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RESUMO

Desde os povos antigos até os dias atuais as pimentas do género Capsicum sdo usadas
mundialmente, consideradas uma das mais importantes especiarias, tornaram-se indispensaveis
na culinéria de algumas culturas. Além de realcar sabor e proporcionar picancia a diversos
pratos, também apresentam utilidades na medicina tradicional humana, confirmando sua
importancia para a saude, uma vez que € uma de boa fonte de bioativos. Sendo assim, a proposta
deste trabalho foi avaliar as propriedades farmacologicas a partir de testes microbioldgicos e
quimicos em extratos hexanicos e metanolicos na especie Capsicum chinense. As pimentas
(frutos) foram selecionadas e adquiridas na feira do produtor rural de Roraima e suas sememtes
semeadas em casa de vegetacao do Centro de Ciéncias Agrarias/fUFRR. A confirmacéo botanica
da espécie foi realizada por pesquisadores do Laboratério de Botanica da UFRR. Os extratos
hexanicos foram preparados a partir do fruto seco através de extracdo continua em aparelho
Soxhlet, no Laboratério de Quimica Ambiental da UFRR, e frutos maduros com solvente
metanol. As amostras dos extratos foram testadas em bioensaios com bactérias e fungos
patogénicos. Posteriormente foi realizado teste para fenois totais e antioxidante e teste de
inibicdo da acetilcolinesterase. O presente estudo demonstrou sua eficacia contra patdégenos que
afetam a saude do ser humano e certamente apresenta ativos quimicos que auxiliam na
prevencdo de doencas. A pesquisa demonstrou a eficdcia de Capsicum chinense como um
antioxidante natural e a presenca de ativos, cuja bioprospeccdo, pode resultar em moléculas
capazes de interferir positivamente em doengas que comprometem o sistema nervoso humano.
No entanto, mais estudos ainda sdo necessarios para consolidar seu uso e aplicacdo no campo

farmacéutico.

Palavras chaves: Bioensaio. Pimentas. Bioprospeccdo. Doencas Neurodegenetarivas.



ABSTRACT

From the ancient peoples to the present day Capsicum peppers are used worldwide, considered
one of the most important spices, have become indispensable in the cooking of some cultures.
In addition to enhancing flavor and providing spice to various dishes, they also present utilities
in traditional human medicine, confirming its importance for health, since it is a good source
of bioactive. Thus, the proposal of this work was to evaluate the pharmacological properties
from microbiological and chemical tests in hexanic and methanolic extracts in the species
Capsicum chinense. The peppers (fruits) were selected and purchased at the fair of the rural
producer of Roraima and their semen seeded in a greenhouse of the Center of Agrarian Sciences
/ UFRR. The botanical confirmation of the species was carried out by researchers from the
UFRR Botany Laboratory. The hexane extracts were prepared from the dried fruit by
continuous extraction in Soxhlet apparatus at the Laboratory of Environmental Chemistry of
UFRR and mature fruits with methanol solvent. The extract samples were tested in bioassays
with pathogenic bacteria and fungi. Subsequently, a test was performed for total phenols and
antioxidant and acetylcholinesterase inhibition test. The present study demonstrated its
effectiveness against pathogens that affect the health of the human being and certainly presents
chemical assets that help in the prevention of diseases. The research demonstrated the
effectiveness of Capsicum chinense as a natural antioxidant and the presence of active
substances whose bioprospecting may result in molecules capable of interfering positively with
diseases that compromise the human nervous system. However, further studies are still needed

to consolidate its use and application in the pharmaceutical field.

Keywords: Bioassay. Peppers. Bioprospecting. Neurodegenerative Diseases.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais, especialmente a base de plantas, sdo utilizados pela humanidade ha
milhares de anos e adquirem importancia cada vez maior na terapéutica mundial (CRAGG,;
NEWMAN, 2013). Desde épocas remotas, as sociedades humanas acumulam informacdes e
experiéncias sobre o ambiente que as cerca, para com ele interagir e prover suas necessidades
de sobrevivéncia. Dentre tantas praticas difundidas pela cultura popular, as plantas sempre
tiveram fundamental importancia, por indmeras razdes, sendo salientadas as suas
potencialidades terapéuticas aplicadas ao longo das geragdes (RANGEL; BRAGANCA, 2009).

Neste contexto, o conhecimento etnoboténico farmacolégico acumulado ao longo de
geracGes tem servido como parametro para o desenvolvimento de farmacos de grande
importancia, entre os quais: digoxina, quinina, morfina, hiosciamina, &cido salicilico e
artemisina (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A relevancia econémica do metabolismo secundario esta assentada em trés grandes
areas: a fitomedicina, a nutracéutica e as aplica¢fes industriais diversas. A facilidade que se
tem hoje em isolar genes que codificam enzimas chaves do metabolismo secundario leva a crer
que as trés areas mencionadas serdo bastante potencializadas no futuro préximo através da
biotecnologia. Embora as plantas venham sendo utilizadas como medicamentos ha tempos
imemoraveis, tém-se assistido nos dias atuais a uma retomada da chamada fitomedicina
(VICTORIO; LAGE, 2008). Os remédios caseiros baseados em extratos vegetais complexos,
contendo diversos metabdlitos, podem ter uma certa vantagem sobre as drogas convencionais,
as guais costumam ser baseadas em um dnico principio ativo. Desse modo, a presenca de varios

compostos em um s6 remédio pode ter um efeito sinérgico benéfico.

Dessa forma, produtos secundarios envolvidos na defesa através de atividade citotoxica
contra patdgenos podem ser Gteis como agentes antimicrobianos na medicina. Além disso,
aqueles envolvidos na defesa contra herbivoria através de atividade neurotdxica podem ter
efeitos benéficos no homem atuando como antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares
ou anestesicos (BRISKIN, 2000). Algumas plantas evoluiram produzindo produtos secundarios
que interagem com alvos moleculares de organismos competidores como microrganismos,
outras plantas e animais. Nesse sentido, alguns produtos secundarios exercem suas funcdes pela
semelhanga com metabdlitos enddgenos, receptores, hormoénios, moléculas da transdugéo de
sinais ou neurotransmissores, e por isso possuem efeito benéfico nos homens gracas a sua

similaridade com moléculas do sistema nervoso central e sistema endocrino (BRISKIN, 2000).
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Algumas plantas condimentares, tais como as pimentas e pimentdes do género
Capsicum, sempre foram usadas pelos indios e civiliza¢des antigas para tornar os alimentos
mais agradaveis ao paladar. Além de serem utilizadas como conservantes em alimentos séo
também fontes de antioxidantes naturais como a vitamina E, vitamina C e carotenoides
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Devido a abundéancia dos varios tipos de pimentas no estado de Roraima e as poucas
pesquisas direcionadas para analises das mesmas, 0 objetivo desse trabalho foi realizar um
ensaio bioldgico in vitro em uma espécie de pimentas do género Capsicum chinense. Sendo
assim, a proposta deste trabalho é avaliar as propriedades farmacoldgicas a partir de testes

microbioldgicos e quimicos em extratos hexanicos do género Capsicum chinense.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS, 1979), plantas medicinais sao
todas as plantas que contém em um ou mais de seus 6rgdos substancias que podem ser utilizadas
com propositos terapéuticos ou que seja precursora de semi sintese quimico farmacéutica. A
fitoterapia por sua vez é definida por Cafiigueral (2006), como a ciéncia que estuda a utilizacéo
dos produtos de origem vegetal com finalidade terapéutica, ou seja, para prevenir, atenuar ou

curar um estado patoldgico, sendo seu recurso terapéutico as plantas medicinais

Ao longo do século XX 0s avangos e pesquisas quimicas e farmacéuticas, possibilitaram
o0 alivio de varios males que afetaram a humanidade por séculos, e os fitoterapicos foram
colocados em segundo plano, sendo vistos como algo aliado a crenga popular e sem bases
cientificas (BADKE et al., 2011).

No Brasil, mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a utilizacdo de
medicamentos industrializados, grande parte da populacdo ainda utiliza de préticas
complementares para cuidar da salde, sendo a principal o uso de plantas medicinais (BADKE
etal., 2011).

Estima-se que no Brasil, cerca de 82% da populacao brasileira utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a salde, seja pelo conhecimento tradicional da
medicina indigena, quilombola, ou entre outros povos e comunidades tradicionais
(RODRIGUES; DE SIMONI, 2010). Isto possibilitou que a fitoterapia fosse novamente
destague e os estudos cientificos com plantas medicinais possibilitando um aumento do acesso
a um arsenal terapéutico fitoterapico com inmeras referéncias para diversas situacdes clinicas
(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; BIAVATTI etal., 2007; CARLINI et al., 2006;
VENDRUSCOLO; RATES; MENTZ, 2005).

Apesar de todos os beneficios, os constituintes das plantas medicinais ainda estdao sob
“suspeita” por parte da comunidade médica, provavelmente, ainda, devido ao pouco
conhecimento dos produtos e de potenciais riscos para a saude (DASGUPTA; HAMMET-
STABLER, 2011), uma vez que, 0 uso incorreto pode gerar 0 aparecimento de novas doencas
ou agravar as ja existentes (MACEDO; OSHIIWA; GUARIDO, 2009). Estudos etnobotanicos

revelam um nimero acentuado de espécies que sdo empregadas na terapéutica, isentas do
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contexto da seguranca farmacolédgica (SCARDELATO; LEGRAMANDZ; SACRAMENTO,
2013). A falta de informacdes adequadas sobre as propriedades das plantas medicinais, seu
consumo concomitante com os medicamentos tradicionais (alopaticos) sem aviso ao medico e,
finalmente, a perda do conhecimento sobre os efeitos medicinais e toxicos das plantas, assim
como a capacidade de identifica-las pela migracdo da populacdo rural para as cidades sdo
fatores preocupantes da automedicacdo (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; VEIGA
JUNIOR, 2008).

Nesse sentido o Governo Federal brasileiro, atraves do decreto n°. 5813 de 22 de junho
de 2006 aprovou a politica Nacional de plantas medicinais e fitoterapicos, buscando garantir a
populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria Nacional,
sendo necesséria a capacitacdo de profissionais envolvidos neste processo, como agronomos,
farmacéuticos e médicos (BRASIL, 2006).

Muitos foram os avancos nas ultimas décadas com a formulacdo e implementacdo de
politicas publicas, programas e legislacdo com vistas a valoracdo e valorizacdo das plantas
medicinais e derivados nos cuidados priméarios com a saude e sua insercdo na rede publica,
assim como ao desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos
(RODRIGUES; SANTOS; DE SIMONI, 2011).

Os beneficios das plantas medicinais e de medicamentos fitoterapicos sdo reconhecidos
em todo o mundo como elementos importantes na prevencao, promogao e recuperacao da saude.
Para ampliar 0 acesso a esses medicamentos, o Ministério da Saude disponibiliza a utilizacéo
de fitoterapicos na rede publica (BRASIL, 2012). Atualmente sdo 71 espécies que compdem 0
Renisus em que séo priorizadas a inclusdo de plantas nativas, que possam ser cultivadas em
pelo menos uma das regides do pais e que possam atender as doengas mais comuns nos
brasileiros. Entre eles, estdo a Aloe vera (Babosa) para o tratamento de psoriase e queimaduras,
o Salix Alba (Salgueiro) contra dores lombares e a Rhamnus purshiana (Céscara-sagrada) para
prisdo de ventre (BRASIL, 2012).

2.2 GENERO CAPSICUM
2.2.1 Origem, aspectos botéinicos e distribuiciao geografica

A palavra Capsicum tem origem na palavra grega “kapto”, que significa “picar”, e

pimenta, no latim “pigmentum”, que significa “corante”. As pimentas e os pimentdes Capsicum


http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/RENISUS_2010.pdf
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pertencem a familia das Solanaceae e sdo denominadas horticulas para diferencia-las de outras
pimentas que, diferente das Capsicum, chegam a formar &rvores de médio porte, como a
pimenta-do-reino ou pimenta-preta (Piper nigrum L., da familia Piperaceae). Embora todas
sejam pimentas, nem todas tém parentesco e cada qual apresenta propriedades quimicas
distintas. Entre as Capsicum, os pimentdes diferem das pimentas apenas por sua picancia ou
pungéncia reduzida que muitas vezes nem chega a ser notada (CARVALHO; WIEST; CRUZ,
2010; VILELA et al., 2010).

De acordo com Bosland e Votava (2012) a mais recente descri¢cdo taxondmica das
pimentas é que pertencem ao Reino Plantae, a Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida,
subclasse Asteridae, Ordem Solanales e Familia Solanaceae e Género Capsicum.

Sdo arbustos de baixo e médio porte originarios das Américas. O nimero total de
espécies de Capsicum spp. conhecidas até 0 momento sdo 35, distribuidas segundo o grau de
domesticacdo: 5 domesticadas, 10 semi-domesticadas e 20 silvestres (PORTO; SILVA, 2013).
Para Barbosa (2006), as espécies semi-domesticadas e as silvestres ainda sdo muito pouco
estudadas apesar de sua importancia genética no desenvolvimento de novos cultivares.

