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RESUMO

A pimenta dedo-de-mocga, Capsicum baccatum var. pendulum, é amplamente
cultivada na cidade de Turugu (RS, Brasil) e apresenta compostos potencialmente
ativos contra doencgas constituidas por processos inflamatérios e oxidativos, tal como
a aterosclerose. Neste trabalho foi realizado um fracionamento do extrato ativo
obtido dos frutos de C. baccatum e o isolamento de compostos representativos das
fragdes com o objetivo de identificar os compostos responsaveis pela atividade anti-
inflamatdria demonstrada pelo extrato. Assim, trés fragdes denominadas superior
(UF), intermediaria (MF) e inferior (LF) foram obtidas e seu desempenho anti-
inflamatério foi avaliado pelo modelo de pleurisia em camundongos induzida por
carragenina. Todas as fragbes (100 mg/kg, v.o.) inibiram significativamente a
migragéo de leucdcitos totais na cavidade pleural (p<0,001), caracterizada por uma
intensa reducdo na migragdo de neutrofilos em todos os grupos de tratamento
(p<0,001). A analise quimica mostrou composigoes diferentes para as trés fragoes e
um rendimento majoritario para a fracdo LF (cerca de 60%). Foram isolados e
identificados cinco compostos inéditos para a espécie, dentre estes o composto 1 (5-
hidroximetil-furfural) isolado de UF, os compostos 2 (n-butil-a-D-frutofuranosideo), 3
(n-butil-B-D-frutofuranosideo) e 4 (n-butil-B-D-frutopiranosideo) isolados de MF e o
composto 5 (capsianosideo XV) isolado de LF. Foi também evidenciada a formagéao
de derivados de acgucares durante o processo extrativo. Em relacdo as fragdes
estudadas, no que diz respeito a composicdo quimica, rendimento e perfil de
atividade anti-inflamatéria, pode-se concluir que a fragdo LF é a mais promissora
para futuros estudos de isolamento de compostos ativos de C. baccatum, sendo o
capsianosideo XV um potencial candidato a ensaios de atividade anti-inflamatoria,
visando a contribuicdo no desenvolvimento de medicamentos para prevencao e

tratamento de doencgas associadas ao processo inflamatorio.

Palavras chave: Capsicum baccatum; pimenta dedo-de-moga; inflamagao;

capsianosideo XV






ABSTRACT

Isolation and structure elucidation of compounds with anti-inflammatory potential in

dedo-de-moga pepper (Capsicum baccatum var. pendulum)

Red pepper dedo-de-moga, Capsicum baccatum var. pendulum, is largely
cultivated in Turugu city (RS, Brazil) and presents highly potential active compounds
against inflammatory and oxidative process related to diseases, as atherosclerosis.
Herein the active extract obtained from C. baccatum fruits was submitted to a
fractionation and its main compounds were isolated with the purpose to identify those
responsible for the anti-inflammatory activity presented by the extract. So, three
fractions named upper fraction (UF), medium fraction (MF) and lower fraction (LF)
were obtained and their anti-inflammatory performance was evaluated through the
pleurisy model induced by carrageenan in mice. All the fractions (100 mg/kg, p.o.)
inhibited significantly the leukocytes migration to the pleural cavity (p<0.001), marked
by an intense reduction of neutrophils in all treatment groups (p<0.001). The
chemical analysis showed different compositions to the three fractions and the LF
fraction presented the major yields (about 60%). Five known compounds were
isolated for the first time in this species. They were identified as 5-(hydroxymethyl)-
furfural (1), isolated from UF, n-Butyl-a-D-fructofuranoside (2), n-Butyl B-D-
fructofuranoside (3) and n-Butyl-B-D-fructopyranoside (4), isolated from MF and
capsianoside XV (5), isolated from LF. Thus, it was possible to understand the
classes of metabolites present in the extract, as well as be aware about the formation
of sugar derivatives during the extraction process. Regarding the performance of the
studied fractions, in relation to their chemical composition, yield and anti-
inflammatory activity, it is possible to conclude that LF is the most promising one to
future studies of the C. baccatum active compounds, being capsianoside XV a
potential candidate to anti-inflammatory biological assay, aiming to contribute on the

development of drugs to prevent and treat inflammatory diseases.

