu e o resultado foi expresso como
mg/100g equivalentes de acido clorogénico (EAC). A atividade antioxidante in vitro foi
analisada pelo ensaio do potencial antioxidante reativo total (TRAP) e indice da reatividade
antioxidante total (TAR) e em um modelo ex vivo. A atividade antimicrobiana dos extratos foi
investigada pelo método de difusdo em disco. Os teores de fenolicos totais dos extratos
variaram de 1523,9 a 7688,1 mg de EAC/100g. Os EAC foi maior nos respectivos extratos:
placenta imatura e sementes maduras quando comparados com as outras as partes. Os
resultados dos ensaios in vitro e ex vivo demonstram que os extratos testados apresentam
atividade antioxidante, sendo que esta atividade poderia estar relacionada com o teor de
fenodlicos presentes nos extratos. Os resultados obtidos demonstram que ocorreu uma
modificacdo na composi¢do quimica e na atividade antioxidante nos frutos de C. baccatum
provavelmente relacionada com o processo de maturacdo. Os extratos apresentaram fraca ou

nenhuma atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

Many epidemiological studies have indicated an inverse association between dietary intake of
fruits and vegetables rich in phenolic compounds and the risk of chronic diseases related to
oxidative stress. Peppers (Capsicum sp) are popularly used as spices and vegetable foods, and
are a remarkable source of antioxidants compounds, but levels of these phytochemicals may
vary by genotype and maturity. Capsicum baccatum (cambuci) is widely used in the South of
Brazil and there are few studies in literature concerning its chemical composition and
biological properties. The objective of this study was evaluated the antioxidant and
antimicrobial properties of hydroethanolic extracts of different parts from Capsicum
baccatum var. pendulum L. fruits. The hydroethanolic extracts were obtained from three
different parts (pericarp, placenta and seeds) of the C.baccatum fresh fruits, divided in
accordance with their maturity stage (immature - green and mature - red). The amounts of
total phenolic compounds were determined by Folin-Ciocalteu method and the results were
expressed as mg/100g clorogenic acid equivalent (CAE). The antioxidant activity of extracts
was evaluated in vitro by the antioxidant potential reactive total (TRAP) assay and TAR index
and ex vivo model. The antimicrobial activity of extracts was investigated by disk diffusion
method. The total phenolic levels ranged 1523.9 at 7688.1 mg de CAE/100g. The CAE found
was higher in the respective extracts: placenta from immature fruits and seeds from mature
fruits as compared to extracts from other structures. The results of in vitro e ex vivo assays
demonstrated that the extracts tested have antioxidant activity, this could be related with the
total phenolic content in extracts. The results obtained suggest that a modification occurs in
the chemical composition and antioxidant properties of C. baccatum fruits probably related

with their maturation process. The extracts showed weak or no antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Capsicum spp

As espécies do género Capsicum sao popularmente conhecidas como pimentas e
pimentdes. Este género, origindrio do continente Americano, ¢ pertencente a familia
Solanaceae e possui pelo menos 25 espécies descritas. Dentre estas espécies do género
de Capsicum, cinco sao domesticadas e amplamente utilizadas e cultivadas (C. annuum
var. annuum, C. bacccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens, C.pubescens) e
trés sao semi-domesticadas (C. annuum var. glabriusculum; C. baccatum var.
praetermissum. C. baccatum var. baccatum) (CARVALHO e BIANCHETTI, 2004;
ESHBAUGH, 1993).

As pimentas sd3o, em termos botanicos, frutos do tipo baga, que apresentam
multiplas formas, tamanhos, colora¢cdes e pungéncia. A coloracdo do fruto imaturo ¢
verde e do maduro, geralmente, ¢ vermelha, mas pode variar desde o amarelo,
alaranjado, roxo até o preto. O formato também varia entre as espécies e dentro delas,
existindo frutos alongados, arredondados, triangulares ou coOnicos, campanulados,
quadrados ou retangulares. Desta forma, a taxonomia das espécies do género Capsicum ¢
muito dificil, devido a complexidade e a grande diversidade entre as espécies e
variedades, sendo que elas podem ser identificadas por caracteristicas morfologicas
visualizadas principalmente nas flores (CARVALHO e BIANCHETTI, 2004).

Pimentas e pimentdes comumente sdo divididos em dois grupos de acordo com o
grau de pungéncia, pungentes (picantes) e ndo-pungentes (doces). Essa caracteristica se
da pela presenca de capsaicinoides, principalmente a capsaicina, um alcaldide exclusivo

do género Capsicum, que se acumula na superficie da placenta (tecido localizado na



parte interna do fruto), e ¢ liberada quando o fruto sofre qualquer dano fisico e pode ser
medida em Unidades de Calor Scoville (‘Scoville Heat Units-SHU’) por meio de
aparelhos especificos. O valor SHU pode variar de zero (pimentas doces) a 300.000
(pimentas muito picantes) dependendo dos fatores bidticos e abidticos (CARVALHO e
BIANCHETI, 2004).

As espécies do género Capsicum apresentam grande relevancia econOmica, pois
estdao dominando o comércio das especiarias picantes em varios paises de clima tropical,
sub-tropical e temperado. As pimentas sao cultivadas em diferentes partes do mundo,
mas os principais produtores sio a India e a China e os maiores consumidores sdo os
tailandeses e os coreanos, que em média consomem até 8 gramas por pessoa/dia
(REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2004; THAMPI, 2003).

O Brasil também se destaca na produgao de Capsicum, sendo considerados
importantes produtos do agronegocio brasileiro. O cultivo de pimentas incentiva a
agricultura familiar, como alternativa de diversificagdo da producdo, aumentando a
geracdo de emprego e a renda na agricultura do pais (VILELA, 2004). Os principais
estados produtores sdo Minas Gerais, Goids, S3o Paulo, Ceard e Rio Grande do Sul e a
produtividade média varia de 10 a 30 toneladas por hectares (REIFSCHNEIDER e
RIBEIRO, 2004).

O Brasil possui uma ampla diversidade de espécies de Capsicum, incluindo
quatro espécies domesticadas (C. annuum var. annuum, C. bacccatum var. pendulum, C.
chinense, C. frutescens) (REIFSCHNEIDER e RIBEIRO, 2004). Capsicum annuum var.
annuum, pimentdo, ¢ a variedade mais conhecida e difundida no mundo, esta espécie
apresenta uma baixa pungéncia sendo considerada uma pimenta doce (BOSLAND et al.,

1996; ESHBAUGH, 1993).



1.1.1 Capsicum baccatum

Capsicum baccatum € uma espécie amplamente distribuida na América do Sul,
inclusive no Brasil, ¢ popularmente conhecida como ‘“aji” e apresenta tipos com
diferengas morfologicas. Esta espécie tem duas variedades principalmente reconhecidas
C. baccatum var. baccatum e C. baccatum var. pendulum. No Brasil a variedade C.
baccatum var. baccatum ¢é popularmente conhecida como pimenta ‘Cumari’ ¢ a C.
baccatum var. pendulum dependendo das caracteristicas dos frutos pode ser chamada de
pimenta ‘dedo-de-moca’ ou pimenta ‘cambuci’ (chapéu-de-bispo). Neste grupo de
pimentas, a pungéncia dos frutos ¢ menos intensa, ha inclusive cultivares de pimenta
'Cambuci' que sao doces (BOSLAND et al.,, 1996; ESHBAUGH, 1993; RIBEIRO,
2004).