Em Roraima sdo encontradas as 4 espécies de Capsicum domesticadas, além de muitas
variedades de pimentas consideradas silvestres que ndo possuem um estudo mais aprofundado
de suas potencialidades (BARBOSA, 2006). As espécies domesticadas sdo: C. annuum var.
annuum, C. chinense, C. baccatum var. pendulum, C. frutescens (LINS et al., 2005).

Capisicum annuum var. annuum é uma espécie nativa do México, cuja variedade mais
comum desta espécie é o pimentdo (Figura 1). Ela inclui a maioria das pimentas mexicanas,
pimentas quentes da Africa e Asia, e muitas das cultivares de pimenta doce crescidas em paises
temperados. Pertencente a familia das solanéceas esté entre as cinco hortali¢cas com maior area
cultivada no Brasil e no mundo (BARBOSA, 2006).
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Figura 1 - Pimentdo (C. annuum var. annuum)

Fonte: Costa, 2007.

Capsicum baccatum é uma espécie de pimenta, também chamada pimenta aji, originaria
do Peru da qual existem diversas variedades, em especial a pimenta dedo de moca (Figura 2).
Esta espécie foi encontrada em Roraima e sua ocorréncia abrange o noroeste da América do
Sul, incluindo Colémbia, Equador, Peru e Bolivia, e sudoeste do Brasil (REIIFSCHNEIDER,
2000; NASCIMENTO FILHO; BARBOSA,; LUZ, 2007).

Figura 2 - Pimenta dedo de moca (C. baccatum)

Fonte: a autora.

A Capsicum chinense destaca-se dentre as demais por ser a espécie domesticada mais
importante na regido Amazonica, (Figura 3). Elas destacam-se por apresentarem um alto teor
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de substancias bioativas, variando os niveis desses compostos de acordo com o gendtipo
estudado. Estas substancias sdo poderosos antioxidantes, pois protegem o corpo humano dos
efeitos deletérios dos radicais livres (BARBOSA, 2006; MACIEL; CARVALHO;
POLTRONIERI, 2012).

Figura 3 - Pimenta canaimé (C. chinense)

Fonte: a autora.

A regido Amazonica é reconhecida como importante centro secundario de espécies
domesticadas do género Capsicum sendo C. chinense, provavelmente, a mais importante
espécie cultivada a Leste dos Andes. A area de maior diversidade é a bacia Amazénica, sendo
os indigenas desta regido, 0s responsaveis pela domesticacdo da espécie (REIFSCHNEIDER,
2000). Por sua vez, Barbosa (2002) também aponta a Amaz6nia como provavel centro de
diversidade da espécie de pimenta C. chinense e Roraima como rico potencial de variedades de

pimentas ainda pouca estudadas.

Uma representante da espécie C. chinense é a variedade Trinidad Moruga Scorpion, que
apresenta pugéncia muito alta, cujo teor na Escala de Scoville chega a 5.000.000 de Scoville,
tamanho seu grau de ardéncia (CEAGESP, 2015).

A Capsicum frutescens da familia das Solanaceae é um pequeno arbusto nativo das
regides tropicais da Ameérica, sendo uma das pimentas mais conhecidas e utilizadas no Brasil,
(Figura 4). Cultivada principalmente na Zona da Mata Mineira e no interior de S&o Paulo e Rio
Grande do Sul (REIFSCHNEIDER, 2000). Dessa espécie a mais estudada é a malagueta e sdo

estimadas por condimentar comidas e estimular o apetite. Devido a presenca da capsaicina
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(principio ativo da pimenta) sdo acres e com alto grau de pungéncia, provocando localmente
estimulo réapido e energético (BARBOSA, 2006).

Figura 4 - Pimenta malagueta (C. frutescens)

2.2.2 Diversidade genética

A diversidade de formas, tamanhos e cores dos frutos das espécies do género Capsicum
esta relacionada a variabilidade genética dessas plantas, o que permite a busca de novos tipos
com variabilidade morfolégica (NEITZKE et al., 2014; RIBEIRO; REIFSCHNEIDER, 2008).
Tal fato é relevante, uma vez que, o desenvolvimento de novos morfotipos de pimentas permite
a expansao do cultivo em diferentes regides, e ainda favorece o mercado da industria alimenticia
e farmacéutica para posterior desenvolvimento de novos produtos (POZZOBON et al., 2015).
Além disso, o melhoramento de plantas também visa o controle de pragas e doencas, as quais

acometem partes das espécies (SOUZA, 2008).

Nos ultimos anos, as pesquisas cresceram no intuito de obternovas colec¢Ges de acessos
em banco de germoplasma para o referido género. Neste caso, 0 termo acesso pode ser definido
como os diferentes morfotipos de uma determinada espécie a qual foi depositada em banco de
germoplasma (NETTO, 2010). Este por sua vez, consiste em unidades conservadoras de
material genético que utilizam os acessos com a finalidade de preservar, melhorar ou
desenvolver novos morfotipos (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2013).

A caracterizagdo da composicdo quimica dos frutos de pimentas constitui uma
importante etapa no trabalho de manutencéo de uma colecdo ou banco de germoplasma, pois
permite indicar plantas com potencial de uso imediato pelos agricultores, bem como identificar



23

acessos ou genoétipos que apresentam caracteristicas interessantes para 0 melhoramento. Além
de ser fundamental para o estabelecimento de formas de exploracdo econémica e racional
(LACERDA et al., 2001).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS EM CAPSICUM

Diversas classes de metabdlitos secundarios sdo descritas na literatura para o género
Capsicum, destacando-se os compostos fendlicos simples (MELLO et al., 2011; MENICHINI
et al., 2009. MORESCO, 2013), os capsaicinoides (LOIZZO et al, 2013; MORESCO, 2013),
os flavonoides (MAHDAVIAM; GHORBANLI; KALANTARI, 2008) e os &cidos graxos
(BORGES et al., 2015) dentre outros.

2.3.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sao definidos como uma classe de metabolitos secundarios que
apresentam pelo menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromaético
(VERMERRIES; NICHOLSON, 2006). O padrdo de substituicdo no anel aromatico depende
da origem biogenética, sendo proveniente de duas vias de formacdo: via do acido chiquimico a
partir de carboidratos ou via do acetato-polimalato, que se inicia com acetil coenzima A e
malonil coezima A (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007). Somado a isso, 0S
fendlicos podem ser classificados de acordo com o numero de atomos de carbono na molécula
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Nos ultimos anos, os compostos fendlicos estdo sendo pesquisados em pimentas do
género Capsicum, devido as propriedades farmacologicas dos frutos, principalmente pela
atividade antioxidante e antimicrobiana (MATERSKA; PERUCKA, 2005; KAPPEL, 2007).

2.3.2 Flavonoéides

Os flavonoides sdo um subgrupo de compostos fendlicos amplamente distribuidos no
reino vegetal. Estes compostos apresentam uma variedade de funcbes destacando-se fatores
relacionados ao estresse abidticos como a radiacdo UV-B (HARBORNE; WILLIAMS, 2000)

e também na defesa contra herbivoros e agentes patogénicos. Ademais, os flavonoides estdo
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relacionados com a funcdo de interagdo alelopaticas entre espécies vegetais (MONTANHA,
2007).

Os flavonoides s&o biossintetizados pela condensacdo do pcumaroil-CoA com trés
moléculas de malonil-CoA, sendo reacdo catalisada pela enzima chalcona sintetase. A estrutura
fundamental basica-b2-fenilcromano € posteriormente submetida a sucessivas reagoes,
originando as diferentes classes de flavonoides (VERMERRIS, WILFRED.; NICHOLSON,
RALPH, 2006).

Dentre as principais classes de flavonoides de interesse farmacéutico destacam-se:
flavonas, flavonois, isoflavonas, antocianinas (ANDERSEN; MARKHAM, 2006;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). Os principais flavonoides descritos em frutos do género
Capsicum sp. sdo a quercetina, luteolina, apigenina, miricetina e catequina (Figura 5),

ocorrendo variacOes de derivados glicosilados destas agliconas (BAE et al., 2012)

Figura 5 - Estrutura quimica de alguns flavonoides presentes em pimentas

OH OH
HO 0
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OH 0
a) Catequina (b) Quercetina

Fonte: Cerqueira; Medeiros; Augusto (2007).

2.3.3 Capsaicinoides

Os capsaicinoides correspondem a um grupo de moléculas da classe dos alcaloides
exclusivamente presentes em frutos do género Capsicum (CHEN; KANG, 2013). Os
capsaicinoides sdo considerados 0s compostos responsaveis pela caracteristica de pungéncia
dos frutos do género além de possuir importantes propriedades farmacolégicas (THIELE;
MUELLER-SEITZ; PETZ, 2008).

Dois compostos presentes nesse grupo, denominados capsaicina (trans-8-metil-N-

vanilil-6-nonamida) (Figura 6) e a dihidrocapsaicina (8-metil-N-vanililnonamida), se destacam
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uma vez que o teor estimado de sua composi¢cdo nos frutos de pimentas do género Capsicum
equivale a uma faixa que varia entre 77-98%. Além desses dois compostos majoritarios, 0 grupo
dos capsaicinoides dispBe de outros constituintes que estdo presentes em menor proporcao nas
pimentas, como a nordihidrocapsaicina, homocapsaicina e homodihidrocapsaicina, entre outros
(GIUFFRIDA et al., 2013; HUANG et al., 2013).

A biossintese dos capsaicinoides provém da rota da sintese dos aminoacidos fenilalanina
e valina por meio da via dos fenilpropanoides com o auxilio de enzimas distintas. Dessa forma,
a estrutura quimica bésica da referida classe corresponde a uma amida presente na estrutura
béasica da vanililamina combinada com &cido graxo saturado ou insaturado (AZA-GONZALEZ
etal., 2011).

Os diferentes capsaicinoides diferem entre si no comprimento da cadeia carbonica
lateral alifatica ligada a estrutura quimica principal, a presenca ou auséncia de uma ligacdo
dupla, o ponto de ramificacdo da cadeia alifatica e por fim a pungéncia relativa (AZA-
GONZALEZ et al., 2011).

Figura 6 - Estrutura quimica da capsaicina, principal capsaicindide encontrado em pimentas
(Capsaicina)

CH,0 Z

HO
Fonte: Costa, 2007.

2.3.4 Acidos graxos

Os acidos Graxos (AG) sdao comumente, nomeados na forma abreviada de acordo com
suas estruturas quimicas. Sao acidos monocarboxilicos com cadeias hidrocarbonadas de 4 a 36
atomos de carbono, sendo uma das unidades fundamentais dos lipidios. Quanto a extensdo da
cadeia, 0s AG classificam-se em AG de cadeia curta com 4 a 8 a&tomos de carbono (gorduras de
laticinios); cadeia média, de 8 a 12 carbonos (6leo de coco e de palmeira) e os de cadeia longa,
mais de 12 atomos de carbono (muitos tipos de gorduras de origem animal). A presenc¢a ou nao
de duplas ligacdes na cadeia determina o grau de saturacdo do acido graxo (OLIVEIRA,;
SANTOS; WILSON, 1982).
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Os AG saturados ndo possuem nenhuma dupla ligacdo entre os &tomos de carbono, 0s
insaturados sdo classificados quando possuem uma ou mais duplas ligac6es dentro da cadeia,
0s monoinsaturados (MUFAS) séo aqueles onde se encontra apenas uma dupla ligacéo e os
poliinsaturados (PUFAs) contém duas ou mais duplas ligagcbes (OLIVEIRA; SANTOS;
WILSON, 1982). A Figura 7 apresenta estruturas quimicas de &cidos graxos saturados e

insaturados.

Os acidos graxos se classificam em saturados e insaturados (FERREIRA et al., 2012),
representando compostos de importancia farmacoldgica, pois participam de reacgdes
inflamatdrias que podem estar relacionadas a resisténcia imunoldgica, distdrbios metabolicos e
doencas neoplésicas (COSTA et al., 2013).

Em Roraima, um dos primeiros estudos com a composicao quimica dos frutos desse
género foi realizado por Borges et al. (2015), no qual conduziram uma pesquisa com 06
variedades deste grupo, sendo identificada algumas propriedades morfoanatémicas e fisico-

quimicas dos frutos e entre elas os acidos graxos.

Figura 7 - Cadeias de &cidos graxos saturados e insaturados
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HO
Fonte: Farias (2013).

2.3.5 Atividade antioxidante em pimentas do género Capsicum

Estudos epidemioldgicos apontam uma associagdo entre 0 consumo diario de compostos
fendlicos com a diminuicdo da propensdo do desenvolvimento de doencas cardiacas e cancer
(MARIN et al., 2004).
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Além da relacdo da composi¢do quimica dos compostos fendlicos com as propriedades
antioxidantes, outros estudos abordam que esses metabolitos interagem com proteinas
especificas da cascata de sinalizacédo intracelular potencializando os mecanismos antioxidantes
(BOGUSZ JR et al., 2018).

Marteska e Perucka (2005) avaliaram a atividade antioxidante dos capsaicinoides em
frutos verdes e vermelhos de diferentes cultivares do género Capsicum. Os resultados
encontrados demonstraram um elevado potencial antioxidante para as pimentas, sendo que para
todos os cultivares, o potencial antioxidante dos frutos maduros foi superior quando comparado

aos frutos imaturos.