Keywords: Capsicum baccatum; red pepper; inflammation; capsianoside XV
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1. INTRODUGAO GERAL

As plantas do género Capsicum, conhecidas como pimentas e pimentdes, sao
frutos amplamente utilizados como condimento alimentar em diversas culturas ao
redor do mundo. As espécies deste género séo originarias do continente americano,
mas devido ao seu alto valor culinario passaram a ser cultivadas em todos os
continentes (BOSLAND e VOTAVA, 2012).

O Brasil € um grande produtor de pimentas e esta entre os dez maiores
exportadores mundiais de pimentas desidratadas (PSCI, 2008). Sua produgéo anual
€ estimada em 75 mil toneladas de pimentas, distribuidas em 5 mil hectares de
plantagcdes (MOURA et al., 2013). Dentre os estados brasileiros o Rio Grande do Sul
(RS) tem importante contribuicdo na producao de pimentas, estando entre os cinco
estados de maior producdo do pais, tendo o municipio de Turugu - RS recebido o
titulo de "Capital Nacional da Pimenta Vermelha" pelo destaque na producédo da
pimenta dedo-de-moga (MADAIL et al., 2005; EMBRAPA, 2007).

A pimenta dedo-de-moca, Capsicum baccatum var. pendulum, representa
uma importante fonte de renda aos produtores locais da cidade de Turugu-RS, onde
este cultivar é parte da agricultura familiar, sendo comercializado na forma
desidratada (flocos) ou utilizado na fabricagdo de geléias e conservas por
agroindustrias locais (MADAIL et al., 2005; HELLWIG et al., 2006; BARBIERI et al.,
2011).

Diversas atribuicbes terapéuticas séo feitas as plantas do género Capsicum.
Pesquisas cientificas tem demonstrado que extratos vegetais de espécies deste
género possuem atividades antioxidante, anti-inflamatoria e anti-hiperlipidémica em
modelos in vivo (GUPTA et al., 2002; SPILLER et al., 2008; JANG et al., 2011;
OTUNOLA et al., 2014; TAG et al., 2014).

O reconhecimento de tais atividades bioldgicas possibilita o estudo dos
compostos bioativos presentes nas plantas do género Capsicum em busca de
agentes farmacoldgicos eficazes contra estresse oxidativo, inflamacédo e
dislipidemia, importantes fatores ligados a patogénese da aterosclerose e ao
aumento do risco de doengas cardiovasculares (RANG et al. 2011; TOUSOULIS et
al. 2016).

Em nosso grupo de pesquisa diversos estudos envolvendo a espécie

Capsicum baccatum var. pendulum tém demonstrado importantes resultados quanto
17



ao potencial anti-inflamatorio, anti-dislipidemiante e hipoglicemiante de um extrato
obtido dos frutos desta pimenta (ZIMMER, 2011; ZIMMER et al., 2012). Contudo,
existem poucos estudos relacionando a composigdo quimica desta espécie com as
atividades acima destacadas.

Visando a continuidade da pesquisa desempenhada por Zimmer (2011), neste
trabalho foi proposto um fracionamento guiado dos compostos presentes em um
extrato dos frutos de C. baccatum com foco na atividade anti-inflamatoria,
objetivando encontrar uma associagdo entre as propriedades bioldgicas desta

especie e sua composicao quimica.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente os componentes relacionados a atividade anti-
inflamatdria presentes no extrato n-butandlico dos frutos de Capsicum baccatum var.

pendulum (Solanaceae).