C. baccatum var. pendulum ¢ uma das espécies domesticadas no Brasil e muito
cultivada e utilizada no sudeste e sul do Brasil. As flores sdo isoladas, pequenas,
hermafroditas e se apresentam em nimero de uma a duas por né. Na antese, os pedicelos
sdo geralmente eretos. A corola ¢ branca e sempre apresenta um par de manchas
amareladas ou esverdeadas na base de cada lobo das pétalas e as anteras sdo amarelas
(Figura 1). Os célices dos frutos maduros sdo evidentemente dentados e ndo possuem
constrigdo anelar na juncdo do pedicelo. Os frutos sdo de varias cores e formas (Figura

2), geralmente pendentes, persistentes, com polpa firme e as sementes apresentam cor de

palha (CARVALHO e BIANCHETTI, 2004).



Figura 1 — Foto da flor de C. baccatum
Fonte: EMBRAPA HORTALICAS <http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/especies.htm>

Figura 2 — Foto do fruto da pimenta Cambuci (C. baccatum var. pendulum)
Fonte: EMBRAPA HORTALICAS <http://www.cnph.embrapa.br/capsicum/epimentacambuci.htm>

1.1.2 Aspectos quimicos

As pimentas apresentam uma diversidade em sua composi¢do quimica, entre os
principais componentes destacam-se os capsaicindides, os carotendides e o acido
ascorbico. Além destes, também se encontram os compostos fenolicos, vitamina A e
tocoferois, sendo que estes niveis de compostos podem variar de acordo com o gendtipo
e grau de maturacdo (DAVIS et al., 2007; DELI et al., 2001; HOWARD et al., 2000;
MARIN et al., 2004; MIEAN e MOHAMED, 2001).

Os capsaicinodides (Figura 3) so os compostos mais estudados das pimentas e sdo
amidas da vanilamina (4-hidréxi-3-metoxi-benzilamina) e acidos graxos saturados ou
insaturados. Este grupo apresenta mais de 10 compostos conhecidos, porém a capsaicina
{N-[(4-hydroxi-3-metoxi-fenil)metil]-8-metilnon-6-enamida} ¢ a mais descrita

(CARVALHO et al., 1999; DAVIS et al., 2007).
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Figura 3 — Estrutura quimica de alguns dos capsaicinoides. Fonte: DAVIS et al.(2007)

No entanto, como nem todas as espécies de pimentas apresentam grandes
concentracoes de capsaicinoides, recentemente alguns trabalhos enfocam a pesquisa na
quantificagdo e isolamento de compostos fenolicos e suas atividades bioldgicas,
principalmente as propriedades antioxidantes destas substancias (MATERSKA e
PERUCKA, 2005; MIEAN e MOHAMED, 2001).

Materska e Perucka (2005) relataram a presenca de, além dos capsaicinodides,
flavonoides e acidos fendlicos em cinco cultivares de C. annuum L. Corroborando com
este achado, Miean e Mohamed (2001) separaram e quantificaram flavonoides,

principalmente quercetina e miricetina, também da espécie C. annuum.



1.1.3 Aspectos biologicos

Os capsaicindides, além de definirem a pungéncia das pimentas, apresentam uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana, antioxidante,
anticancer e analgésica (CICHEWICZ e THORPE, 1996, CHOWDHURY et al., 1996;
MOLINA-TORRES et al., 1999; ROSA et al., 2002; SURH, 2002).

Por outro lado, a presenca de niveis moderados a altos de fendlicos ¢ indicada
como a principal responsavel pelas atividades biologicas das pimentas. Esses
fitoquimicos sao sabidamente descritos como antioxidantes. Alguns estudos que relatam
a capacidade antioxidante de espécies de Capsicum correlacionam positivamente essa
atividade com o contetido dos fenolicos (MATERSKA ¢ PERUCKA, 2005; SHAN et al.,

2005).

1.2 Espécies redoxi-ativas, defesas antioxidantes e estresse oxidativo

O estudo de antioxidantes e estresse oxidativo nos ultimos anos tém revelado um
grande interesse, principalmente, nos efeitos das espécies reativas nos sistemas
biologicos. Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados na sua Orbita externa, geralmente formados pela perda ou
ganho de elétrons (oxirreducdo). Esses radicais livres que possuem o elétron
desemparelhado centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Espécie
redoxi-ativas ¢ um termo geral que inclui as espécies reativas de oxigénio e as espécies

reativas de nitrogénio, que podem ser observadas na Tabela 1 (HALLIWELL, 2001).



Tabela 1. Principais espécies redoxi-ativas.

ESPECIES REDOXI-ATIVAS DE OXIGENIO

Radicais Nio radicais

anion superoxido (Oy) Peroxido de hidrogénio (H,05,)
Hidroxila (OH") Acido hipocloroso (HCIO)
Peroxila (RCO,* ou LOO®) Acido hipobromoso (HBrO)
Alcoxila (RO* ou LO®) Ozonio (03)

Hidroperoxila (HO,") Oxigénio singleto ('0,)

ESPECIES REDOXI-ATIVAS DE NITROGENIO

Radicais Nao radicais
Oxido nitrico (NO®) Peroxinitrito (ONOQO")
Dioxido de nitrogénio (NO,") Alquil peroxinitrito (ROONO)

Fonte: adaptado de HALLIWELL, 1996.

Em sistemas biologicos, as espécies redoxi-ativas sdo formadas naturalmente ou
devido alguma alteracao fisiologica. Elas estdo envolvidas em muitos processos
fisiologicos importantes, tais como produg¢do de energia, fagocitose, regulagdo do
crescimento celular, sinalizagao celular e sintese de substancias. Entretanto, o excesso
de radicais livres pode gerar efeitos prejudiciais, podendo ser a etiologia e/ou
patogénese de varias patologias, como cancer, catarata, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas, entre outras (BARREIROS et al., 2006).

Para impedir os efeitos deletérios associados ao excesso das espécies redoxi-
ativas o organismo apresenta defesas antioxidantes. Segundo Halliwell (2001), define-se
um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a

oxidacdo do mesmo. Os antioxidantes presentes no organismo podem ser de origem



endogena agindo enzimaticamente, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx), ou ndo-enzimaticamente, como glutationa reduzida
(GSH). Além destes antioxidantes produzidos no organismo, tém os antioxidantes
oriundos da dieta, tais como a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A),
ascorbato (vitamina C), compostos fenolicos (4cidos fendlicos e flavondides)
(BARREIROS et al., 2006; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Em condi¢des normais, o sistema das defesas antioxidantes atua em diferentes
niveis e mantém as reagoes de formacdo de espécies redoxi-ativas sob controle. Desta
forma, o organismo apresenta um equilibrio entre as espécies redoxi-ativas e as defesas
antioxidantes. Porém, quando ocorre um desequilibrio entre o balanco pro-oxidante /
antioxidante, no sentido da situacdo pré-oxidante, ocorre um dano potencial que
caracteriza o estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; SIES, 1993).