Somado a isso, ja foi relatado na literatura que a referida atividade farmacoldgica da
capsaicina é superior a dihidrocapsaicina. Assim a presenca de uma dupla ligacdo na porgédo
lipidica da estrutura dos capsaicinoides também parece relacionada com o aumento da funcéo
antioxidante dessa classe de compostos (OVANDO-MARTINEZ et al., 2018).

Os compostos fendlicos ndo podem ser sintetizados naturalmente pelo corpo humano e
dessa forma, devem ser ingeridos por meio da dieta. Assim, o conhecimento a respeito do papel
nutricional e terapéutico dos antioxidantes fenolicos presentes em espécies vegetais é
fundamental para o desenvolvimento de alimentos funcionais e de uma dieta que traga
beneficios para a saude humana (OVANDO-MARTINEZ et al., 2018).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA NA FLORA

A flora brasileira é dada atencdo especial por pesquisadores e especialistas por ter
material vegetal composto por substancias com potencial quimico o que contribui para 0s
avancos cientificos e tecnologicos (DEWICK, 2002). Essas substancias séo divididas em dois
grupos: 0s metabdlitos primarios que consistem nas substancias responsaveis pelo
desenvolvimento do vegetal e sua reprodu¢do, como as proteinas, os carboidratos, os lipidios e
0s acidos nucleicos; e os metabdlicos secundarios que desempenham papel na defesa contra
predadores (DEWICK, 2002). A producéo dos metabdticos pelas plantas € sazonal, dependendo
do periodo em que sdo coletados, influenciando na sua bioatividade (FIGUEIREDO, 2010;
MATIAS et al., 2016).
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O Brasil detém mais de 20% de toda biodiversidade do planeta, com cerca de 200 mil
espécies de animais, plantas e microrganismos registrados, podendo atingir 1,8 milhdes de
espécies a serem catalogadas (CALIXTO, 2005). Somente o bioma da Amazodnia abriga grande
parte da diversidade boténica, o que o torna importante como fonte de recursos naturais e
matéria prima para produtos a serem utilizados desde a culinaria, artesanato, para fins

terapéuticos na medicina popular e farmacologica.

As aplicagdes dos metabdlitos vao além de sua funcdo nos vegetais, sdo utilizados pelo
ser humano como agentes antimicrobianos (antifingicos e antibacterianos), redutores do
colesterol, imunossupressores, antiparasitarios, herbicidas, entre outros (VAISHNAYV;
DEMAIN, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a causa dos 25% de mortes no mundo
e 45% nos paises menos desenvolvidos é devido as infecgdes (WHO, 2001). As doencas
infecciosas causadas por bactérias sdo consideradas importantes por serem responsaveis pela
morbidade e mortalidade, principalmente nos paises que estdo em desenvolvimento (BETONI
et al., 2006).

O surgimento de bactérias patogénicas resistentes aos diversos farmacos e o aumento de
pacientes imunocomprometidos gerou grande preocupacdo e a busca por alternativas viaveis,
de baixo custo e que fosse encontrada com facilidade na natureza. Como o homem ja detinha
um amplo conhecimento sobre plantas medicinais e outras utilizadas com finalidades
terapéuticas, aproveitou-se dessa ferramenta e engrenou-se pela pesquisa tecnoldgica por
principios ativos que tivessem efeitos antibioticos na vasta diversidade botanica (OLIVEIRA,
ARAUJO, 2007).

Uma bactéria pode apresentar resisténcia natural a um antibiético quando é dotada genes
que codificam enzimas que inativam a acdo do farmaco ou pode ter resisténcia adquirida por
meio de processos genéticos como a mutagdo nos seus genes de defesa, tornando a bactéria
resistente (TAVARES, 2016).

2.4.1 Microrganismos Patogénicos
2.4.1.1 Pseudomonas aeruginosa

E um bacilo aerébio Gram-negativo ndo fermentador de aglicar pertencente a familia

Pseudomonaceae. Trata-se de um patdgeno oportunista presente em infeccdes hospitalares,
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urinrias e sepse, estando mais suscetiveis pacientes com queimaduras, possui alta mortalidade

podendo chegar a 33% em pacientes imunodeprimidos (MARRA et al., 2006).

A infeccdo aguda por P. aeroginosa é causada pela producgdo de toxinas e infeccéo
crénica pela acdo da camada espessa gque consiste no agregado chamado biofilme ou ainda em
uma patologia resultante do somatorio destes fatores de viruléncia. A espécie cresce facilmente
em ambientes Umidos, em solos, &gua, plantas e animais, 0 que justifica a epidemiologia
(BRITO et al., 2000; ANDRADE et al., 2002).

Essa bactéria pode apresentar resisténcia natural ou adquirida a grande ndmero de
antibioticos utilizados prescritos: resiténcia natural; a penicilina, ampicilina, cefalosporina de
12 e 2% geracbes, sulfametoxazol-trimetropina, e adquirida a fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, ticarcilina e piperacilina, cefalosporina de 3? e 42 gerac6es e carbapenémicos,
através mecanismos como: baixa permeabilidade da membrana externa, sistema de efluxo,
producdo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos, alteracdo do alvo das fluorogquinolonas
e producéo de B-lactamases (LI et al.,1994; LEHMAN e THOMAS, 2007).

Os farmacos carbapenémicos sdo utilizados no tratamento de infeccdes de isolados
multirresistentes de P. aeruginosa e como ultimo recurso nos casos de infeccdes hospitalares
causadas por bactérias Gram-negativas resistentes aos demais betalactdmicos ou a outros
antibacterianos (POIREL et al,. 2000).

2.4.1.2 Salmonella typhimurium

S. typhimurium pertence ao grupo de bactérias que da familia Enterobacteriaceae. Séo
transmitidas por meio da ingestdo de alimentos contaminados e pode provocar de intoxicacao
a febre tifoide. Seu nome tem como origem o cientista americano Salmon, o primeiro a

descrever complicagdes causadas pelo micro-organismo.

A febre tifoide € uma doenca infecciosa potencialmente grave causada pela bactéria
Salmonella enterica sorovar Typhi (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; KONEMAN et al.,
2001). Caracteriza-se pela febre prolongada, cefaleia, mialgia, artralgia, anorexia, mal-estar
geral, alteracGes do trénsito intestinal (diarreia ou constipacao) e hepato e/ou esplenomegalia.
Se ndo tratada, a doenca pode resultar em complicagdes como perfuracdo intestinal, hemorragia
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e confusdo mental progressiva, podendo levar ao 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2002;
CHANH et al., 2004).

A transmissdo ocorre principalmente pela ingestdo de agua e alimentos contaminados
com fezes ou urina de doentes ou portadores. Sua distribuicdo ocorre mundialmente com
incidéncia mais frequente em paises em desenvolvimento, onde as condi¢gdes de saneamento
basico e de educacdo sanitaria e ambiental sdo precarias ou inexistentes (Ministério da Saude,
2002; FICA etal., 2001). A febre tifoide é tratada principalmente com cloranfenicol, mas outros
antimicrobianos também sdo utilizados como a ampicilina, sulfametoxazol + trimetropina,
amoxicilina, acido nalidixico, ciprofloxacina, ofloxacina, ceftriaxona. Entretanto, diversas
publicacbes tém informado acerca da resisténcia de amostras de Salmonella Typhi a altas
concentrag@es de cloranfenicol em diversos paises da Asia e Africa, em proporcdes elevadas na
india e na Nigéria com percentuais de 20% e 25%, respectivamente.

Também foram descritos isolados esporddicos de Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi resistentes a ceftriaxona e ao acido nalidixico, e com baixa suscetibilidade as
fluoroquinolonas (ciprofloxacina) em outras partes do mundo como México, india, Vietna,
Tailandia, Coréia e Peru (RAMOS et al., 1998).

2.4.1.3 Citrobacter freundii

Ao género Citrobacter, pertencem 11 espécies e todas podem ser encontradas em locais
diversos, na agua, solo, alimentos, bem como no trato intestinal do homem e de outros animais.
As espécies patdgenas oportunistas produzem infec¢des urinarias, do trato respiratorio e em

feridas principalmente nos adultos acima de 65 anos (PETRELLA et al., 2006).

Bactérias pertencentes ao grupo das Citrobacter normalmente apresentam resisténcia a
ampicilina e cefalosporinas de primeira geragcdo. (PETRELLA et al., 2006). Assim como as
demais espécies conhecidas como superbactérias, C. freundii vem sendo motivo de estudos pela
resisténcia apresentada aos antibidticos o que coloca em risco a saude do ser humano e de

animais.
2.4.1.4 Staphylococcus aureus

Atualmente, o género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, possui 33

especies, sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas.
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S. aureus é considerada a principal espécie do género, tem forma esférica (sdo cocos),
cerca de lum de didmetro, e formam grupos com aspecto de cachos de uvas. Importante
patogeno envolvido na etiologia das infeccdes humanas, sendo encontrado como parte da
microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e axilas. Dentre as infeccdes as quais a espécie €
responsavel, estdo aquelas que assumem grande importancia pela gravidade, as que causam
pneumonia, endocardites e sepsis (MENEGOTTO; PICOLI, 2007).

A sensibilidade de S. aureus varia quanto aos antimicrobianos de amplo espectro de
acdo como a vancomicina (VISA) e a meticilina/oxacilina (MRSA/ORSA). Essa espécie é
resistente a MRSA/ORSA e a maioria dos antimicrobianos com atividade antiestafilococica
disponiveis, como aminoglicosideos, cloranfenicol, lincosamideos, macrolideos, quinolonas e
tetraciclina (OLIVEIRA et al.,, 2000). Geralmente também apresentam resisténcia a
fluoquinolonas, lincosamidas e macrolideos (HIRAMATSU, 1997).

A resisténcia a vancomicina esta associada a uma ativacdo da sintese da parede celular,
com a producdo elevada de residuos de mucopeptideo, reduzindo a quantidade de antibiotico
que chega a membrana plasmatica (BOYLE-VAVRA et al. 2001).

2.4.1.5 Listeria monocytogenes

A principal via de transmissdo dessa bactéria patogénica para humanos é através do
consumo de alimentos contaminados, causando a listeriose (ALLERBERGER; WAGNER,
2010). A listeriose apresenta uma baixa incidéncia, mas pode ser letal em surtos, atingindo 25%
de taxa e ultrapassa 0s 95% em hospitalizacdo (PAINTER et al., 2013; DE NOORDHOUT et
al., 2014).

Este microrganismo acomete principalmente mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos
gestantes, neonatos e individuos imunocomprometidos. Em casos mais graves, pode causar
septicemia, meningite e abortos listéricos ja que tem a capacidade de atingir diversos 0rgaos
como o sistema nervoso central e a placenta. Apesar de raro, trata-se de um patégeno emergente
de relevante importancia para a satde publica por levar o paciente a morte (MANTILLA et al.,
2007; EMBRAPA, 2009).
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L. monocytogenes pode se multiplicar em uma ampla faixa de pH (4,1-9,6), baixa
atividade de &gua, alta concentragdo salina (10%) e sob temperaturas de refrigeracdo (PAUL et
al., 2014).

2.4.1.6 Bacillus Cereus

Bacillus cereus é um gram-positivo, facultativamente aerdbico, um formador de
esporos, produtor de dois tipos de toxina-diarréica (termo-labil) e emética (termo-estavel). E
conhecida por causar intoxicagOes alimentares em todo mundo, provocando diarreia e vomito.
Dores abdominais e/ou diarréia podem estar associadas. Pode ser encontrada frequentemente
no solo e no meio ambiente, e com baixos niveis em alimentos crus, secos ou processados.
Casos ou surtos devem ter notificacdo imediata as autoridades de vigilancia epidemioldgica
municipal, regional ou central para investigacéo das fontes comuns e o controle da transmisséo

através de medidas preventivas (SILVA et al., 2018)

2.4.1.7 Candida albicans

Espécies do género Candida sdo microrganismos comensais, que fazem parte da
microbiota de pessoas higidas. Frequentes no hospedeiro humano, se apresenta em cerca de 20
a 80% do trato grastrointestinal da populacdo adulta saudavel. A colonizacdo da mucosa bucal
ocorre entre 20 a 40% das pessoas e entre as mulheres em 20 a 30% na regido vaginal
(BARBEDO; SGARBI, 2010).

As infeccBes causadas por Candida sdo denominadas candidiase ou candidose, sendo
consideradas doencas oportunisticas que variam desde superficiais até invasivas e podem
ocorrer com evolugdo aguda ou cronica (BARBEDO; SGARBI, 2010). As manifestacdes
clinicas na pele e mucosas tendem a ser mais brandas e frequentes enquanto que as
manifestacdes da candidiase vulvovaginal aparecem em aproximadamente 75% das mulheres
em idade reprodutiva (HOFS et al. 2016). A forma mais grave da doenca é denominada
candidemia, sendo caracterizada devido a capacidade de disseminacdo do fungo atraves da
corrente sanguinea para diferentes sitios anatdmicos caracterizando uma infecgdo sistémica
((HOFS et al. 2016; MCCARTY, PAPPAS 2016).
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As leveduras do género Candida estdo entre os principais agentes etiolégicos de
infeccOes fungicas invasivas, as quais sdo responsaveis por elevados indices de mortalidade e
morbidade em todo o mundo (SARIGUZEL et al. 2015; MCCARTY, PAPPAS 2016).