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar fracionamento do extrato n-butandlico;

e Caracterizar quimicamente as fragdes obtidas;

e Avaliar a atividade biologica in vivo das fragbes obtidas em modelo de
pleurisia induzida por carragenina em camundongos;

e |solar e elucidar quimicamente os compostos majoritarios presentes no

extrato e fragdes, buscando relacionar com a atividade bioldgica.
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2. CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA

2.1 Capsicum spp.

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, possui cerca de 25
especies classificadas de acordo com o nivel de domesticacdo. Além do pimentao
(Capsicum annuum var. annuum), sao cultivados no Brasil diferentes variedades de
pimentas pertencentes a quatro espécies domesticadas: C. annuum (jalapeino), C.
baccatum (dedo-de-moga, cambuci), C. frutescens (malagueta) e C. chinense (de-
cheiro, bode, cumari-do-Para) (EMBRAPA, 2007; BOSLAND e VOTAVA, 2012).

As pimentas possuem frutos definidos como bagas, de estrutura oca e forma
semelhante a uma céapsula. Os frutos apresentam uma grande variabilidade
morfolégica destacando-se as multiplas formas, tamanhos, coloragdes e grau de
pungéncia. Esta ultima caracteristica, exclusiva do género Capsicum, é atribuida ao
alcaldide capsaicina, um metabdlito da pimenta concentrado no interior do fruto,
regido da placenta e sementes, liberado sob a agdo de dano fisico (EMBRAPA,
2007; BOSLAND e VOTAVA, 2012).

Os frutos das pimentas sao considerados importantes fontes de antioxidantes
naturais. Quanto a composicdo quimica eles se destacam pela presenga de
carotendides, como a capsantina, capsorrubina, caroteno e luteina, responsaveis
pela coloragcao dos frutos, além da presenca de vitamina C e E, capsaicindides,
como a capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina, responsaveis pela
pungéncia dos frutos, acidos graxos saturados e insaturados, Oleos essenciais,
proteinas e compostos fendlicos em geral (KOLLMANNSBERGER et al. 2011,
WAHYUNI et al., 2011; ASNIN e PARK, 2015).

Em termos de atividade biolégica, o género Capsicum possui grande
atribuicdo terapéutica. A presenga de compostos fendlicos como flavondides e a
capsaicina, de forma mais relevante, estdo relacionadas as acgdes antioxidante,
analgésica e anti-inflamatéria (COSTA et al, 2010; SHARMA et al., 2013;
CARVALHO et al., 2015). O uso tépico de formulagbes com capsaicina € indicado na
neuropatia diabética, neuralgia pds-herpética, artrite reumatdide e osteoartrite
(BOSLAND e VOTAVA, 2012; SRINIVASAN, 2015). Demais estudos demonstram o

efeito dos extratos de Capsicum na redugdao da peroxidacdo lipidica e inibicao
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enzimatica de a-amilase e a-glicosidase (OBOH e ROCHA, 2008; OBOH et al,
2011).

2.2 Capsicum baccatum

A espécie C. baccatum é caracterizada por frutos de pungéncia mediana a
leve, podendo apresentar sabor adocicado a suavemente picante (WAHYUNI et al.,
2011). As variedades mais comuns desta espécie sao as pimentas ‘dedo-de-mog¢a’,
‘chifre-de-veado’ e ‘cambuci’, diferenciadas entre si pela morfologia, coloragéo e
pungéncia dos frutos. As pimentas desta espécie podem ser consumidas frescas,
em molhos e conservas e também desidratadas na forma de flocos com sementes,
sendo conhecida como ‘pimenta calabresa’ (EMBRAPA, 2007).

A pimenta ‘dedo-de-moga’, cultivada principalmente nos estados de S&o
Paulo e Rio Grande do Sul, é cientificamente denominada de Capsicum baccatum
var. pendulum (Willd.) Eshbaugh (EMBRAPA, 2007). E uma das pimentas mais
consumidas no Brasil, principalmente nas Regides Sul e Sudeste e € amplamente
cultivada no municipio de Turugu, Rio Grande do Sul (MADAIL et al., 2005).

2.2.1 Aspectos Botanicos

A espécie Capsicum baccatum var. pendulum (Willd.) Eshbaugh apresenta-se
sob a forma de arbusto (Figura 1) e possui frutos alongados que medem cerca de 7
cm e ficam pendentes no caule, sendo verdes quando imaturos e vermelhos quando
maduros (Figura 2) (EMBRAPA, 2007).