As espécies redoxi-ativas podem reagir com biomoléculas, tais como proteinas,
carboidratos, lipideos e 4acidos nucléicos. Assim, o estresse oxidativo pode resultar em
trés diferentes processos: 1) adaptacdo por regulacdo do sistema de defesa antioxidante;
IT) injaria tecidual; III) morte celular por apoptose (HALLIWELL, 2001; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

Todos os componentes celulares estdo expostos as espécies redoxi-ativas, sendo
que os 4acidos graxos poliinsaturados das membranas s3o os mais vulnerdveis
desencadeando uma série de reagdes denominadas de peroxidacdo lipidica
(lipoperoxidagao, LPO). Este processo de oxidac¢ao lipidica leva a alteragdes na estrutura
e na permeabilidade da membrana celular, conseqiientemente, ha perda da seletividade
na troca i6nica e liberagdo de conteudo das organelas (como enzimas hidroliticas dos

lisossomas), formag¢do de produtos citotoxicos (como malondialdeido, MDA),



culminando com a morte celular (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997; HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 2007).

A lipoperoxidagao ¢ utilizada como um sinal do estresse oxidativo celular e
auxilia no reconhecimento de danos oxidativos em organismos com algumas patologias,
ocorrendo numa seqiiéncia de reacdes ja conhecida. Inicialmente, um datomo de
hidrogénio ¢ seqiiestrado do 4cido graxo contendo, ao menos, duas duplas ligagdes
separadas por metilenos intercalados (LH), originando um radical livre centrado no
carbono (radical lipidico) (L") com um rearranjo das duplas ligagdes (conjugacio de
dienos). Esta fase ¢ seguida pela interacdo do Le com o oxigénio molecular (O,), para
formar um radical peroxila (LOO"), que pode entdo retirar um atomo de hidrogénio tanto
do LH adjacente (induzindo uma reagdo de propagagdao), como de outro doador de
hidrogénio como, por exemplo, um antioxidante. Em ambas as circunstancias, um
hidroperoxido de acido graxo (LOOH) ¢ formado (ERNSTER e HOCHSTEIN, 1994;

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; HERMES-LIMA et al., 1995).

1.3 Compostos Fenolicos

Compostos fenodlicos sdo compostos que, no minimo, apresentam em sua estrutura
um anel aromdtico substituido por um ou mais grupamentos hidroxila. No entanto, ¢
uma classe que inclui grande diversidade de estruturas, simples e complexas. A origem
biogenética determina o padrdo de substituicdo do composto fendlico resultante. Desta
forma, os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas biogenéticas:
pela via do acido chiquimico ou pela via do acetato-polimalato (BRAVO, 1998;

CARVALHO et al., 1999).



10

Os acidos fenolicos sao alguns compostos que constituem a classe dos compostos
fendlicos. Caracterizam-se por apresentarem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na estrutura da
molécula. Os acidos fenolicos se dividem em trés grupos: acidos benzodicos - sete
carbonos, C6-C1 (Figura 4A), acidos cinamicos - nove carbonos, C6-C3 (Figura 4B) e

cumarinas (Figura 5) (SOARES, 2002).

(A) : ! (B) F. R,

= (CH— " COOH

R,=0H —s Acido Salicflico; R,=R,=0H —s Acido Gentisico; R, =0H s Addo Ry=R;=Ry=FR4y=H— Adido cindmico; Ry=0H— Addo o-cumarico;
p-hidraxibenzoico; R, = R, = OH — Acido Protocatequinico; R, = OCH; R, =0H — Addo m-cumdrico; Ry =0H —>Acid_n p-cumarico; Ry = Ry =
R, =0H - AddoVanllico; R, = R, =R, = OH - Acido Galico; R, =R, =0CH,  OH — Adido Caféico;_ Ry = OCHy; Ry = OH — Acido Fertlico; Ry =R =
R, = OH — Addo Siringico 0OCH3; Ry = OH — Acido Sindpico

Figura 4 — Estrutura dos acidos benzdicos (A) e acidos cindmicos (B). Fonte: SOARES
(2002).

Curnarina

Figura 5 — Estrutura das cumarinas. Fonte: SOARES (2002).

Os flavonoides representam um dos grupos fenolicos mais importantes,
pertencendo a classe de polifendis, ou seja, tem um ou mais nucleos aromaticos
contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais (ésteres,

glicosideos). A familia inclui as antocianidinas, flavondis, flavandis, flavanonas e
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flavonas. Entre os metabodlitos secundarios de vegetais estes compostos aparecem com
relativa abundancia (RICE-EVANS et al., 1996; ZUANAZZI, 1999).

A maioria dos representantes de flavondides possui 15 dtomos de carbono (C6-C3-
C6) em seu nucleo fundamental (Figura 6), o qual se constitui de duas fenilas ligadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas. Quando o composto esta na forma conjugada
com agucares ¢ conhecido como heterosideo, e sem o acucar (forma livre) ¢ chamado de

aglicona ou genina (COOK e SAMMAN, 1996; ZUANAZZI, 1999).

Figura 6 — Estrutura basica dos flavondides. Fonte: COOK ¢ SAMMAN (1996).

Muitos estudos tém evidenciado a capacidade in vitro dos polifenois em quelar
metais e seqiiestrar espécies redoxi-ativas, caracterizando estes compostos como
antioxidantes de ocorréncia natural. A habilidade dos compostos fenolicos em agir como
antioxidantes ¢ devido a capacidade de doar elétrons e ¢ dependente de suas estruturas
quimicas (RICE-EVANS et al., 1996).

Atualmente, existe um interesse crescente nos fitoquimicos como componentes
bioativos dos alimentos, onde o papel das frutas, vegetais e vinho tinto na prevencado de
doencas tem sido atribuido em parte a propriedade antioxidante de seus constituintes
polifendlicos. E muitos destes, sdao antioxidantes mais efetivos in vitro que as vitaminas
E e C, e desta forma, podendo contribuir significativamente para o efeito protetor in vivo
(RICE-EVANS et al., 1997).

Estudos epidemiologicos confirmam que uma dieta composta de alimentos ricos

em polifendis esta associada com a prevencdo de varias patologias. Este resultado
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poderia ser justificado devido aos efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos,
protegendo o organismo de varias doengas associadas ao estresse oxidativo, tais como,
cancer e doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Além das evidéncias dos
estudos epidemiologicos, os efeitos antioxidantes sdo confirmados em teste in vitro, ex
vivo € in vivo em animais, porém estudos com humanos ainda siao limitados e
controversos (HERTOG et al., 1995; PIETTA, 2000; SCALBERT et al., 2005).

Outras atividades sao descritas para os compostos fenolicos como atividade
antimicrobiana, antiinflamatoéria, antitrombotica, antia-alérgica entre outras (COOK e
SAMMAN, 1996; GRYGLEWSKI et al.,1987; HAVSTEEN, 1983; MIDDLETON e

KANDASWAMI, 1992).

1.4 Atividade antimicrobiana

O tratamento com antibidticos, denominado antibioticoterapia, foi iniciado na
década de 1930 por Alexander Fleming, que a partir do fungo Penicillium descobriu a
penicilina, seguido de muitos outros estudos que induziram a descoberta de novas
substancias com atividade antimicrobiana. No entanto, as investigacdes e os estudos
sobre o uso de substidncias com atividade antimicrobiana foram conduzidos de forma
mais cientifica por Louis Pasteur e Robert Koch, através de descobertas das etiologias
microbianas das infec¢des (LIMA, 2001).