Candida albicans é a espécie predominantemente relacionada aos quadros clinicos de
candidiase tanto superficiais quanto invasivos. A frequéncia de isolamento dessa espécie nos
casos de infec¢des hematogénicas é de aproximadamente 40% em paises da América Latina e
de até 70% em alguns paises da Europa. Embora C. albicans seja a mais comum, espécies nao-
albicans como: C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis tém emergido como patégenos
clinicamente importantes (SARIGUZEL et al., 2015)

Espécies de Candida podem desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia aos
principais antifangicos disponiveis para uso clinico, essa resisténcia pode ser classificada em
intrinseca (natural) ou adquirida (secundéaria) (SANGLARD; COSTE, 2016).

O tratamento de Candidiase pode apresentar efeitos adversos como toxicidade e
interacbes medicamentosas ocasionadas pelos farmacos, além de algumas espécies
apresentarem resisténcia intrinseca aos principais antifungicos (BAILLY et al., 2016). Desta
forma, vé-se a necessidade de estudos de bioprospec¢do de compostos ou substancias que
possam substituir ou atuar em combinagdo com os antiflngicos ja existentes como meios de
atenuar os efeitos colaterais e que sejam mais efetivos no tratamento de doencas causadas por
agentes fungicos (BAILLY et al., 2016).

2.5 DOENCAS NEURODEGENETARIVAS-ALZHEIMER

A doenca neurodegenerativa € um termo genérico aplicado a uma variedade de
condigdes decorrentes de um colapso crénico e deterioracdo do sistema nervoso central (SNC)
neurdnios. Entre as numerosas variantes da degeneracdo deméncia, a doenga de Alzheimer é de
longe a mais prevalente, afetando mais de 20 milhdes de pessoas no mundo (BONESI et al.,
2010).

A doenga de Alzheimer € a patologia neurodegenerativa mais freqiiente associada a
idade, cujas manifestacfes cognitivas e neuropsiquiatricas resultam em deficiéncia progressiva
e incapacitacdo. A doenca afeta aproximadamente 10% dos individuos com idade superior a 60

anos e 40% acima de 80 anos. Estima-se que, em 2050, mais de 25% da populacdo mundial
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sera idosa, aumentando, assim, a prevaléncia da doenca. O sintoma inicial da doenga é
caracterizado pela perda progressiva da memoria recente. Com a evolugéo da patologia, outras
alteracdes ocorrem na memoria e na cognicao, entre elas as deficiéncias de linguagem e nas
funcBes visuo-espaciais. Esses sintomas sdo freqiientemente acompanhados por disturbios
comportamentais, incluindo agressividade, depresséo e alucinagdes (SERENIKI; VITAL,
2008).

A doenca de Alzheimer caracteriza-se, histopatologicamente, pela maci¢a perda
sinaptica e pela morte neuronal observada nas regifes cerebrais responsaveis pelas funcbes
cognitivas, incluindo o cértex cerebral, o hipocampo, o cértex entorrinal e o estriado ventral
(SELKOE, 2001). Apesar da natureza multifatorial da doenca de Alzheimer, apenas uma
abordagem terapéutica € atualmente seguida. Esta estratégia baseia-se na chamada hipétese
colinérgica do conhecimento da disfuncdo motora (HODGES, 2006)

Esta hipotese postula que pelo menos parte do declinio cognitivo experimentado por
pacientes de com doenca de Alzheimer resulta de uma deficiéncia no acetil neurotransmissor
colina (ACh) e, portanto, na neurotransmissdo colinérgica em regides corticais ou hipocampais
do cérebro, 0 que parece, desempenhar um papel fundamental na memaria (BONESI et al.,
2010). Além disso, na fase tardia da doenca de Alzheimer, os niveis de acetilcolinesterase
(AChE) diminuiu em até 85% e a butirilcolinesterase (BChE) representa a colinesterase

predominante no cérebro, principalmente associada a células gliais (LOIZZO et al., 2008)

Estudos tém como alvo a BChE como uma nova abordagem para interceder na
progressao da doenca de Alzheimer e assim, restaurar o nivel de ACh através da inibicdo de as
duas principais formas de colinesterase, AChE e BChE, continua sendo uma abordagem
terapéutica Util para tratar ndo apenas doenga de Alzheimer, mas também outras formas de
deméncia (BONESI et al, 2010).

O uso potencial de produtos naturais tem sido demonstrado com sucesso no campo da
doenca de Alzheimer, entre fontes naturais, 0s 6leos essenciais estdo atraindo atengéo. De fato,
os resultados de diferentes estudos recentes indicam que varios 0leos essenciais de culturas
alimentares e plantas medicinais tem demostrado significantivamente atividade inibitdria anti-
colinesterase (HOUGHTON et al, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades farmacoldgicas a partir de testes microbioldgicos e quimicos
em extratos da espécie Capsicum chinense.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o potencial antimicrobiano do extrato hexanico de C. chinense sobre bactérias
gran negativas e gran positivas, como também sobre o fungo do tipo levedura Candida
albicans.

e Quantificar os compostos fendlicos em extrato metandlico de C. chinense.

e Quantificar potencial antioxidante em extrato metandlico de C. chinense.

o Verificar a atividade inibitdria sobre a enzima acetilcolinesterase do extrato hexanico

de C. chinense.
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4  JUSTIFICATIVA

Este estudo buscou dar continuidade ao trabalho de investigacdo da ocorréncia do
género Capsicum no Estado de Roraima realizado por BARBOSA et al. (2006) e as anélises
laboratoriais fisico-quimicas de BORGES et al. (2015).

Segundo Luz (2007) e Barbosa et al. (2002) existe em Roraima muitas variedades de
pimentas, em especial a espécie Capsicum chinense. A domesticacdo e a insercdo de novas
espeécies da planta pela populagdo migrante fizeram com que houvesse a presenca de varios
morfotipos de pimentas no estado. A variedade de cores, formato, niveis de pungéncia e
arquitetura de plantas observadas com os diferentes morfotipos de C. chinense encontrados em

Roraima, ja por si s6, demonstram haver uma variabilidade genética alta.

Estudos etnoboténicos sobre uso popular das pimentas com fins medicinais sdo muitos.
Na Amazonia brasileira, dentro da tradicdo de uso de plantas para a cura de diversas doencas,
enfatizada por Moraes (1931), o conhecimento sobre a aplicacdo terapéutica das espécies de
Capsicum tem sido, de igual modo, documentado. No estudo de Furtado (1978), entre
pescadores do litoral paraense, encontra-se citado o emprego da planta para o amadurecimento

de tumores.

Em Roraima, registra-se seu uso no tratamento de ‘pano-branco’, conforme notas de
Berg e Silva (1988). Quilombolas do Amapa conhecem modos de aproveitar as pimentas para
aliviar célicas menstruais e de criangas e para 0s casos de dores reumaticas e problemas
intestinais, conforme Pereira (2007). Entre indios Yanomami, os estudos de Milliken e Albert
(1997) e de Milliken et al., (1999) registram o emprego dessas solanaceas para tratar infeccdes
respiratorias, oftalmias e malaria. Documenta-se, ainda, seu aproveitamento na composicao de
banhos p6s-parto por mulheres caboclas do baixo Amazonas (AMOROZO et al., 1988) e por
indias do alto rio Negro (RIBEIRO, 1990).

De acordo com um levantamento de campo realizado com alunos da UFRR e feirantes
locais, a pimenta além de ser empregada no preparo de comidas € também usada como planta
medicinal pela populacdo do estado. Entre os relatos, estd 0 uso da pimenta malagueta em
banhos para tratar de enxaqueca, febre e gripe. E ainda a utilizacdo da folha da pimenta
malagueta para tratar de tumores na regido das axilas (MORAIS, 2015).

Uma variedade de pimenta popularmente conhecida como Canaimé e comercializadas

nas feiras livres do estado € usada com fins antiflamatorios pela comunidade em geral. Para
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Isso, macera-se a folha da pimenta e usa-a no tratamento de espinhas. O fruto macerado com
alho e gengibre serve para tratar de reumatismos. Segundo os alunos da UFRR, as pimentas
locais sdo utilizadas para tratar de dores de dente ou ainda para escova-los auxiliando na

prevencdo de doengas dentarias (MORAIS, 2015).

Dessa maneira, a pesquisa propds analisar por meio de bioensaios e testes quimicos a
bioprospeccéo de uma espécie de pimenta amplamente consumida pela populagdo roraimense
e discutir as suas aplicagdes na area farmacoldgicas. Relacionando as substancias provenientes
do metabolismo secundério das pimentas e os efeitos bioldgicos dos extratos hexanicos e
metanolicos no controle de microorganismos causadores doengas, quantificacdo de fenois

totais, potencial antioxidante e como inibidora da enzima acetilcolinesterase.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS DOS FRUTOS DE CAPSICUM CHINENSE E
PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Amostras de pimentas do género C. chinense (Figura 8) foram adquiridas na feira do
produtor Rural, bairro: Sdo Vicente, localizada em Boa Vista, estado Roraima- Brasil.

Figura 8 - Capsicum chinense: pimentas adquiridas na feira do produtor rural conhecida
como pimenta “canaimé”

-————a |

Fonte: a autora.

r

No laboratério de quimica ambiental da UFRR separou-se todo material de acordo com
0 seu estado de conservagao e maturacdo para 0s ensaios laboratoriais. Em seguida nas amostras
selecionadas procedeu-se a extracdo das sementes para semeadura em adubo orgéanico em casa
de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias-UFRR (Figura 9). Realizou-se o
acompanhamento do crescimento da planta até idade aldulta, para fins de catalogacéo botanica
(Figura 10).
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Figura 9 - Capsicum chinense: casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias Agrarias/CCA-
UFRR

Ao final do experimento houve o preparo de exsicatas a partir de amostras botanicas
com estruturas reprodutivas que foram depositdas no herbario da UFRR. A confirmacao
boténica foi realizada e originou numero de tombo UFRR/8989. Além disso a pesquisa foi
cadastrada no SISGEN sob numero A0OA7235.

Figura 10 - Capsicum chinense: planta na idade adulta com flores, folha e fruto maduro
L ) ) U YRR ’0' “aiaa\ 3} "<T:'

Fonte: a autora.
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5.2 PREPARACAO E SECAGEM DO MATERIAL VEGETAL

Para a secagem do material, os frutos foram previamente higienizados com um pano
embebido com agua morna de forma a limpar toda sua superficie externa. Em seguida procedeu-
se a pesagem para obtencdo da massa inicial e logo em seguida esse material foi levado a estufa
de ventilacdo forcada a 65 °C por 72 h até biomassa constante para estabilizacdo dos compostos

e retirada da umidade conforme metodologia descrita por Silva e Queiroz (2002).

5.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

5.3.1 Extracao com solvente hexano

Os extratos foram preparados a partir dos frutos da planta através de extracdo continua
em aparelho Soxhlet (Figura 11), no Laboratério de quimica ambiental da Universidade Federal
de Roraima-UFRR, por extragdo continua de 6 horas cada, utilizando 500 mL do solvente
hexano. A extracdo foi feita em triplicata e apds o término das extracfes, as amostras foram

reservadas em balBes volumétricos de vidro devidamente etiquetados e identificados.

Figura 11 - Aparelho de Soxhlet: Laboratorio de Quimica Ambiental da Universidade
Federal de Roraima-UFRR

________

I St

Fonte: a autora.
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5.3.2 Rotaevaporacao dos extratos

Apo6s a producdo dos extratos, os mesmos foram submetidos a um processo de
rotaevaporagdo, com o objetivo de concentra-los (SIMOES, 2001). Para este procedimento foi
utilizado um aparelho rotaevaporador que funciona através da producdo de vacuo e banho de
aquecimento (Figura 12). A partir do vacuo produzido por movimentos rotatorios, ocorreu a
separacdo do extrato dos frutos da planta e do solvente, o qual foi recuperado a partir deste

mesmo processo e foi reutilizado pelo laboratério apds processo de destilacao.

Figura 12 - Rotoevaporador: laboratério de Quimica Ambiental da Universidade Federal de
Roraima-UFRR

Fonte: a autora.

5.3.3 Acondicionamento dos extratos concentrados

Os extratos ja concentrados por rotaevaporacdo foram transferidos para fracos de vidros
etiquetados e com pesos previamente determinados em balanca analitica e posteriormente

foram armazenados aguardando 0 momento das andlises (Figura 13).
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Figura 13 - Extratos hexanicos concentrados e separados em triplicata

Fonte: a autora.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.4.1 Microrganismos

Os microrganismos testados foram cepas padrdo ATCC (American Type Culture
Colection) adquiridas e realizadas no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizadas as
seguintes cepas de bactérias: Listeria monocytogenes, Bacilo cereus, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Citrobacter freundi e um representante
fangico (levedura) Candida albicans. O antibiético Ampicilina e o antifingico nistatina foi

utilizado como controle a uma concentragdo de 12,5 mg.mL™.