As flores estdo distribuidas de uma a duas flores por n6, possuem corola
branca com um par de manchas amareladas ou esverdeadas na base de cada lobo
das pétalas (Figura 3) (EMBRAPA, 2007).
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Figura 1. ExanpIarde C. baccatum var. pendulum repleta de utos: Fonte: Autor (2015)

- et

Figura 2. Exscicata com frutos maduros e imaturos de C. baccatum (esquerda) e diversos frutos
maduros de C. baccatum (direita). Fonte: Autor (2015).

Figura 3. Caracteristicas da flor de C. baccatum. Fonte: Autor (2015).
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2.2.3 Composigao Quimica

Os principais componentes quimicos de C. baccatum var. pendulum
explorados na literatura restringem-se a substancias fendlicas, capsaicindides e

substancias volateis, que serédo apresentados a seguir.

2.2.3.1 Compostos Fendlicos

A determinacdo de compostos fendlicos para a espécie em questdo
apresentou variagdes dentre os estudos avaliados devido a diferengas na obtencéo
dos extratos, dificultando a comparacgao entre os resultados de cada estudo. Quanto
a metodologia empregada na determinagédo, a técnica de Folin Ciocalteau foi
utilizada em todos os trabalhos. A tabela 1 resume as principais informagdes sobre a

determinacao de compostos fendlicos em cada estudo.

Tabela 1. Determinagao de compostos fendlicos totais em frutos de C. baccatum var.
pendulum.

Material Extrato Metodologia Fendlicos Totais Referéncia
Vegetal
Frutos Maduros Hidroetandlico Folin Sementes: 5.847 mg CAE/100 g p.s. Kappel et
(frescos) 40% Ciocalteau Pericarpo: 1.524 mg CAE/100 g p.s. al. (2008)
Placenta: 3.511 mg CAE/100 g p.s.
Frutos Maduros Hidroetandlico Folin Semente: 22.338 mg GAE/100 g p.s. Zimmer et
(secos) 70% Ciocalteau Fruto: 18.008 mg GAE/100 g p.s. al. (2012)
Frutos Maduros N.I. Folin Fruto s/sem.: 240 mg GAE/100 g p.f Moraes et
(frescos) Ciocalteau umidade 86%: 1.714 mg GAE/100g al. (2013)
p.s.
Frutos Maduros Hidroetandlico Folin Semente: 509 mg GAE/100 g p.f. Sora et al.
(frescos) 40% - polpa Ciocalteau Polpa: 165 mg GAE/100 g p.f. (2015)

80% - semente

N.l.: ndo informado; CAE: equivalentes de acido clorogénico; GAE: equivalentes de acido galico; p.s.: peso seco;
p.f: peso fresco.

No estudo realizado por Kappel et al. (2008) a avaliagdo do conteudo total de
fendlicos (expressa em equivalentes de acido clorogénico - CAE) em extratos
hidroetandlicos de frutos maduros de C. baccatum var. pendulum mostrou valores
mais elevados para o extrato obtido das sementes (5.847 mg CAE/100g de peso
seco) do que para os extratos de pericarpo (1.524 mg CAE/100g) e placenta (3.511
mg CAE/100g). O teor de fendlicos totais foi positivamente correlacionado com a

atividade antioxidante desempenhada in vitro e ex vivo pelos extratos. Também foi

26



detectada a presencga de acido caféico e acido clorogénico (Figura 4) nos extratos de

semente e placenta de frutos maduros.

HOOC, OH
H ”
O:QMOH HO:©/\)J\O " "/OH
HO HO OH
acido caféico acido clorogénico

Figura 4. Estruturas do &cido caféico e acido clorogénico.

Zimmer et al. (2012) encontraram na avaliacdo do conteudo de fendlicos
totais (expresso em equivalentes de acido galico - GAE) dos extratos hidroetandlicos
de sementes e frutos de C. baccatum 22.338 mg e 18.008 mg GAE/100 g de peso
seco, respectivamente. Estes valores, considerados elevados quando comparados
ao estudo anterior, podem estar relacionados ao fato de que Zimmer et al. utilizaram
sementes e frutos secos (<40°C) na preparagao dos extratos.