A farmacoterapia nos ultimos cinqiienta anos apresentou um grande avanco, o
qual pode ser representado pelos antibioticos. Esse grupo de medicamentos possibilita o
controle efetivo de muitos microorganismos patogénicos através de varios mecanismos

(DI STASI, 1996).
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Apesar da evolugdo quimica e farmacoldgica dos agentes antimicrobianos, o uso
indiscriminado de antibidticos resultou no aparecimento de patdégenos multirresistentes,
0 que tornou necessario o emprego, cada vez maior, de novos farmacos, ampliando a
importancia da pesquisa por novos agentes antimicrobianos (FALCAO et al., 2002).

Uma das principais fontes de investigacdo na busca por novas substancias com
potencial antimicrobiano sdo as espécies vegetais, visto que possuem como principal
mecanismo de defesa contra seus predadores (fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos,
moluscos e animais superiores) a producdo de compostos originados das vias
metabolicas secundarias das plantas. Estes compostos, por possuirem estruturas
quimicas complexas, sao bastante diferenciados dos antimicrobianos obtidos a partir de
bactérias, leveduras e de fungos (LIMA, 2001).

Os antimicrobianos, de acordo com o efeito que causam nos microorganismos,
podem ser classificados como bactericidas e fungicidas ou bacteriostaticos e
fungistaticos. O primeiro grupo destrdi os microrganismos € o segundo grupo inibe seu
crescimento (MACHADO ¢ BARROS, 2001; ZACCHINO, 2001).

O mecanismo de acdo dos antimicrobianos pode se apresentar de diversas
maneiras, ou seja, interferindo em processos metabdlicos ou estruturas do
microrganismo. De modo geral, os pontos de agdo incluem a parede celular bacteriana; a
membrana citoplasmatica e a sintese de acido nucléico e proteinas (MACHADO e
BARROS, 2001; PELCZAR et al., 1996).

Os vegetais, assim como os microrganismos, sdo capazes de elaborar e produzir
substancias com potencial antimicrobiano, visto que suas propriedades bacteriostaticas e
bactericidas tém sido comprovadas através de diversos trabalhos na literatura. Porém, o
mecanismo de ag¢do de produtos oriundos de plantas ainda ¢ pouco conhecido,

principalmente pelo fato de que estas atividades geralmente sdo avaliadas e confirmadas
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através de ensaios bioldgicos in vitro (testes de susceptibilidade ou sensibilidade)
incluindo os métodos de diluicdo em tubos e difusdo em meio solido — disco, cavidade,
cilindro (COWAN, 1999; LIMA, 2001, RAUHA et al., 2000).

Alguns estudos sobre a atividade antimicrobiana de substancias naturais
demonstram que estas podem atuar na inibigdo da parede celular ou da sintese dos
acidos nucléicos (DNA e RNA), interferindo na formag¢do de purina ou pirimidina ou
bloqueando a polimerizacao dos nucleotideos (LIMA, 2001).

Varios metabolitos secundarios das plantas sdo investigados em relacdo as suas
propriedades antimicrobianas. Dentre estes se destacam os flavonodides, os quais
provavelmente apresentam atividade antimicrobiana devido a capacidade de complexar
proteinas extracelulares soluveis e células da parede bacteriana (COWAN, 1999;
FALCAO et al., 2002).

As bactérias de interesse médico podem ser classificadas com base em suas
caracteristicas  fenotipicas. Entre estas, estdo as Dbactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Enterococcus sp) ou gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) as quais sdo coradas pelo método de Gram, apresentando-se
em forma de cocos ou de bacilos. Muitas dessas bactérias sdo patogénicas e outras
fazem parte da microbiota normal do corpo humano (TRABULSI, 1999).

As infecgdes fungicas, nas ultimas décadas, tornaram-se importantes causas de
infeccdes hospitalares, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Assim,
fungos oportunistas como Candida albicans e Cryptococcus neoforms sio mais
comumente encontrados causando enfermidades e freqiientemente de dificil erradicacao,
sendo necessario o desenvolvimento de novos e efetivos agentes antifungicos

(MIRANDA et al., 2003; ZACCHINO et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as propriedades antioxidante e antimicrobiana de extratos hidroalc6olicos
de diferentes partes (pericarpo, semente, placenta) dos frutos de Capsicum baccatum

L.var. pendulum

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos das partes de frutos de C.
baccatum utilizando o ensaio do potencial antioxidante reativo total (TRAP) e
reatividade antioxidante total (TAR);

e Determinar o conteudo total dos fendlicos dos extratos das partes de frutos de C.
baccatum através do método de Folin-Ciocalteu;

e Avaliar os efeitos dos extratos das partes de frutos de C. baccatum na
peroxidagao lipidica em homogenato de fatias de figado de ratos em um modelo
ex vivo;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos das partes de frutos de C.
baccatum através do método de triagem de difusdo em disco;

e Correlacionar o conteudo total de fendlico com a atividade antioxidante.
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3. ARTIGO CIENTIiFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a forma
de artigo cientifico, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais ¢ Métodos,
Resultados, Discussao e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio artigo. O
artigo estd disposto no mesmo formato que foi aceito para publicacdo no periddico

Journal of Medicinal Food.
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3.1 Phenolic Content, Antioxidant and Antimicrobial Properties of Fruits of Capsicum

baccatum L. var. pendulum at Different Maturity Stages.

Artigo aceito para publicagdo no perioddico Journal of Medicinal Food
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ABSTRACT

The phenolic content, antioxidant potential and antimicrobial activity of extracts of different
parts of the fruit from Capsicum baccatum L. var. pendulum were investigated. The analysis
of phenolic content was performed by Folin-Ciocalteu method and reversed-phase HPLC. The
in vitro antioxidant activity was assessed by the total reactive antioxidant potential (TRAP)
and total antioxidant reactivity (TAR) index. The antioxidant activity was positively
correlated with the amount of phenolics found in each sample. The ex vivo antioxidant
potential was carried out using rat liver slices model. The antimicrobial activity was screened
using Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi. All the extracts revealed

antioxidant activity and a weak antimicrobial activity.

KEYWORDS: antioxidant potential; antimicrobial activity; Capsicum; maturity; phenolics
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INTRODUCTION

Many epidemiological studies have indicated an inverse association between a plant-
based diet and the risk of development of chronic pathological processes associated with
oxidative stress, including cancer, cardiovascular diseases, and other age-related degenerative
disorders.'” The presence of antioxidant compounds in fruits and vegetables could be
associated with these beneficial health effects, protecting biomolecules from oxidative
damage. Regarding plant components, phenolic compounds, or polyphenols, are an important
group of secondary metabolites that have been widely investigated concerning their
antioxidant potential.*” These phytochemicals may act as antioxidants because they
demonstrate redox properties, which allow them to scavenge free radicals and inactivate other
pro-oxidants.® Furthermore, the antimicrobial activity of these compounds also has been
reported.”"”

Recently, several researchers have investigated the chemical composition and

antioxidant activity of different fruits and vegetables.''"

Peppers, Capsicum species
(Solanaceae), are native plants of America and are important vegetables popularly used as

spices, foods, and external medicine. Pepper fruits are a remarkable source of antioxidant

14,15 16-18 19-22

compounds, like vitamins.'*'*, carotenoids'®"*, capsaicinoids'®**, and phenolic compounds™"
> but levels of these phytochemicals may vary by genotype, stage of maturity and plant part
consumed. Thus, it becomes pertinent to study these variations in different parts of the fruit
from different genotypes during maturity to select the best for health benefits.