5.4.2 Ensaios farmacolégicos in vitro (bioensaio)

5.4.2.1 Atividade Antibacteriana

e Preparo do meio de cultivo BHI (Brain Heart Infusion):

Pesaram-se 3,4 g de BHI e dissolve-o em 200 mL de agua destilada. Homogeneizou-se

a solucéo e em seguida foi levada para a autoclave por 15 min a 121 °C.
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e Preparo do in6culo:

Um preé-indculo foi preparado em tubos de ensaios adicionando 3,0 mL de solugdo BHI
e 100 pL de bactéria. Os tubos de ensaios contendo as bactérias foram incubados em estufa a
37°C por 24 horas. Em seguida com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados 500 pL
de pré-indculo bacteriano para um erlenmeyer contendo aproximadamente 40 mL de agua
destilada esterelisada. O inoculo foi padronizado em espectrofotdmetro a 600 nm, no intervalo

de transmitancia de 74-75% indicado para bactérias.

e Preparo das amostras:

Aproximadamente 10 mg de extrato foram pesados e em seguida solubilizada em 200
uL de DMSO, resultando em uma solucéo com concentragdo de 50 mg.mL-%. Apds a solucéo
foi homogeneizado em misturador vortex. Em seguida um volume de 20 pL da solucdo foi
adicionado em eppendorf contendo 1980 uL de solucdo BHI, obtendo assim a solucao trabalho

com concentragao final de 250 pL. mL-1.

e Teste de atividade antibacteriana:

Os ensaios foram realizados em placa ELISA de 96 microcavidades em duplicata. As
diluicdes foram iniciadas adicionando 100 uL de meio BHI e 100 uL de solugdo-trabalho nos
primeiros pocos. A solucdo é entdo, homogeneizada e 100 pL sdo transferidos para o proximo
poco e assim sucessivamente. Os 100 pL restantes sdo desprezados. Entdo ao final da
microdilui¢cdo sdo adicionados 100 pL de in6culo em cada um das 96 microcavidades. Ao final
teremos oito concentragdes: 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8; 3,9; 1,95 pL.mL!. As placas de

controle foram realizadas da mesma maneira do ensaio:

e Controle de qualidade do ensaio — substitui a solugao-trabalho pelo antibidtico:
v" 100 pL de solugdo Ampicilina (12,5 mg.mL-1);

v 100 pL de in6culo.
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e Branco — nao se adiciona o inéculo:
v" 100 pL de solucéo da solugio-trabalho (250 pL.mL-1);

v 100 pL de agua destilada estéril.

e Controle do crescimento bacteriano — verifica-se a viabilidade celular:
v" 100 uL de meio BHI;

v 100 pL de inéculo.

e Controle de esterilidade do meio de cultura:
v/ 100 pL de meio BHI;
v 100 pL de agua destilada estéril.

As microplacas foram homogeneizadas por 5 min e incubadas em estufa a 37°C por 24
horas. A leitura foi realizada em espectrofotometro de placa Elisa em 492nm. Os dados foram
processados através do método de Outlier, teste de Grubbs com 95% de confianga. Os ensaios
foram baseados na metodologia (ZACCHINO; GUPTA, 2007).

5.4.2.2 Atividade Antifangica

Utilizou-se dimetilsulfoxido como solvente para o preparo das amostras e o antifingico
nistatina foi utilizado como controle. A concentragdo das amostras no teste foi de 250 pg/mL.
Como meio utilizado para o crescimento dos micro-organismos, caldo Sabouraud, cuja
concentracdo da suspensdo de esporos foi 5 x 10-5 esporos/mL e tempo de incubacgédo das
amostras por 48 h. Os demais testes procederam-se como descrito no item 5.4.2.1.

5.5 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Extratos metandlicos (4,0 g) preparados com pimentas previamente liofilizadas foram
misturados com 35 mL de metanol a 80% (v /v) acidificado com 0,5% (v /v) de acido cloridrico
em tubos de falcdo e, posteriormente, a mistura foi colocada em Banho de a4gua a ferver durante

30 minutos. O sobrenadante foi separado e 0 material remanescente foi e tratado novamente
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com as mesmas condi¢des que acima. As fraccOes de metanol foram entdo recolhidas e
centrifugadas a 6000 rpm durante 30 minutos. O material resultante foi colocado em frascos de
vidro ambar e armazenado no refrigerador a 2 ° C até a analise. Segundo Singleton et al. (1999),
para fazer as leituras, utilizou-se acido galico (GA) como padrdo de referéncia, utilizando o
espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1800. O método envolve a redugdo do reagente de Folin
Ciocalteau quando compostos fenolicos estdo presentes na amostra com formacdo de um
complexo com cor azul. Uma alicota dos extractos de metanol (0,1 mL) foi transferida para um
tubo de ensaio de 10 mL e foram adicionados 3 mL de ua destilada, seguidos por 0,25 mL de
reagente de Folin Ciocalteau. A mistura foi deixada em repouso durante 3 minutos e finalmente
foram adicionados 2 mL de uma solucéo de carbonato de sédio a 7,5% (p/v). Um teste em
branco também foi utilizado nas mesmas condicdes, em que 0,1 mL de dgua destilada foi usada
em vez das amostras. Eles foram incubados em banho-maria a 37 ° C por meia hora e as leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro a 765 nm. A quantificacdo dos fendis totais nos extratos
foi expressa em mg GA/100 g de amostra.

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinagéo da atividade antioxidante no extrato metanolico foi avaliada por um
método de absor¢do que monitora a exting¢do do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DDPH). O
método DDPH foi desenvolvido usando espectrofotometria de absor¢do molecular ultravioleta
visivel medida a 515 nm (Miranda & Fraga, 2006) no espectrometro modelo Shimadzu UV-
1800. A técnica consiste em preparar uma incubagdo de 300 pL do extrato metandlico com 2,7
mL da solucdo de 0,06 mM de DPPH, deixando por 60 minutos em incubacdo e obscurecendo
para posterior leitura em 515 nm. A curva de calibracéo foi feita preparando padrdes diluidos a
partir da concentracdo de estoque de 60 mM na faixa de 10-50 mM e, a0 mesmo tempo, um

branco foi feito com metanol.

5.7 INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE (ACHE)

Aliquotas de uma solucéo de trabalho (25 pL) (amostra de DMSO 10 mg mL™?) foram
adicionadas aos pocos da microplaca e controles positivos e negativos também foram
preparados. Aos cinco primeiros pogos de uma coluna (controle positivo) foram adicionados

25 pL de uma solucdo de eserina e galantamina preparada a 10 mg mL™ (31 mM, 2,7 mM em
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toda a mistura de reagdo 275 pL) em Tris / HCI em pH 8,0). Em seguida, 25 pl de iodeto de
acetiltiocolina 15 mM (ATChl, Sigma A5751); (DTNB, Sigma D8130) (3 mM) e 50 ul de
Tris/HCI (50 mM, pH 8) contendo albumina de soro bovino a 0,1% (m/v) foram adicionados a
cada poco. A absorvancia foi medida a 405 nm a cada 1 min por 8 vezes. Em seguida, 25 pl
(0,226 U mL1) de enguia AChE (tipo VI-S) fornecidos pela Sigma (C3389-500UN) em Tris /
HCI foram adicionados a cada pogo. A absorvancia foi medida a 405 nm por 10 vezes
(ELLMAN et al., 1961; DOMINGUETE & TAKAHASHI, 2018).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 BACTERIAS

Tabela 1 - Inibicdo de bactérias gram (+) pelo o extrato hexanico de Capsicum chinense

(%) de inibicdo do extrato sobre as bactérias

Concentraca S. Ampicilli L. Ampicillina B. Ampicillina
o (ng mL-1) aureus na (%) monocytogenes (%) cereus (%)
250 13,71 84,89 92,00 95,00 57,00 93,00
125 43,06 83,92 100,0 96,00 17,70 90,00
62,5 10,02 84,95 100,0 96,00 11,03 94,00
31,85 8,50 91,44 54,00 97,00 6,98 93,00
15,625 - 94,24 40,00 96,00 - 93,70
9,375 - 95,87 - 63,00 - 83,90
3,90625 - 82,00 - - - 97,00
1,95 - - - - - -
Legenda:

-: Nenhuma inibicéo conhecida.

Tabela 2 - Inibicdo de bactérias gram (-) pelo o extrato hexanico de Capsicum chinense

(%) de inibicao do extrato sobre as bactérias

Concentragéo C. Ampicillina S. Ampicillina P. Ampicillina
(ng mL-1)  freundii (%) typhimurium (%) aureginosa (%)
250 83,00 94,00 97,80 100,0 100,0 95,00
125 49,00 95,00 90,03 97,00 90,00 96,00
62,5 42,00 96,00 91,18 95,00 100,0 97,00
31,85 60,00 95,00 53,45 79,00 47,00 97,00
15,625 - 80,00 55,30 30,00 43,00 95,00
9,375 - - 29,70 20,00 39,87 58,00
3,90625 - - 84,70 30,00 57,42 -
1,95 - - - - - -
Legenda:

-2 Nenhuma inibicdo conhecida.

Bactérias Gram (+) e gram (-) (Tabelal e 2) as cepas bacterianas foram inibidas no
ensaio mostrando atividade para o extrato hexanico de C. chinense Os valores das
concentragdes dos extratos variaram de 1,95 pg ml-1 a 250 ug ml-1, e potencialmente alguns
resultados forma muito satisfatorios nesse bioensaio. A ampicilina foi usada como controle, de

uso clinico padréo de antibioticos, foi muito eficiente nas concentra¢fes mostradas.

O teste de atividade contra S. tiphymurium, P. aureginosa, L. monocytogenes, mostrou
inibicdo notavel em quase todas as concentragdes dos extratos. Entretanto, S. aureus, C. freundii
e B. cereus demostraram pouca inibicdo ou nenhuma na maioria das concentracfes testadas

com os extratos. A atividade antibacteriana contra S. typhimurium foi maior. Utilizando 250 mg
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L-1 de extrato, a extensdo de inibi¢do atingiu 97% e na menor concentracdo testada (3,90625
mg L-1) o nivel de inibig&o foi bastante elevado (84%). A S. typhimurium é uma bactéria Gram
(-) que pode causar diarreia, febre intensa e até mesmo a morte. Ela é transmitida principalmente
por contaminacgdo fecal-oral, muito comum em paises sem saneamento basico, bem como o
manuseio inadequado de alimentos (Moura et al., 2012; Butler, 2011). A atividade do extrato
contra S. aureus nao foi satisfatoria, pois observou-se menos de 40% de inibi¢do em quase todas
as concentragdes utilizadas. Da mesma forma, a inibicédo de C. freundii e B. cereus foi inferior
a 50% na maioria das concentraces testadas. A baixa inibicdo do extrato de C. chinense. em
relacdo a algumas cepas bacterianas e alta inibi¢do contra outras é indicativa de um mecanismo
de acdo seletiva, que merece maior investigacdo. S. aureus e C. freundii sdo bactérias Gram (+)
gue também causam graves problemas de saude para os seres humanos (Evans et al., 2014;
Sung et al., 2008). A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) (2014) apontou que existe uma
preocupacdo global sobre o uso indiscriminado de antibioticos, porque isso faz com que
bactérias desenvolvam resisténcia aos medicamentos atuais. Assim, & necessario procurar

novos medicamentos que atendam a essa necessidade.

O efeito antimicrobiano de frutos de Capsicum tem sido verificado em outras pesquisas
como demonstrado na revisdo de Fontoura et al. (2017) ao descrever 74 espécies vegetais
brasileiras. Nela, sdo apresentados resultados para C. annum, C. baccatum e C. frutescens ao se
analisar os efeitos de extratos hidroalcdolicos por suspensdo, cuja eficacia foi constatada para
as bactérias: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enteritidis,

Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

A pimenta malagueta, C. frutenscens apresenta o maior numero de trabalhos na
literatura quanto a acdo microbioldgica, provavelmente por ser uma das mais difundidas e
apreciadas no mercado consumidor. Em extratos da espécie C. frutescens foi observado por
Barbosa (2012) a inibicdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella

typhimurium.

Ensaios realizados com extratos de espécies do género Capsicum: C. frutescens, C.
annuum e C. baccatum e linhagens bacterianas de Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, mostram que C. frutensces apresentou melhor
eficacia bacteriana (CARVALHO et al, 2010).



49

Ao se classificar extratos de diferentes espécies de acordo com seu efeito bacteriostatico
ou bactericida, verificou-se que a pimenta malagueta mostrou acéo bactericida, assim como o
alho nird, alho porré, mangerona preta e salvia, por inativar a bactéria S. enteritidis. As pimentas
calabresa e dedo-de-moca, bem como o estragdo ndo promoveram o efeito inibidor, mostrando
acdo bacteriostatica. A E. coli também teve inibi¢do por C. frutescens, bem como os extratos
de alho nira, alho porrd e salvia. E. faecalis e S. aureus ndo foram inibidas por C. frutescens. A
inibicdo foi maior que a inativacao dessas bactérias (CARVALHO et al., 2005).