Moraes et al. (2013) avaliaram a variagado do conteudo fendlico total durante
processo de secagem dos frutos de C. baccatum em temperaturas elevadas (55, 65
e 75 °C), evidenciando que o conteudo de compostos fendlicos totais (expressos em
equivalentes de acido galico - GAE) reduziu significativamente (>30%) durante a
secagem em relacdo ao valor encontrado para as amostras de frutos frescos sem
sementes (240 £ 27 mg GAE/100 g). A comparacgéao foi feita com ajuste do valor
encontrado na amostra fresca e o teor de umidade dos frutos (86%).

Sora et al. (2015) avaliaram o conteudo de fendlicos totais (expresso em
equivalentes de &acido galico - GAE) em extratos hidroetandlicos de polpa e
sementes frescos da pimenta dedo-de-moga (C. baccatum var. pendulum) obtendo o
resultado de 164,51 mg GAE/100 g para a polpa e de 508,85 mg GAE/100g para as
sementes. Estes resultados também foram positivamente correlacionados a

atividade antioxidante in vitro desempenhada pelos extratos.

2.2.3.2 Capsaicindides

O teor de capsaicinodides de C. baccatum var. pendulum, comparado a outras
espécies de pimenta, ¢é considerado baixo por alguns autores

(KOLLMANNSBERGER et al. 2011; WAHYUNI et al., 2011). Entretanto, existem
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variagdes no conteudo de capsaicindides entre os acessos pesquisados. O emprego
de técnicas extrativas e metodologias diferentes podem ter influenciado nos
resultados observados. A tabela 2 resume as principais informagdes sobre o teor de

capsaicindides totais.

Tabela 2. Teor de capsaicinoides nos frutos de C. baccatum var. pendulum.

I:n,aterlal Extrato Metodologia Capsaicindides Referéncia
egetal

Frutos Metandlico  HPLC-PDA Pericarpo: total < 20 mg /100 g p.f. Wahyuni et al.
Maduros 75% 280 nm  capsaicina <10 mg (2011)
(frescos) (sonicagao) dihidrocapsaicina < 5mg

nordihidrocapsaicina < 1mg

Frutos Acetbnico CG-MS  Fruto: total 1,3 mg/100 g p.f. Kollmannsberger
Maduros (maceragao) capsaicina 0,6 mg (45,2%) etal. (2011)
(frescos) dihidrocapsaicina 0,3 mg (26,1 %)

UPV-22402 nordihidrocapsaicina 0,3 mg (25,9 %)

Frutos Acetbnico CG-MS  Fruto: total 13,3 mg/100 g p.f. Kollmannsberger
Maduros (maceragao) capsaicina 8,16 mg (61,4%) etal. (2011)
(frescos) dihidrocapsaicina 3,92 mg (29,5%)

UPV-22571 nordihidrocapsaicina 0,8 mg (6,0%)

Frutos Hidroetandlico HPLC-UV Polpa: Sora et al.
Maduros 40% polpa 278,7 nm capsaicina 2,99 mg/100g p.f. (2015)
(frescos)  80% semente dihidrocapsaicina 7,58 mg/100 g p.f.

(maceragao Sementes:
dindmica) capsaicina 10,01 mg/100g p.f.

dihidrocapsaicina 39,47 mg/100 g p.f

p.f: peso fresco

No estudo de Wahyuni et al. (2011) a quantificagcdo de capsaicindides totais
em extratos metandlicos de trés acessos de C. baccatum mostrou valores < 20
mg/100 g de pericarpo fresco. Capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina
(Figura 5) também foram quantificadas, sendo encontrado valores <10 mg/100 g,

<5mg/100 g e <1mg/100 g, respectivamente, nos acessos pesquisados.