Capsicum baccatum L. var. pendulum (Cambuci) is widely consumed in South Brazil
and there are few studies in literature concerning its chemical composition and biological

properties. The objectives of this study were (1) to determine the total phenolic content of

extracts of three different parts of C. baccatum L. var. pendulum immature and mature fruits;
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(2) to evaluate and compare total antioxidant capacity and phenolic content of these extracts;
(3) to establish the relationship between antioxidant activity and phenolic compounds of
extracts; (4) to identify the phenolic profile of the extracts by RP-HPLC; and (5) to determine

the antimicrobial activity of these extracts.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Thiobarbituric acid (TBA), luminol (3-aminophthalhydrazide), tert-butyl hydroperoxide (¢-
BOOH), bovine serum albumin (BSA) and standard chemicals of capsaicin, galic, chlorogenic
and caffeic acids, and rutin were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 2,2’-
Azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride (AAPH) and 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) were purchased from Aldrich Chemical
(Milwaukee, WI). The acetonitrile, acetic acid, methanol, and glycine were purchased from
Nuclear (Diadema, SP, Brazil). Folin-Ciocalteu reagent was purchased from Merck
(Germany). Trichloroacetic acid (TCA) and sodium carbonate were purchased from Synth

(Diadema, SP, Brazil).

Plant material

The fruits of Capsicum baccatum L. var. pendulum were collected in Passo Fundo, Rio
Grande do Sul, Brazil, in January 2006. Voucher specimens were identified by Prof. MS
Branca Severo from the University of Passo Fundo and are on deposit in the Herbarium of the
Museu Zoobotanico Augusto Ruschi of the University of Passo Fundo, RS, Brazil (RSPF

10449).
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Preparation of the extracts

The fresh fruits of C. baccatum were divided based on their color into two maturity stages
(immature - green and mature - red) and separated in three different parts (pericarp, seeds and
placenta). Ten grams of each structure were separately extracted using 100 mL of 40%
ethanol (plant:solvent, 1:10, w/v) under reflux (80 °C) during 30 min. After cooling, the
extracts were filtered, evaporated under reduced pressure to dryness and stored at -20 °C until

use. During their preparation and analysis, extracts were protected against light.

Determination of total phenolics content

Total phenolic content of the hydroethanolic extracts was determined by the Folin—Ciocalteu
assay and chlorogenic acid was used as standard.” Briefly, a 100 pL aliquot of extracts was
assayed with 100 pl of Folin—Ciocalteu reagent and 200 pL of sodium carbonate (25%, w/v).
The mixture was vortexed and diluted with distilled water to a final volume of 2 mL. After 2
h, the absorption was measured at 726 nm and the total phenolic content was expressed as

chlorogenic acid equivalents in mg/100g of dry weight (CAE mg/100g DW).

HPLC Analysis

The qualitative analysis of some phenolic compounds and capsaicin from extracts was made
by high-performance liquid chromatography (HPLC) wusing a Shimadzu liquid
chromatography apparatus (Columbia, MD) composed of two LC-10AD pumps, a SPD-10AV
UV/Vis detector, a SCL-10A controller and a Rheodyne injector (20 uL sample loop). The
data acquisition system was a Class-VP software. The separation was achieved on Waters
Spherisorb ODS-2 column (RP-C18, 5 um particle size, 150 x 4.6 mm i.d.). A linear gradient
with eluents A (MeOH) and B (water/acetic acid, 99/1, v/v) as the mobile phase was used as

follows: 0 min, 15% A; 15 min, 40% A and 25 min, 50% A. The mobile phase was prepared
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daily and degassed by sonication before use. The flow rate was 1 mL/min and the
chromatograms were recorded at 280 nm. The phenolic compounds were identified by
comparing the retention time with reference standards and by co-injection of standards by
adding them to the extracts. For this, 500 pL of mobile phase or aqueous solution containing
chlorogenic or caffeic acid or rutin (all 200 pg/mL) were added to 500 uL of the crude extract
solution (1000 pg/mL). Capsaicin analyses were conducted by the same HPLC apparatus but
the mobile phase was isocratic, consisting of 65% solvent A (MeOH) and 35% B (acetic acid
1%), at a flow rate of 1 mL/min and detection at 280 nm. The presence of capsaicin was

determined based on the retention time of a standard solution.

Antioxidant activity

The in vitro antioxidant activity of the extracts was estimated by the total reactive antioxidant
potential (TRAP) and the total antioxidant reactivity (TAR), as previously described. "%
Briefly, the reaction mixture (4 mL), containing AAPH (10 mM) and luminol (4 mM) in
glycine buffer (0.1 M), pH 8.6, was incubated at 21 °C for 2 h. AAPH is a source of peroxyl
radicals that react with luminol yielding chemiluminescence (CL). The system was calibrated
using the a-tocopherol synthetic analogue, Trolox. The addition of 10 pL of the extracts (final
concentration 2.5 pg/mL) or of 10 pL of Trolox (final concentration 200 nM) decreases the
CL proportionally to its antioxidant potential. The TRAP profile was obtained measuring the
CL emission in a liquid scintillation counter (Wallac 1409), operating in the ‘out of
coincidence’ mode, as counts per minute (CPM). The CL intensity was monitored for 50 min
after the addition of the extracts or Trolox. The TAR index was determined by measuring the
initial decrease of luminol luminescence calculated as the ratio Io/I where Io is the initial
emission of CL (before the addition of the antioxidant) and I is the instantaneous CL intensity

after addition of an aliquot of the sample or the reference compound (Trolox).
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Ex vivo assay

The antioxidant activity of C. baccatum parts extracts was also evaluated in an ex vivo assay
using t-BOOH (fert-butyl hydroperoxide) as oxidative stress inducer. Rat liver slices (400
um) were preincubated with the extracts for 30 min at 37 °C under 95% 0,/5% CO, in a
shaking water bath (60 oscillations/min) in a medium of oxygen-equilibrated Krebs-Ringer
phosphate buffer (10 mM glucose, pH 7.4). After this incubation with the treatments, 0.5 mM
t-BOOH was added to different liver slice samples. After incubation, rat liver slices were
removed and the medium was centrifuged at 12000g for 10 min. The supernatant portion was
used to measure lactate dehydrogenase activity using a commercial kit (LDH LiquiformTM,
Brazil). For lipid peroxidation assay, the rat liver slices were homogenized with phosphate

buffer, pH 7.4, and kept at -75 °C prior to analysis.