Trés espécies da familia Solanaceae foram citadas por Fontoura et al. (2017), testando-
se extratos de folhas de Solanum mauritianum (fumo-brabo) e de Solanum sisymbriifolium
(Mata-Cavalo) e extratos das raizes em Solanum paniculatum (Jurubeba), e mostraram que as
duas primeiras espécies de Solanum ndo apresentaram efeito antibacteriano em cepas de S.
aureus. Esta revisdo mostrou que para a maioria das plantas, o extrato alcoolico apresentou

melhor acdo frente as bactérias.

Mota et al. (2011) e Passo et al. (2009) justificam que essa ocorréncia é devida a perda
de Oleos essenciais volateis na extracdo por decoccédo pelas altas temperaturas ao contrario da

extracdo hidroalcodlica que acontece com baixa temperatura.

Segundo Tendrio et al. (2016) diferencas na concentracao inibitéria minima podem estar
relacionadas ao solvente utilizado para a extracdo dos metabdlitos e também ao tipo de
linhagem selecionada para os ensaios antibacterianos. No entanto, é necessario purificar, isolar
e identificar os componentes bioativos desta planta para testes adicionais, que atuam para inibir

0 crescimento bacteriano e a atividade bactericida.

6.2 FUNGO

Tabela 3 - Atividade antifangica do extrato hexanico de Capsicum chinense (continua)

Concentragao : o
(g mL-1) C. albicans Nistatina (%)
250 21,31 98,89
125 8,06 94,92
62,5 2,02 86,95
31,85 - 81,44

15,625 . 57,24
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Tabela 3 - Atividade antifingica do extrato hexanico de C. chinense (concluséo)

Concentracdo . TR
(g mL-1) C. albicans Nistatina (%)
3,90625 - -
1,95 - -
Legenda:
- Nenhuma inibi¢&o conhecida

Assim como a atividade anticateriana, a capacidade antifangica tem sido verificada para
espécies como dedo de moca e malagueta, cujos extratos aquosos dessas pimentas apresentaram
taxas significativas de inibicdo dos fungos fitotatdgenos Cladosporium cladosporioides e
Colletotrichum lindemunthianum nas diversas concentracdes testadas. O extrato aquoso da
pimenta dedo-de-moca inibiu o Cladosporium cladosporioides em 49,44% do seu crescimento,
sendo considerada como como uma alternativa a substituicdo de pesticidas quimicos
(OLIVEIRA, 2011).

Santos (2010) em seu experimento com extratos de Capsicum annuum identificou
também atividade biologica baixa contra o fungo Candida albicans. Entretanto, a capacidade
antifangica tem sido verificada para espécies C. chinense, cujos extratos aquosos dessas
pimentas a partir das sementes apresentaram taxas significativas de inibicdo dos fungos
fitotatdbgenos como: Colletotrichum lindemuthianum, Alternaria sp., Fusarium sp.
Colletotrichum gloeosporioides e Phomopsis nas diversas concentracdes testadas. Controlando
todos os fitopatdgenos desafiantes, mostrando que esses extratos possuem compostos bioativos

possiveis de controlar fungos fitopatogénicos. (Enciclopédia Biosfera, 2017).

Pereira (2015), ao investigar peptideos antimicrobianos em extratos etandlicos de C.
annuum L. inibiram o crescimento dos fungos fitopatogénicos C. lindemuthianum, C.
gloeosporioides que causam a antracnose e da bactéria Xanthomonas euvesicatoria que causa

a mancha bactéria em plantas.

6.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de fenol € usado extensivamente na determinagéo de varios extratos e avaliado
pelo reagente de Folin-Ciocalteu. A partir da reacdo entre acido gélico e reagente de Folin-
Ciocalteu (Da Silva et al., 2013) a analise de regresséo linear foi determinada com a equacéo

de linha y = 0,00193x + 0,0459 com coeficiente de correlagdo r igual a 0,9943. O intervalo de
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concentracéo foi de 2 a 16 mg L. O teor total de fenol do extrato metanol foi expresso em mg
equivalentes de acido galico por 100 g do extrato (mg EAG 100 g-1).

O teor total de fenol encontrado no extrato metanolico bruto foi de 241,89 mg EAG 100
g-L. Para a interpretaco do resultado Rufino et al. (2006) relatam que valores até 100 mg EAG
100 g* mostram baixa concentragdo de fendis totais, enquanto valores entre 100-500 mg EAG
100 g* indicam concentragdo média de fendis. Valores superiores a 500 mg EAG 100 g*

indicam, portanto, uma alta concentragdo de fendis totais.

Em uma pesquisa realizada com a espécies de capsicum chinense, Neitzke et al. (2015)
evidenciou grande variacdo para a concentracdo de compostos fenolicos em frutos maduros

de diferentes acessos provenientes de oito paises das Américas.

Assim, C. chinense pode ser considerada como uma fonte média de compostos fendlicos
totais, uma vez que o resultado foi maior que 100 mg EAG 100 g*. Farhoudi et al. (2017)
corrobora que compostos fendlicos tém atraido o interesse de pesquisadores por apresentarem
atividade antioxidante e poderem proteger o corpo humano dos radicais livres, além de
desempenharem um papel na prevencdo de algumas doencas, incluindo cancer, doencas

cardiovasculares e doencas neurodegenerativas.

6.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO DPPH

Para avaliar a capacidade dos constituintes do metanol do extrato de C. chinense em
capturar radicais livres, foi analisado o comportamento das solucdes deste extrato na presenca
de solucdo de DPPH. Os resultados foram expressos como porcentagem da inibicdo da
oxidagdo, ou seja, a porcentagem de atividade antioxidante correspondente & quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante. Segundo Alves et al. (2007), o consumo de DPPH pela
amostra é diretamente proporcional a sua atividade antioxidante. A partir do resultado obtido
com o extrato metandlico de C. chinense, determinou-se a analise de regresséo linear, com a
equacdo da reta y = 0,0099x + 0,0077 com o coeficiente de correlacdo r igual a 0,9966. A

concentragéo pode variar de 0 a 60 mg L.

O resultado obtido na determinacdo da atividade antioxidante do extrato de C. chinense
foi de 81,97% de atividade antioxidante. Segundo a curva de calibragdo do DPPH, a

concentragéo correspondente é entre 10-20 mg L, ou seja, alta capacidade antioxidante.
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Sricharoen et al. (2017) em seu experimento com diversas espécies de pimentas também
comprovaram um alto potencial antioxidante entre os acessos estudados desta planta. A
capacidade antioxidante apresentou grande amplitude entre os acessos avaliados de

capsicum chinense por Neitzke et al. (2015)

Segundo Azevedo et al. (2014) compostos fendlicos como flavondides e taninos podem
ter alto potencial antioxidante, de acordo com o0s autores, esse potencial pode ter efeitos

positivos sobre varias doencas derivadas do estresse oxidativo, como o cancer, por exemplo.

6.5 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

O extrato hexanico de C. chinense inibiu a enzima AChE na concentracdo de 10
mg.mL~1 em 71,00%, enquanto os inibidores padrdo, como eserina e galantamina, inibiram

91,93% e 94,36%, respectivamente, na concentracdo do extrato.

Tabela 4 - Percentual de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Percentual de inibi¢cao Resultado
>50% Potente
30%-50% Moderado
<30% Fraco

Fonte: Vinutha et al. (2007).

Portanto, de acordo com a classificacdo de Vinutha et al., (2007), o extrato hexanico de
C. chinense pode ser considerado um potente inibidor da AChE. Além disso, segundo Trevisan
e Macedo (2003), extratos com inibicdo maior ou igual a 50% podem ser candidatos ao
fracionamento e isolamento dos metabdlitos bioativos. Alguns autores, como Santos (2016) e
Trevisan e Macedo (2003) realizaram bioprospeccéo de plantas da Amazonia e partes do Brasil,

respectivamente.

A acetilcolinesterase (AChE) é de grande importancia no corpo humano, é uma enzima
responsavel pela transmissdo de impulsos nas sinapses colinérgicas e assim hidrolisa o
neurotransmissor acetilcolina acetato e colina (COLOVIC et al., 2013). Segundo a Organizac&o
Mundial da Saude (WHO, 2012), a doenca de Alzheimer se desenvolvera em mais de 115

milhGes de pessoas até 2050.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos hexanico dos frutos de Capsicum chinense em algumas concentracdes,
contra a atividade bacteriana foi bastante alta quando comparada com o antibidtico. O nivel de
inibicdo foi melhor nas bactérias Gram (-) em comparacao com as bactérias Gram (+). Inibicéo
de bactérias Gram-positivas, S. aureus foi insatisfatorio. A excelente bioatividade do extrato

contra S. typhimurium pode estar relacionada a seletividade.

O extrato hexanico desta espécie apresentou baixa inibicdo para o fungo C. albicans
(21,31%), na concentragdo de 250 ug mL-1. O estudo da inibicdo da AChE foi considerado
potente (71,00%), 0 que corrobora para uam maior investigacao fitoquimica na planta.

Para os compostos fendlicos o extrato metandlico bruto de C. chinense apresentou
241,89 mg EAG 100, cujo resultado representa um potencial médio de teor de fenol total. Na
atividade antioxidante de C. chinense o resultado obtido foi de 81,97% e demonstra correlagdo
positiva com a atividade antioxidante. Esse potencial pode ter efeitos positivos sobre varias

doencas derivadas do estresse oxidativo, como o cancer, por exemplo.

O presente estudo demonstrou sua eficicia contra patégenos que afetam a salde do ser
humano e certamente apresenta ativos quimicos que auxiliam na prevencdo de doencas. A
pesquisa demonstrou a eficacia de Capsicum chinense como um antioxidante natural e a
presenca de ativos, cuja bioprospeccdo, pode resultar em moléculas capazes de interferir
positivamente em doengas que comprometem o sistema nervoso humano. No entanto, mais

estudos ainda sdo necessarios para consolidar seu uso e aplicacdo no campo farmacéutico.
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ANEXO A - BIOLOGICAL ACTIVITY OF HEXANE EXTRACTS OF THE
NORTHERN AMAZON SPECIES CAPSICUM SPP
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The objective of this study was to evaluate the presence of inhibitory substances from the fruits of Capsicum spp. var.
Canaimé against micro-organisms indicators. Mature fruits (1.0 kg) were purchased at an agricultural fair, dried in an
oven, and then was continuously extracted on a Soxhlet apparatus for 6 h, using 500 mL of hexane. Gram-positive
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 15313) and Bacillus cereus (ATCC 49456) were
used to perform the antibacterial activity, as well as three Gram-negative strains: Salmonella typhimurium (ATCC
14028), Citrobacter freundi (ATCC 8090) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25922). The antibacterial activity of
hexane extract of Capsicum spp. fruits in some concentrations, was quite high when compared with the antibiotic. The
level of inhibition was better towards Gram (-) bacteria compared to Gram (+) bacteria. The excellent bioactivity of the
extract against S. typhimurium may be related to its selectivity. The present study demonstrated the efficacy of Capsicum
spp. extract against pathogens that affect the health of human beings and presence of chemical assets that aid in the
prevention of diseases. However, more in-depth studies are still needed to consolidate its use and application in
pharmaceutical area.

1 Introduction

Since ancient times, human societies have accumulated information and experiences about the environment around them,
to interact with it and to provide for their survival needs. Among the many practices disseminated by popular culture,
plants have always had fundamental importance for many reasons, and their therapeutic potential is stressed throughout
the generations (Rangel and Braganga, 2009).

Brazilian flora receives special attention of researchers and specialists for having vegetal material composed of
substances with chemical potential which contributes to the scientific and technological advances (Braz Filho, 2010).
Condiment plants, such as chilies and chilies of the genus Capsicum, have always been used by Indians and ancient
civilizations to make food more palatable and to treat diseases (Reifschneider, 2000). The species of peppers of Capsicum
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genus originated in the Americas and were first reported in the 15th century by Chanca, a physicist who accompanied
Columbus on his second expedition to the West Indies (De Souza and Rossi, 2014). Peppers of Capsicum genus belong
to the Solanaceae family and present fruits with great genetic diversity in terms of color, size, shape, chemical
composition and degree of pungency or spiciness (Cisneros-Pineda et al., 2007; Chuah et al., 2008). The total number of
species of Capsicum spp. known to date is 35, distributed according to the degree of domestication: 5 domesticated,
10 semi-domesticated and

Please cite this article as: Morais K.S., Melo Filho A.A., Vilarinho L.B.O., Morais B.S., Cardoso Chagas P., Carvalho Dos Santos R., Goncalves Reis
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20 wild (Porto and Silva, 2013). The diversity of varieties of these Solanaceae species is explained by their reproductive
system that provides interspecific and intraspecific interbreeding (Simdes, 2014). Evidently this diversification reflects
on their phytochemicals production. Domesticated species of the genus Capsicum are

C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens and C. pubescens. C. chinense is probably the most important species
cultivated in the Amazon region. It is believed that it was domesticated by the natives who first inhabited this region
(Reifschneider, 2000). The first report of presence of this species in the region date back to the period of the exploratory
expeditions from the 16th century, in search of drugs from the north Brazilian countryside (Nascimento Filho et al.,
2007).