OH OH
= (0] ()
o} o}

capsaicina dihidrocapsaicina

MHﬁO/

nordihidrocapsaicina
Figura 5. Estrutura dos capsaicindides capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina.
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Em outro estudo publicado por Kollmannsberger et al. (2011) o conteudo total
de capsaicinoides foi de 13 mg/kg e 133 mg/kg no extrato acetdnico de frutos
frescos, para os acessos UPV-22402 e UPV-22571, respectivamente. Os principais
capsaicinoides encontrados nestes acessos de C. baccatum foram capsaicina (45,2
e 61,4%), dihidrocapsaicina (26,1 e 29,5%) e nordihidrocapsaicina (25,9 e 6,0%),
sendo o0s demais encontrados em quantidade inferior a 2% do total de
capsaicindides ou nao foram detectados. Observa-se que as variagdes do teor de
capsaicindides entre os acessos deste trabalho podem indicar uma influéncia do
genodtipo quanto a pungéncia dos frutos.

Sora et al. (2015) também pesquisaram a presenga de capsaicina e
dihidrocapsaicina em extratos hidroetandlicos de polpa e sementes frescos de C.
baccatum. O resultado da quantificacao foi de 2,99 mg e 7,58 mg/100 g de pericarpo
de capsaicina e dihidrocapsaicina, respectivamente, e 10,01 mg e 39,47 mg/100 g
de sementes de capsaicina e dihidrocapsaicina, respectivamente.

2.2.3.3 Compostos Volateis

A pesquisa por compostos volateis se deve principalmente a utilizagcdo das
pimentas como condimentos alimentares que conferem cor e aromaticidade aos
alimentos. Desta forma alguns estudos investigam a composi¢gdo de substancias
volateis a fim de identificar as melhores variedades de pimentas em relagdo as
propriedades aromaticas. Os principais compostos volateis encontrados nos acessos

de C. baccatum var. pendulum estao descritos na tabela 3.

Tabela 3. Compostos volateis encontrados nos frutos de C. baccatum var. pendulum.

vaterlal Extrato  Metodologia Compostos Volateis Referéncia
egetal
Frutos Maduros HS- ésteres saturados; Kollmannsberger
(frescos) SPME CG-MS ésteres acil-insaturados; et al. (2011)
UPV-22402 monoterpenos i
ésteres saturados;
Frutos Maduros HS- esteres acil-insaturados; Kollmannsberger
(frescos) SPME CG-MS monoterpenos; et al. (2011)
UPV-22571 ésteres de alcoois '
secundarios
monoterpenos (34%);
aldeidos (18%);

ésteres (12%);
alcanos (10%)
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O estudo realizado por Kollmannsberger et al. (2011) nos frutos de C.
baccatum mostrou que os acessos pesquisados sdo ricos em ésteres saturados de
butanoatos, metil-butanoatos e metilpentanoatos. Dentre os ésteres acil-insaturados
apenas o hexil-4-metil-2-pentenoato foi detectado. Diversos ésteres de alcodis
secundarios também foram encontrados, mas apenas no acesso UPV-22571 de C.
baccatum. Quanto aos terpendides de baixo peso molecular, foram detectados os

monoterpenos limoneno, a-pineno, 1,8-cineol e linalol (Figura 6).

0 b Y s

limoneno a-pineno 1,8-cineol linalol
Figura 6. Estrutura dos monoterpenos limoneno, a-pineno, 1,8-cineol e linalol.

Em outra analise de substancias volateis foi demonstrado que ha uma
reducdo na presenca destes compostos conforme o amadurecimento dos frutos.
Neste estudo 49 compostos foram identificados em amostras da pimenta dedo-de-
moga (C. baccatum var. pendulum), pertencentes as seguintes classes:
monoterpenos (34%), aldeidos (18%), sesquiterpenos (14%), ésteres (12%), alcanos
(10%), alcoois (8%), cetonas (2%) e metoxipirazinas (2%). A analise quimiométrica
realizada mostrou ser capaz de separar as amostras das pimentas analisadas de
acordo com seus constituintes, sendo a dedo-de-moga caracterizada pela presenca
de aldeidos e terpenos (JUNIOR et al. 2015).