Lipid peroxidation

Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) formation was used to evaluate lipid
peroxidation.® First, 600 pL of 15% trichloroacetic acid were added to 300 uL of the liver
slice homogenates and centrifuged at 7000g for 10 min. Then, 500 puL of supernatant were
mixed with 500 pL of 0.67% thiobarbituric acid. The reaction mixture was incubated in a
boiling water bath for 20 min, cooled to room temperature and the absorbance read at 532 nm.
The results were normalized by protein content and were expressed as MDA equivalents
(nmol/mg protein). Protein concentration in rat liver slice homogenates was measured by

Lowry method, using bovine serum albumin as standard.”!
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Antimicrobial assays

The disk diffusion method was used as screening test for antimicrobial activity.*” Filter-paper
disks (6 mm in diameter) impregnated with extract solutions were placed on Mueller-Hinton
agar plates (Merck, Darmstadt, Germany), which were inoculated with test organisms
according to the standard protocol described by the National Committee of Clinical
Laboratory Standards — NCCLS 2004.> The filter-paper disks were impregnated with 20 pL
of the extract solutions in order to obtain final concentrations of 2000, 1000 and 200 pg of
extract in the disks. The microorganisms used for the biological evaluation were
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 14506), Enterococcus faecium
(ATCC 10541), Candida glabrata (NRRL Y-55), Candida albicans (ATCC 18804), Candida
krusei (IMUFERIJ 50149), Candida dubliniensis (NRRL Y-17841), Candida parapsilosis
(ATCC 22019), Cryptococcus neoforms (ATCC 24065B), and two clinic-isolated C. albicans
and C. parapsilosis. The plates were incubated at 35 °C (+1 °C), and after 18 h the diameters
of the inhibition zones were measured. Filter-paper disks containing sterile water without any
test compound were negative control and no inhibition was observed. Standard antibiotic
disks were selected according to the sensitivity of the bacteria tested. Thus, ampicillin (10

ng), chloramphenicol (30 pg), ceftazidin (30 pg) and fluconazole (25 pg) were used.

Statistical analysis

Data were expressed as means + standard deviation (SD) of triplicates from two independent
experiments. Differences between treatments were compared by one-way ANOVA, followed
by Tukey’s test for approximately normally distributed variables. Pearson’s correlation

coefficient was used to test correlation between total phenolic content (CAE) and TAR index.
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Data analyses were performed using the SPSS 13.0 software package (SPSS Inc., Chicago,

IL) and the statistical significance was set at the 0.05 level (two-tailed).

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenol content, antioxidant capacity, and relationship between TAR and CAE

Many studies have established that polyphenols present in foods inhibit oxidative stress
due to their free radical scavenging activities in vitro and in vivo.*** This way, the
quantification of phenolics in fruits and vegetables is necessary to increase functional
properties of these foods. Total phenolic content was quantified by using Folin-Ciocalteu
phenol reagent. Although the Folin-Ciocalteu method could overestimate total phenolics, it is
so far the only single and widely used method for estimating total phenolics.*® The results of
the total phenolic content of immature and mature parts of C. baccatum fruits range from
1523.9 to 7688.1 mg of CAE/100g of DW (Table 1).

The phenol content of C. baccatum parts presented similar or higher content of total
phenolics than other Capsicum species. 2*>2%*7 An overview of the results shows that the
total phenolic content of all parts is higher in immature fruits than in mature fruits. This trend
in the total phenolic content for C. baccatum with maturity stage is in agreement with the
trend reported by Marin et al.** for C. annuum L. cv. Vergasa (a variety of sweet pepper),
where the green pepper had higher total phenol content than the red pepper. However, some
studies have observed an increasing trend in total phenolics during maturity stage in other
Capsicum cultivars. >~
In addition, we observed a change in the location of the highest phenolic content during

the maturing process, as we noticed that the highest level of phenolics in the immature parts

was found in the placenta (7688.1 mg of CAE/100g) and in the mature parts in the seeds
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(5847.2 mg of CAE/100g). Thus, we verify that the seeds are the parts that most contribute to
the total phenolic content in the mature fruits of C. baccatum (Table 1). Seeds from various
plant sources have been shown to be rich in phenolics and to contribute significantly to high
phenolics content in the maturity stage. This was observed in one cultivar of C. annuum of
which seeds had been removed and the total phenolic level decreased with maturity.'>® Thus,
our results suggest a clear understanding of metabolic changes in phenolics during the
maturation process, and a characterization of the phenolic profile of all separate parts of the
fruit is necessary.
The phenolic compounds in the extracts under study were analyzed using RP-HPLC
by comparison with authentic phenolic standards. The different co-injections — with extract +
standards, extract + mobile phase and standards + mobile phase — allowed us to observe an
increase in the peak area concerning the chlorogenic and caffeic acids, and rutin, suggesting
that these compounds are present in the Capsicum baccatum L. var. pendulum fruits. Figure 1
displays HPLC profiles of all studied extracts. The analyses of pericarp extracts revealed
different chemical profiles since only the immature pericarp presented phenolic compounds
(caffeic acid and rutin). The profile of the other parts analyzed indicates the presence of
chlorogenic and caffeic acids in all of them. However, capsaicin was not detected in any
extracts analyzed, indicating that C. baccatum L. var. pendulum is a species that can be
considered a “sweet” pepper, and this characteristic flavor makes it suitable for culinary
preparation.
The total reactive antioxidant potential (TRAP) was determined using a method based
on the quenching of luminol-enhanced chemiluminescence derived from the thermolysis of a
water-soluble azo compound, AAPH, used as a reliable and quantifiable source of alkyl

27,28

peroxyl radicals. This widely used assay has proved to be a simple, sensitive, and

reproducible method that can be used to determine the antioxidant capacity in complex
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mixtures such as plant extracts.”” On the other hand, the TAR index was obtained from the
initial decrease in the luminescence associated with the additive incorporation of the sample
to the AAPH-luminol system and it indicates the initial reactivity of the sample when
compared to Trolox.””*’ Figure 2 shows the chemiluminescence (CL) profile obtained after
addition of 10 pl of Trolox (final concentration 200 nM), used as a standard, and the different
extracts (final concentration 2.5 pg/mL). This allowed us to compare the TRAP profiles and
we observed that CL decrease following addition of the plant extracts is qualitatively different
to that obtained when Trolox is used. These differences can be the result of efficient and
inefficient antioxidants in the extracts. All the extracts studied were active in reducing the
luminol-enhanced chemiluminescence, indicating the presence of compounds with peroxyl
scavenging properties. However, immature placenta and mature seed extracts showed the
highest antioxidant activity, as observed in the instantaneous reduction of CL and
maintenance of this activity during the period analyzed. The results of TAR index indicated
that all extracts have antioxidant reactivity (Fig. 3), but the same extracts that showed better
activity on TRAP profile revealed a significantly higher TAR index when compared to other
parts in the same maturity stage. Figure 3 shows that TAR indexes of immature placenta and
mature seeds were not statistically different (p<0.05) from TAR index of Trolox.