Nascimento Filho et al. (2007), in a study on the use of peppers in Roraima, reported that some old quotations pointed
to the great importance of peppers in feeding the Amazon populations. According to them, in the present day, the
cultivation of peppers occurs practically in all the regions of the state of Roraima. They are marketed in different forms
by the population, as in the form of in natural fruits, pulp, jiquitaia, sauces, preserves and ornamental (Nascimento Filho
et al., 2007).

In Roraima, one of the first studies with the chemical composition of fruits of this genus was conducted by Marangon et
al. (2014), where they made the characterization of minerals in the fruits of two species. In the following year, Borges et
al. (2015) conducted another research with six varieties of this genus, being identified some morpho-anatomical and
physico-chemical properties of the fruits and among them, the fatty acids contents.

Due to the abundance of the various types of peppers in the state of Roraima and to a few research studies directed to
their analysis, the objective of this work was to perform an in vitro biological assay on a variety of Capsicum spp. genus.
In this context, the antibacterial activity of hexane extracts of Capsicum spp. was tested against the standard strains
(bacterial) of the American Type Culture Collection (ATCC) in a variety of pepper widely produced and consumed in
the state of Roraima (Brazil).

2 Material and Methods

The experiment was carried out at the Federal University of Roraima, in a pepper species of the genus Capsicum spp.
which is widely consumed by residents in the state, and often marketed in the free trade fairs of the state of Roraima.
This variety was selected and the fruits were bought at the fair of the rural producer of Boa Vista city.

4 -

Figure 1: Variety CA: Pepper purchased at the fair of the rural producer.

In order to prepare the hexane extracts, the collected material was previously sanitized and weighed to obtain the initial
mass, after which it was taken to a forced ventilation oven at 65 °C for 72 h until constant biomass to stabilize the



compounds and remove the moisture of the material according to the methodology described by Silva and Queiroz
(2002). The extracts were then prepared from the dried fruits, in which 33 g were obtained in a dry mass of the fruits,
after greenhouse. Then they were submitted to a continuous extraction in Soxhlet apparatus at the Laboratory of
Environmental Chemistry of the Federal University of Roraima-UFRR. In this stage 500 mL of hexane solvent was used
for a continuous extraction of 6 hours. Each extraction was carried out in triplicate of 11 g each and after the conclusion
of the extractions, were submitted to rotary evaporation (Silva and Queiroz, 2002). The extracts already concentrated by
rotaevaporation were transferred to a glass bottle and weighed in an analytical balance whose final extract weight of the
triplicates was 5.83 g.
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2.1 Microorganisms

The microorganisms tested were standard strains ATCC (American Type Culture Collection) and the assays were carried
out at the Biotechnology and Bioassay Laboratory of the Department of Chemistry of Federal University of Minas Gerais.
The following bacterial strains were used: Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Bacilllus cereus (ATCC 11778),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella typhimurium (ATCC
13311) and Citrobacter freundi (ATCC 8090).

2.2 Antibacterial activity (in vitro bioassay)

The antimicrobial activity evaluation analyzes were performed at the Biotechnology Laboratory of the Federal University
of Minas Gerais, following the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) method described below. The tested
concentrations of extracts of the pepper variety studied were 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125 and 3.90625 pg mL
-1 respectively. The antibiotic Ampicillin was used as a control at a concentration of 12.5 mg.mL™. The procedures
established (Zacchino and Gupta, 2007) were used to perform the bioassay. For the preparation of BHI (Brain Heart
Infusion) culture medium 3.4 g of BHI was weighed and dissolved in 200 mL of distilled water. The solution was
homogenized and then autoclaved for 15 min at 121 °C. As for inoculum preparation, one pre-inoculum was prepared in
test tubes by adding 3.0 mL of BHI solution and 100 pL of bacteria. The test tubes containing the bacteria were incubated
in an oven at 37 °C for 24 hours. Then, with the aid of a micropipette, 500 pL of bacterial pre-inoculum was added to an
erlenmeyer containing approximately 40 mL of sterile distilled water. The inoculum was standardized in a
spectrophotometer at 600 nm, in the transmittance range of 74-75% indicated for bacteria. For the preparation of the
samples, 10 mg of extract was next weighed and then solubilized in 200 uL of DMSO, resulting in a solution with a
concentration of 50 mg.mL1. After, the solution was homogenized in a vortex mixer. Then a volume of 20 uL of the
solution was added in eppendorf containing 1980 pL of BHI solution, thus obtaining the solution with a final
concentration of 250 pL.mL1.Then we performed the antibacterial activity test, in which the assays were performed in
a 96-well ELISA plate in duplicate. Dilutions were initiated by adding 100 pL BHI medium and 100 pL working solution
into the first wells. The solution is then homogenized and 100 pL are transferred to the next well and so on. The remaining
100 pL were neglected. Then at the end of the microdilution, 100 pL of inoculum was added to each of the 96 wells. To
control the quality of the assay, we substitute the antibiotic- working solution, 100 uL of Ampicillin solution (12.5
mg.mL1) plus 100 pL of inoculum. For the blank, the inoculum was not added, 100 pL solution of the working solution
(250 pL.mL-1) plus 100 pL of sterile distilled water. For control of bacterial growth (cell viability checked) was added
100 pL of BHI medium plus 100 pL of inoculum. As for the sterility control of the culture medium, 100 pL of BHI
medium plus 100 pL of sterile distilled water was added. The microplates were homogenized for 5 min and incubated in
an oven at 37 °C for

24 hours. The reading was performed in a Elisa plate spectrophotometer at 492 nm. The results were calculated as percent
inhibition using the formula:

% Inhibition =100 - AC1 - AC2 x 100AH — AM

Where AC1 = absorbance of the sample; AC2 = absorbance of control sample; AH = absorbance in the control of the
microorganism and AM = absorbance of the control of the culture medium.

3 Results and Discussion

Gram (+) and Gram (-) bacteria (Tables 1 and 2) bacterial strains were inhibited in the assay showing activity for the
hexane extract of Capsicum spp. The extracts concentrations ranged from 3.90625 ug mL? to 250 ug mL?, and
potentially some very satisfactory results in this bioassay. Ampicillin was used as a control, of standard clinical use of
antibiotics, was very efficient in the concentrations shown.
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The activity test against S. tiphymurium, P. aureginosa, L. monocytogenes showed remarkable inhibition at almost all
extracts concentrations. However, S. aureus, C. freundii and B. cereus showed little inhibited or none at most of the
concentrations tested with the extracts. The antibacterial activity against S. typhimurium was higher. Using 250 mg L™
extract, the extent of inhibition reached 97% and at the lowest concentration tested (3.90625 mg L) the inhibition level
was quite high (84%). S. typhimurium is a Gram (-) bacterium that can cause diarrhea, severe fever and even death. It is
mainly transmitted by fecal-oral contamination, very common in countries without basic sanitation, as well as the
inadequate handling of food (Moura et al., 2012; Butler, 2011). The activity of the extract against S. aureus was not
satisfactory, since less than 40% of inhibition was observed in almost all the concentrations used. Likewise, inhibition
of C. freundii and B. cereus was less than 50% at most of the concentrations tested. The low inhibition of Capsicum spp.
in relation to some bacterial strains and high inhibition against others is indicative of a mechanism of selective action,
which deserves further investigation. S. aureus and C. freundii are Gram (+) bacteria that also cause serious health
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problems for humans (Evans et al., 2014; Sung et al., 2008). The World Health Organization (WHO, 2014) pointed out
that there is a global concern about the indiscriminate use of antibiotics because this causes bacteria to develop resistance
to current medications. Thus, it is necessary to look for new medicines that meet this need.

Table 1: Inhibition of Gram (+) bacteria by the hexane extract of Capsicum spp.
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Concentration  S. aureus Ampicillin L. monocytogenes Ampicillin  B. cereus Ampicillin
(ng mL*) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

250 13.71 84.89 92.00 95.00 57.00 93.00

125 43.06 83.92 100.0 96.00 17.70 90.00

62.5 10.02 84.95 100.0 96.00 11.03 94.00

31.25 8.50 91.44 54.00 97.00 6.98 93.00
15.625 - 94.24 40.00 96.00 - 93.70
7.8125 - 95.87 - 63.00 - 83.90
3.90625 - 82.00 - - - 97.00

-2 No inhibition

Table 2: Inhibition of Gram (-) bacteria by the hexane extract of Capsicum spp.

Concentration  C. freundii Ampicillin S. typhimurium Ampicillin  P. aureginosa Ampicillin
(ng mL™) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
250 83.00 94.00 97.80 100.0 100.0 95.00
125 49.00 95.00 90.03 97.00 90.00 96.00
62.5 42.00 96.00 91.18 95.00 100.0 97.00
31.85 60.00 95.00 53.45 79.00 47.00 97.00
15.625 - 80.00 55.30 30.00 43.00 95.00
7.8125 - - 29.70 20.00 39.87 58.00
3.90625 - - 84.70 30.00 57.42 -
-: No inhibition

The antimicrobial effect of Capsicum fruits has been verified in other studies as demonstrated in the review by Fontoura
et al. (2017) when describing 74 Brazilian plant species. The results are presented for C. annum, C. baccatum and C.
frutescens when analyzing the effects of hydroalcoholic extracts by suspension, whose efficacy was verified for the
bacteria: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa.
The chilli pepper, C. frutescens, presents the largest number of studies in the literature regarding microbiological action,
probably because it is one of the most widespread and appreciated in the consumer market. In extracts of C. frutescens,
Barbosa (2012) observed the inhibition of S. aureus, E. coli and S. typhimurium. Tests with the genus Capsicum species
extracts of C. frutescens, C. annuum and C. baccatum and bacterial strains of S. enteritidis, E. coli, S. aureus and
Enterococcus faecalis show that bacterial C. frutescens have better efficacy (Carvalho et al., 2010).
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When classifying extracts of different species according to their bacteriostatic or bactericidal effect, it was found that
cayenne showed bactericidal activity, as well as garlic nira, leek, sage and “manjerona preta”, for inactivating the bacteria
S. enteritidis. Calabrian and finger peppers as well as tarragon did not promote the inhibitory effect, showing
bacteriostatic action. E. coli was also inhibited by C. frutescens, as well as extracts of garlic nira, garlic, and sage. E.
faecalis and S. aureus were not inhibited by C. frutescens. Inhibition was greater than the inactivation of these bacteria
(Carvalho et al., 2005).

Three species of the Solanaceae family were cited by Fontoura et al. (Solanum mauritianum) and S. sisymbriifolium
(Mata-Cavalo) and root extracts of S. paniculatum (Jurubeba), and showed that the first two
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Solanum species showed no effect antibacterial activity in S. aureus strains. This review showed that for most plants, the
alcoholic extract presented better action against the bacteria. Mota et al. (2011) and Passos et al. (2009) justify that this
occurrence is due to the loss of volatile essential oils in the extraction by decoction by the high temperatures as opposed
to the hydroalcoholic extraction that happens with low temperature.

Santos (2010) in his experiments observed that extracts of C. annuum L significantly inhibited the fungus Candida
albicans, but did not cause inhibition in E. coli. Pereira (2015) when investigating antimicrobial peptides in ethanol
extracts of C. annuum L. inhibited the growth of phytopathogenic fungi C. lindemuthianum,

C. gloeosporioides that cause the anthracnose and the bacterium Xanthomonas euvesicatoria that causes bacterial
spotting in plants.

According to Tenorio et al. (2016) differences in minimum inhibitory concentration may be related to the solvent used
for the extraction of the metabolites and also to the type of strain selected for the antibacterial assays. However, it is
necessary to purify, isolate and identify the bioactive components of this plant for further testing, which act to inhibit
bacterial growth and bactericidal activity.

4 Conclusions

The hexane extracts of fruits Capsicum spp. in some concentrations, the antibacterial activity was quite high when
compared with the antibiotic. The level of inhibition was better in Gram (-) bacteria compared to Gram (+) bacteria.
Inhibition of Gram-positive bacteria, S. aureus was unsatisfactory. The excellent bioactivity of the extract against S.
typhimurium may be related to the selectivity. In this context and due to the excellent results the use as an antibiotic is
suggested, but it needs new tests.
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The objective of this work was to analyze the bioactive potential of hexane and methanol extracts of fruits of Capsicum spp., a kind of pepper
collected in Roraima, Brazil, against the yeast Candida albicans, as well as antioxidant activity and antiacetylcholinesterase inhibition. The
antioxidant activity of the methanol extract of the fruits was 82%. The antiacetylcholinesterase activity was high in the hexane extract reaching
71%. Hexane extract of the fruits did not present inhibition for Candida albicans. The present study demonstrated the efficacy of Capsicum
spp. as a natural antioxidant and the presence of active chemical constituents that can aid in the treatment of neurodegenerative diseases such
as Alzheimer's. However, further studies are still needed to consolidate its use and application in the pharmaceutical field.