The results of total phenolic content basically coincided with those of total antioxidant
capacity. In other words, the extracts that had high antioxidant activity showed a tendency
towards high phenolic content. Thus, as in other studies that evaluated the correlations

13,37-39
, we found

between the antioxidant capacity and phenolic profile of fruits and vegetables
a positive significant correlation (r= 0.863 p<0.05) between total phenolic content and

antioxidant capacity (TAR index) in all analyzed extracts (Fig. 4), indicating that the phenolic

compounds might be the major contributors to the antioxidant activities of these extracts.
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The marked difference observed in the total phenolic content between the immature and
mature parts of C. baccatum fruits could be attributed to the fact that peppers suffer profound
physiological and biochemical changes during the course of maturation, with the conversion

of some phytochemicals, and this influences the antioxidant activity of these fruits.***>*

Ex vivo assay

In our ex vivo model, we used rat liver slices, which represent a complete and
heterogeneous system close to the physiological system, to study the peroxidative damage.
The incubation of physiologically active liver slices with the inducer ~-BOOH substantially
increased cell death and the generation of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS).
The peroxyl radicals are important agents that mediate lipid peroxidation, causing damage to
cell membranes.”’ In order to evaluate if the extracts with the highest in vitro antioxidant
activity (immature placenta and mature seeds) were capable of inhibiting ex vivo oxidative
stress, lipid peroxidation was assessed by means of an assay that determines the production of
malondialdehyde (MDA) and related compounds in rat liver homogenates. The results
obtained are shown in Figure 5. The results clearly show that incubation of rat liver slices in
the presence of 0.5 mM #BOOH caused a significant increase (p<0.05) in the MDA
equivalents content of the liver homogenate when compared to the basal liver homogenate.
However, the extracts tested (final concentration 2.5ug/mL) were significantly effective in
reducing the MDA levels. Whereas the addition of an oxidative stress inducer (0.5 mM ¢-
BOOH) in the incubation medium substantially increased cell death, the pre-treatment with
immature placenta and mature seeds extracts prevented increase in cell death, evidenced by
decreased LDH leakage when compared to control slices (data not shown). In accordance
with our study, Oboh et al.** demonstrated that other Capsicum species (C. annuum and C.

chinese) prevent lipid peroxidation in rat brain and this effect is probably due its higher total
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phenolic content. In addition, several studies investigating the antioxidant activity of extracts

rich in polyphenols have demonstrated protective effects against lipid peroxidation.***

Antimicrobial activity

The antimicrobial screening of all extracts was carried out by the disk diffusion method.
The extracts did not show antibacterial activity. This could be related to the absence of
capsaicin in the extracts, since Molina-Torres et al.** demonstrated the antimicrobial activity
of this compound. The immature seed extract was the only extract that showed antifungal
activity (Table 2). Some studies demonstrated antimicrobial activity of compounds isolated
from seeds of Capsicum annuum L.**

In conclusion, our study indicates that the fruit extracts of C. baccatum L. var. pendulum
have in vitro and ex vivo antioxidant activity, which is related to total phenolic content, fruit
part, and maturity stage. Therefore, this pepper could be considered a new source of natural

antioxidants but further studies are needed to examine the potential use of these extracts in the

prevention of pathologies.
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Table 1. Total phenolic content in different parts of C. baccatum fruits at different

maturity stages.”

Maturity stage Structure extract Total phenolic

Immature Pericarp 1920.0 + 24.0°
Seed 5449.8 +261.6°
Placenta 7688.1 + 89.4°
Mature Pericarp 1523.9 + 64.9"
Seed 5847.2+121.9°
Placenta 3511.4 + 114.7°

“Data are expressed as chlorogenic acid equivalents (CAE) in mg/100g of dry weight
(DW) (Mean £ S.D. of n = 6)

Values with the same letters indicate no significant differences (p< 0.05)



Table 2. Antimicrobial activity of the extract of immature seeds of C. baccatum fruit

(n=3).
Inhibition zone"
Imature seed extract Antibiotics®
Doses (ug)
Microorganism 2000 1000 200 AP CP CZ FC
Staphylococcus aureus na na® na 28 nt* nt nt
Escherichia coli na na na nt 25 nt nt
Pseudomonas na na na nt nt 25 nt
aeruginosa
Enterococcus faecalis na na na 28 nt nt nt
Enterococcus faecium na na na 29 nt nt nt
Candida glabrata 13 na na nt nt nt 30
Candida albicans 10 na na nt nt nt 28
Candida krusei 10 na na nt nt nt 30
Candida dubliniensis na na na nt nt nt 29
Candida parapsilosis 12 11 na nt nt nt 33
Cryptococcus neoforms 12 na na nt nt nt 30
Candida albicans® 10 na na nt nt nt 30
Candida parapsilosis® 10 na na nt nt nt 29

* Diameter of Zone of inhibition (mm) including disk diameter of 6 mm
bna, not active

‘nt, not tested

dAP, ampicillin; CP, chloramphenicol; CZ, Ceftazidn; FC, Fluconazole
‘clinic-isolated
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Figure legends

FIG. 1. HPLC profiles (280 nm) of extracts from parts of C .baccatum fruits. 1-

chlorogenic acid; 2-caffeic acid; 3-rutin

FIG. 2. TRAP profile of immature parts (A) and mature parts (B) of C. baccatum fruits.
Chemiluminescence intensity (percentage of counts per minute-CPM) measured after
addition of 10 pl of Trolox (final concentration 200 nM) and the extracts (final
concentration 2.5 pg/ml) to 4 ml of glycine buffer (0.1 M), pH 8.6, containing luminol

(4 mM) and AAPH (10 mM) at 21 °C. Values are means + S.D. of n=6.

FIG. 3. TAR index (Io/I) of parts of C. baccatum fruits during different maturity stage.
Data are mean = S.D. of n = 6. The values with the same letters indicate no significant

differences by Tukey’s test (p<0.05).

FIG. 4. Correlation between total phenolic content (CAE) and TAR index (Io/I) of

extracts from parts of C. baccatum fruits (r=0.863 p<0.05).

FIG. 5. Effect of immature placenta and mature seed extracts (final concentration 2.5
ng/ml) on TBARS levels. Results are expressed as means = S.D. of triplicates from two
independent experiments. Values with the same Iletters indicate no significant

differences by Tukey’s test (p<0.05).
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4. DISCUSSAO GERAL

4.1 Atividade antioxidante e compostos fenoélicos

Estudos epidemioldgicos tém indicado que o consumo de frutas e vegetais ricos
em polifendis tem sido cada vez mais associado a reducdo de risco doencas cronicas
relacionadas ao estresse oxidativo (CHU et al., 2002; SUN et al., 2002).

Tal achado estd relacionado provavelmente com os compostos antioxidantes
presentes nestes alimentos, como por exemplo, compostos fendlicos, os quais sdo
considerados de grande importancia nutricional, porque sdo capazes de inibir a agdo de
radicais livres, prevenindo seus efeitos deletérios (RACCHI et al., 2002).

As espécies de Capsicum sdao amplamente utilizadas mundialmente e apresentam em
sua composicdo quimica teores significativos de composto fendlicos que contribuem para
as qualidades sensoriais dos frutos: cor, adstringéncia, amargor e sabor e cujos niveis
variam fortemente durante o processo de crescimento e de maturagdo e,
conseqiientemente, essas variacdes influenciam as atividades biologicas (CONFORTT et
al., 2007).

Portanto, no presente estudo o contetido total de fendlicos dos extratos das partes
(pericarpo, placentas, sementes) dos frutos imaturos e maduros de C. baccatum L. var.
pendulum foi determinado. Os resultados encontrados demonstram que todos os extratos
analisados apresentam niveis significativos de compostos fendlicos, que variaram de
1523,9 a 7688,1 mg de EAC/100g.

Uma clara diferenca foi observada no conteudo de fendlicos entre os diferentes
estadios de maturacdo, sendo que nos frutos imaturos o maior teor foi observado no

extrato da placenta (7688,1 mg de EAC/100g) e nos frutos maduros no extrato das
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sementes (5847,2 mg de EAC/100g), confirmando o resultado de varios estudos que
encontraram mudang¢as na composi¢ao quimica influenciada pelo processo de maturagao
(CONFORTI et al., 2007, DEEPA et al., 2007; HOWARD et al., 2000; MARIN et al.,
2004).

Os dados verificados nas analises de CLAE confirmam a presenca de alguns
compostos fenolicos (rutina, acido caféico e clorogénico) na maioria dos extratos
testados. Entretanto, nos frutos da espécie analisada ndo foi verificada a presencga de
capsaicina, indicando a suave pungéncia como caracteristica.

Varios métodos tém sido desenvolvidos para determinar a capacidade
seqiiestradora de radicais livres de extratos como uma medida da atividade antioxidante
in vitro. Estes métodos sdo geralmente baseados na inibi¢cao da acumulacdo de produtos
oxidados porque a geracao de radicais livres ¢ bloqueada pela adicdo de antioxidantes,
que capta os radicais livres e leva a uma reducdo desses compostos (CHOI et al., 2002).

Para verificar a capacidade de captacdo de radicais livres in vitro dos extratos de
C. baccatum foi utilizado o método do TRAP e TAR. Na presenca de moléculas
antioxidantes hd uma diminui¢do da quimiluminescéncia (QL) induzida pelo luminol e a
fonte de radical livre, AAPH, sendo que esta inibicdo da QL ¢ proporcional a capacidade
antioxidante do extrato (LISSI et al., 1995). No presente trabalho, a capacidade
antioxidante dos extratos foi comparada com um antioxidante de referéncia, Trolox e os
resultados indicam que todos extratos analisados apresentam propriedade antioxidante in
vitro.

Uma correlagdo positiva entre a capacidade antioxidante in vitro e o contetido de
fenolicos dos extratos das partes dos frutos de C. baccatum foi verificada. Esta
correlagdo demonstrada foi semelhante a encontrada para outros extratos ricos em

polifendis, sugerindo que os compostos fendlicos poderiam ser os responsaveis pela
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atividade antioxidante destes extratos (BANERJEE e DASGUPTA, 2005; SHAN et al.,
2005; ZAINOL et al., 2003). No entanto, cabe ressaltar que por ser um extrato bruto as
propriedades encontradas podem ser devido ao sinergismo dos diversos fitoquimicos
presentes nos extratos.

O método utilizado neste estudo para avaliagdo da protecdo dos extratos a
lipoperoxidagdo no modelo ex vivo foi o ensaio do TBARS, o qual ¢ utilizado para avaliar a
inibi¢do da peroxidagdo lipidica provocada por um pro-oxidante, --BOOH, que causa dano
oxidativo em fatias de figado de rato. Este método apesar de ter algumas limitagdes como a
baixa especificidade, ¢ comumente usado para detectar a peroxidagdo lipidica em extrato de
tecidos de animais, servindo para mensurar substancias reativas de acido tiobarbiturico e
conjugagdo de dienos (CHEN e TAPPEL, 1996; MEAGHER e FITZGERALD, 2000).

A avaliacdo da inibicdo a peroxidagao lipidica pelo ensaio TBARS ex vivo
mostrou que os extratos testados, placenta imatura e semente madura, protegeram as
fatias de figado de rato da peroxidagao lipidica induzida pelo -~-BOOH, sendo que esta
prote¢ao foi semelhante ao Trolox. Corroborando com nossos resultados Oboh et al.
(2007) demonstraram um efeito inibitério na lipoperoxidagao das espécies C. annum e
C. chinese. Outros estudos prévios descrevem que os polifénois conferem protecao
contra dano oxidativo de lipideos (DZIEDZIC e HUDSON, 1984; POLYDORO et al.,

2004).

4.2 Atividade antimicrobiana

Todas as cepas de Candida spp testadas, com exce¢do da Candida dubliniensis, e o
Cryptococcus neoforms se mostraram sensiveis ao extrato hidroalcodlico da semente
imatura, sendo que os halos de inibicdo obtidos variaram de 10 a 12 mm de diametro.

Quando comparado aos halos de inibi¢cdo frente aos antibidticos, nota-se que eles variaram
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de 28 a 33 mm. Assim sendo, o efeito antifingico observado deste extrato foi fraco quando
comparado aos antibiéticos padrdes testados, porém por se tratar de um extrato vegetal seu
poder antimicrobiano pode ser considerado de interesse cientifico, indicando potencial para
continuidade da pesquisa.

Cruz et al. (2003) descreve que a intensidade da atividade antibacteriana das
espécies de Capsicum spp esta diretamente relacionada com sua pungéncia e com
concentracdo de capsaicinoides, confirmando os resultados obtidos no presente trabalho, no
qual a pimenta ‘cambuci’ (C. baccatum var. pendulum) apresenta caracteristica doce, sendo
que ndo foi detectado capsaicindides em seu perfil cromatografico obtido por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), e ndo apresentou atividade antibacteriana. Corroborando
com estes resultados Carvalho et al. (2005) ndo encontrou atividade antibacteriana para a
pimenta ‘cambuci’, somente para outras pimentas com maior pungéncia, como as pimentas
dedo-de-moga e malagueta.

Por outro lado, Cichewicz e Thorpe (1996) analisou a atividade antibacteriana do
extrato de C. baccatum frente a diversas bactérias como Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani, e Streptococcus pyogenes, € obteve
resultados satisfatorios. Essa diferenca nos resultados pode ser devido a técnicas
diferentes de analise ¢ extragao.

Alguns estudos estdo isolando compostos das sementes de C. annuum L, tais
como saponinas e peptideos, com caracteristicas antifungicas (DIZ et al., 2006; IORIZZI
et al. 2002). Estes resultados estariam de acordo com os achados do presente trabalho,
visto que somente o extrato da semente imatura de C. baccatum apresentou atividade
antifngica e ndo possui presenga detectavel de capsaicindides, esta atividade poderia

estar relacionada com outros compostos presentes no extrato.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho com os ensaios de atividade antioxidante

permitem as seguintes conclusoes:

Os extratos hidroalcoolicos das diferentes partes do fruto de C. baccatum L. var.
pendulum apresentaram atividade antioxidante in vitro;

Os extratos da placenta imatura e semente madura dos frutos de C. baccatum
revelaram um efeito protetor na peroxidacgao lipidica em homogenato de fatias de
figado de ratos no modelo ex vivo;

Os fenolicos presentes no extrato podem ser os compostos responsaveis pela
capacidade antioxidante dos extratos;

Uma modificagdo da composi¢do quimica na diferentes partes dos frutos de C.

baccatum foi observada influenciada pela maturagao do fruto.

Com os ensaios da atividade antimicrobiana as conclusdes sdo as seguintes:

Os extratos ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias gram-
positivas e gram-negativas testadas;

Somente o extrato de semente imatura apresentou uma fraca atividade
antifungica, contra as cepas padrao Candida glabrata, Candida albicans,
Candida krusei, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoforms e isolados clinicos

de Candida albicans e Candida parapsilosis.
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6. PERSPECTIVAS

e Repetir este estudo com extratos obtidos de frutos colhidos em outros anos, a fim
de verificar a diferenga entre a época de obtencdo do material vegetal e também
se os resultados do ano de 2006 se reproduzem, visto que as variagdes climaticas
sdo consideraveis;

e Realizar um teste in vivo, visando confirmar os resultados obtidos in vitro e ex
Vivo;

e Fracionar o extrato e realizar testes bioguiados, objetivando identificar o
composto e/ou grupo de compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas

observadas.
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