1. Introduction

Peppers of Capsicum genus are important ingredients used as food and for seasoning because of their typical color, pungency,
distinct taste and aroma (Junior et al., 2015). Epidemiological studies demonstrate the benefits of spicy food in reducing
mortality and improving quality of health (LV et al., 2015). There are many nutritional benefits associated with consumption
of peppers, such as anti-inflammatory, analgesic, glycemic regulation and antioxidant activities. Functional properties are often
attributed peppers mainly because they are sources of carotenoids, vitamin C, vitamin E, alkaloids, flavonoids and
capsaicinoids, which are their predominant phenolic constituents (Bogusz Jr et al., 2018).

Pepper cultivars are generally found in tropical and subtropical regions. They require humid climate and can be grown in a
variety of soils. Besides, peppers have the reputation of having medicinal properties. Today, although synthetic drugs are
readily available in most countries and highly effective in curing various diseases, there is still people who opt for traditional
folk medicines because they usually have fewer harmful side effects (Reddy et al., 2011). There is a great diversity of
compounds, especially secondary metabolites found and isolated from plants. More recently, a number of biological properties
and potential health benefits of consuming peppers have been reinforced, as for antioxidant property (Sricharoen et al., 2017).
Some studies have shown beneficial therapeutic effects of compounds from peppers as anticancer and antibacterial agents.

In Roraima, one of the first studies on the chemical composition of fruits of Capsicum genus was conducted by Marangon et
al. (2014), where they described the characterization of minerals in the fruits of two species of this genus. The following year,
Borges et al. (2015) conducted another research with six varieties of this group, being identified some morpho-anatomical and
physico-chemical properties of the fruits, as well as the fatty acids contents. Recently Morais et al. reported the antibacterial
extract of a species of Capsicum spp. against bacteria pathogenic to humans (2018).Due to the abundance of various types of
peppers in Roraima state that are part of the natives diet, the objective of this work was to carry out in vitro biological assay
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with the species Capsicum chinense. This plant has been identified at the species level for the present work as it was previously
referred as Capsicum sp. (Morais et al., 2018). In this context, the objective of this work was to analyze the antifungal and
antioxidant activities and acetylcholinesterase inhibition of C. chinense hexanic extracts.

2. Material and methods

The experiment was conducted at the Federal University of Roraima - UFRR, which a pepper species of the genus C. chinense
purchased at the rural producer's fair in the city of Boa Vista (RR, Brazil) and then planted in a greenhouse for botanical
identification species. After full development, the species was identified and exsiccates were deposited at the UFRR herbarium
under the number UFRR / 8989. Figure 1 shows the macroscopic aspect of C. chinense fruits utilized in the present work.

Figure 1. Macroscopic aspect of Capsicum chinense fruits

In order to prepare the hexane extracts, the peppers were previously sanitized and weighed to obtain the initial mass, after
which the fruits were submitted to an oven with forced ventilation at 65 °C for 72 h until constant biomass for stabilization of
the compounds and removal of moisture. This procedure was carried out according to the methodology described by Silva and
Queiroz (2002). The extracts from the dried fruits were then prepared by continuous extraction in a Soxhlet apparatus at the
Environmental Chemistry Laboratory of the Federal University of Roraima-UFRR. The material 33gr was subjected to
continuous extraction for six hours, using 500 mL of hexane as the extractor solvent. The extraction was done in triplicate and
after the extractions were finished, the diluted extracts were submitted to a rotaevaporation process (Silva and Queiroz, 2002)
to remove the solvent. After concentration, the extracts were transferred to labeled glass vials and weighted in an analytical
balance

2.1 Microorganism

The microorganism tested was the fungus Candida albicans (ATCC 10231) and the antifungal assay was carried out at the
Laboratory of Biotechnology and Bioassays Laboratory of the Departament of Chemistry of the Federal University of Minas
Gerais (Brazil).

2.2 Bioassays of antimicrobial activity in yeasts

The analyzes for evaluation of the antifungal activity were carried out at the Biotechnology and Bioassays Laboratory of the
Federal University of Minas Gerais - UFMG, following the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) method described below.
The concentrations tested were 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6 and 3.9 ug mL™ (Zacchino and Gupta, 2007). Nistatin (standard
antifungico) was used as a control in the concentration of 12.5 mg mL-1. Samples were weighed and dissolved in DMSO at 50
mg mL%. A volume (40 pL) of this solution was added to a flask containing 960 uL BHI (Brain Heart Infusion) Broth to prepare
the working solution. A pre-inoculum was prepared in which C. albicans, stored under refrigeration, was transferred with a
platinum loop to test tubes containing 3 mL of freshly prepared BHI broth. The tubes were incubated at 37 °C for 18 h. Then
the pre-inoculum (500 pL) was transferred to tubes containing 4.5 mL of sterile distilled water. The tubes were homogenized
and the concentration was adjusted to 0.5 to reach McFarland turbidity standard (108 CFU mL-), thereby obtaining the
inoculum used in the bioassays. The assays were performed in duplicate 96-well plates. BHI broth (100 pL) was added to each
well. In the first well, 100 pL of working solution was also added. The resulting solution was homogenized and 100 pL of the
mixture was transferred to the next well and so on until the last well, from which 100 pL of the material were discarded. Then,
100 pL of microorganism inoculum was added to the wells. Six different concentrations of the sample were tested. A positive
control lacking of the working solution allowed examining the positive growth of the microorganism. A negative control,
lacking the inoculum, was performed to discount the color present in the extracts present in the working solution. A control
plate containing 100 pL of BHI culture medium and 100 pL of sterile distilled water was added to the experiment to control
BHI broth sterility. Growth of the microorganism was measured on an ELISA plate reader (492 nm) immediately after the start
of the experiment (0 h). They were incubated at 37 °C and read again after 24 h of incubation, terminating the test.

2.3 Inhibition of acetylcholinesterase (AChE)
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Aliquots of a working solution (25 pL) (DMSO sample 10 mg mL*) were added to the wells of the microplate and positive
and negative controls were also prepared. To the first five wells of a column (positive control) were added 25 pL of a solution
of eserin and galantamine prepared at 10 mg mL™ (31 mM, 2.7 mM in the entire reaction mixture 275 pL) in Tris / HCI at pH
8.0). Then, 25 uL of 15 mM acetylthiocholine iodide (ATChl, Sigma A5751); (DTNB, Sigma D8130) (3 mM) and 50 pL of
Tris/HCI (50 mM, pH 8) containing 0.1% (m/ v) bovine serum albumin was added to each well. The absorbance was measured
at 405 nm every 1 min for 8 times. Then, 25 ul (0.226 U mL™?) of eel AChE (type VI-S) provided by Sigma (C3389-500UN)
in Tris / HCI was added to each well. The absorbance was measured at 405 nm for 10-fold (Ellman et al., 1961; Dominguete
& Takahashi, 2018).

2.4 Determination of total phenolic compounds

Methanol extracts (4.0 g) prepared utilizing previously lyophilized peppers was mixed with 35 mL of methanol 80% (v / v)
acidified with 0.5% (v / v) of hydrochloric acid in falcon tubes and, afterwards, this mixture was placed in a boiling water bath
for 30 minutes. The supernatant was separated and remaining material was and treated again with the same conditions as above.
The methanol fractions were then collected and centrifuged at 6000 rpm for 30 minutes. The resulting material was placed in
amber glass vials and stored in the refrigerator at 2 °C until analysis. According to Singleton et al. (1999), to make the readings,
gallic acid (GA) was used as the reference standard, using the Shimadzu UV-1800 spectrophotometer. The method involves
the reduction of the Folin Ciocalteau reagent when phenolic compounds are present in the sample with formation of a complex
with blue color. An aliquot of the methanol extracts (0.1 mL) was transferred to a 10 mL test tube and 3 mL of distilled water
was added followed by 0.25 mL Folin Ciocalteau reagent. The mixture was allowed to stand for 3 minutes and finally 2 mL of
a sodium carbonate 7.5% (w / v) solution was added. A blank test was also used under the same conditions, in which 0.1 mL
of distilled water was used instead of the samples. They were incubated in a water bath at 37 °C for half an hour and the
readings were made in a spectrophotometer at 765 nm. Quantification of total phenols in the extracts was expressed as mg GA
/100 g sample.

2.5 Determination of antioxidant activity

Determination of the antioxidant activity in the different extracts was evaluated by an absorption method that monitor the
extinction of the 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DDPH) radical. The DDPH method was developed using visible ultraviolet
molecular absorption spectrophotometry measured at 515 nm (Miranda and Fraga, 2006) on the Shimadzu model UV-1800
Spectrometer. The technique consists in preparing a 300 pL incubation of the methanolic extract with 2.7 mL of the 0.06 mM
DPPH solution, leaving for 60 minutes in incubation and obscuring to be read later at 515 nm. The calibration curve was made
by preparing diluted standards from the 60 mM stock concentration in the range of 10-50 mM and, at the same time, a blank
was made with methanol.

3. Results and Discussion
3.1 Evaluation of anti-Candida potential

The biological activity of C. chinense hexane extract against the pathogenic microorganism C. albicans is presented below
(Table 1).

C. chinense extract

Concentration (ug mL) C. albicans (%) Nistatin (%)
250 21.31 98.89
125 8.06 94.92
62.5 2.02 86.95
31.85 0 81.44
15.625 0 57.24
3.90625 0 0

Santos (2010) in his experiments with extracts of Capsicum annuum also identified low biological activity against the fungus
Candida albicans. However, the antifungal capacity of C. chinense species has been reported for aqueous extracts of these
peppers with significant inhibition rates against phytopathogenic fungi, such as Rhizoctonia solani (Matos et al., 2011). The
control of all these challenging phytopathogens growth shows that this extract has bioactive compounds that can control
phytopathogenic filamentous fungi.

3.2 Acetylcholinesterase inhibitory activity
C. chinense fruit extract hexane inhibited the enzyme AChE at the concentration of 10 mg mL in 71.00%, while the standard

inhibitors, such as eserine and galantamine, inhibited 91.93% and 94.36%, respectively, in the concentration of the extract.
Vinutha et al. (2007) classify AChE inhibition as potent when a sample present over 50% inhibition while AChE inhibitors are
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considered moderate (30-50% inhibition) or weak (<30% inhibition) according to the degree of activity. Therefore, according
to the classification of Vinutha et al., the hexane extract of C. chinense can be considered a potent inhibitor of AChE. In
addition, according to Trevisan and Macedo (2003), extracts with inhibition greater than or equal to 50% may be candidates
for fractionation and isolation of the bioactive metabolites.

3.3 Determination of antioxidant activity by DPPH

In order to evaluate the ability of C. chinense extract methanol constituents to capture free radicals, the behavior of solutions
of this extract in the presence of DPPH solution was analyzed. The results were expressed as percentage of oxidation inhibition,
that is, the percentage of antioxidant activity corresponding to the amount of DPPH consumed by the antioxidant. According
to Alves et al. (2007), the consumption of DPPH by the sample is directly proportional to its antioxidant activity. From the
result obtained with the methanol extract of C. chinense, the linear regression analysis was determined, with the equation of
the line y = 0.0099x + 0.0077 with the correlation coefficient r equal to 0.9966. The concentration may range from 0 to 60 mg
L. The result obtained in the determination of the antioxidant activity of C. chinense extract was 81.97% of antioxidant
activity. According to the DPPH calibration curve, the corresponding concentration is between 10-20 mg L, that is a high
antioxidant capacity. Sricharoen et al. (2017) in their experiment with several species of peppers also proved a high level of
antioxidant potential among the studied accessions of this plant.

3.4 Determination of total phenolic compounds

The phenol content is used extensively in the determination of various extracts and evaluated by the Folin-Ciocalteu reagent.
From the reaction between gallic acid and Folin-Ciocalteu reagent (Da Silva et al., 2013) the linear regression analysis was
determined with the line equation y = 0.00193x + 0.0459 with correlation coefficient r equal to 0.9943. The concentration
range was 2 to 16 mg L L. The total phenol content of the extract methanol was expressed in mg equivalents of gallic acid per
100 g of the extract (mg EAG 100 g'). The total phenol content found in the crude methanolic extract was 241.89 mg EAG
100 g-1. For the interpretation of the result Rufino et al. (2006) report that values up to 100 mg EAG 100 g* show low
concentration of total phenols, while values between 100-500 mg EAG 100 g indicate mean concentration of phenols. Values
higher than 500 mg EAG 100 g indicate, therefore, a high concentration of total phenols. Thus, C. chinense can be considered
as an average source of total phenol compounds, since the result was greater at 100 mg EAG 100 g*. Farhoudi et al. (2017)
corroborates that phenolic compounds have attracted the interest of researchers because they present antioxidant activity and
can protect the human body from free radicals, and play a role in the prevention of some diseases, including cancer,
cardiovascular diseases and neurodegenerative diseases disorders.

4. Conclusions

The hexane extract of this species showed low inhibition for C. albicans fungus (21.31%), at the concentration of 250 pg mL"
L. On the other side, measurement of AChE inhibition for C. chinense species (71.00%) has shown that this plant possess
substances that have potent capacity to inhibit this enzyme. The average potential of total phenol content shows a positive
correlation with antioxidant activity and with AChE inhibition, showing an important role of this pepper in daily diet.
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