2.2.4 Propriedades Bioldgicas

As propriedades bioldgicas descritas para a pimenta dedo-de-moga (C.
baccatum var. pendulum) tem sido primariamente relacionadas ao potencial
antioxidante e anti-inflamatério. Alguns grupos de pesquisa tém explorado a
atividade de extratos em modelos de dislipidemia e peroxidacao lipidica. Todos os
estudos encontrados serdo apresentados a seguir e os principais resultados estédo
destacados na tabela 4.
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Tabela 4. Avaliagdo das propriedades bioldgicas dos frutos de C. baccatum var.
pendulum em diferentes modelos experimentais.

Referéncia Extrato Modelo Dose; via Resultados
Sepse 2 glkg: i.p T contagem de hemoglobina
experimental "7 1 contagem de plaquetas
Agregacéo 9 ~ A
Alves Suco dos Plaquetaria 25%  agregacgao plaquetaria in vitro
(2006) frutos o _ { colesterol total
Dislipidemia 2 g/kg; v.o. | e s zertes
Lesdo Vascular 2 g/kg; v.o. | LDL oxidada
- 2 g/kg e 20 { migragéo de neutrdfilos
Peritonite g/kg; s.c. | permeabilidade vascular (20 g/kg)
Spiller et al. Suco dos d migragéo de leucécitos
(2008) frutos - _ { volume de exsudato
Pleurisia 2 g/kg; s.c. , .
{ conteudo proteico
4 LDH
AT S BUt?‘:?tlclJzo % DIEE) 0.2 gkg; i s:r:)(;('acstf}ar?elrtcc:t‘?“aln'co
(2011) Hiperpalatavel v.0. indice aterogent
s/sementes { intolerancia & glicose
Etandlico e
Zimmer et Butandlico de Pleurisia 0,2 g/kg; { migracéo de leucécitos
al. (2012) frutos V.0. { volume de exsudato
s/sementes

Alves (2006) avaliou o efeito de Capsicum baccatum var. pendulum em
modelos experimentais de inflamacdo, além de avaliar a acado antidislipidémica e
antioxidante do suco extraido dos frutos. Os resultados obtidos mostraram que o
suco de C. baccatum apresentou agao protetora no modelo experimental de sepse
nas doses de 0,5 g/kg, 1,0 g/kg e 2,0 g/kg (i.p.), melhorando parametros
hematolégicos, como hemoglobina (p<0,05 para todas as doses) e contagem de
plaquetas (p<0,05 para a dose 2 g/kg). Também foi evidenciado uma inibigdo da
agregacao plaquetaria in vitro na concentragao de 25% de suco de C. baccatum em
salina (p<0,05). Neste mesmo trabalho foi observado que o suco de C. baccatum na
dose 2 g/kg (v.0.) apresentou ac¢ao antidislipidémica em ratos, reduzindo o colesterol
total (p<0,05) e a relacéo colesterol total/HDL (p<0,05) apds 14 dias de tratamento.
Quando avaliado no modelo experimental de les&o vascular, o extrato (2,0 g/kg, v.o.)
foi capaz de reduzir os niveis de LDL-oxidada apos 21 dias de tratamento (p<0,05).

Em complemento ao estudo realizado por Alves (2006), Spiller e
colaboradores (2008) avaliaram o efeito do suco obtido dos frutos de C. baccatum
em modelos de inflamagao aguda induzidos por carragenina. Os animais foram pré-
tratados (30 minutos) com 2,0 g/kg do suco via intraperitoneal no modelo de
pleurisia, havendo reducgao significativa na migragao de leucécitos para a cavidade
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inflamada (p<0,05), no volume de exsudato (p<0,05), bem como na redugédo do
conteudo protéico (p<0,05) e nos niveis da enzima lactato desidrogenase (p<0,05)
no exsudato pleural. No modelo de peritonite, camundongos foram pré-tratados (30
minutos) com trés doses do suco (0,2; 2,0; 20 g/kg) via subcutanea, havendo
reducdo na migragao de neutrofilos paras as doses 2,0 e 20 g/kg (p<0,05) e redugao
da permeabilidade vascular apenas na dose 20 g/kg (p<0,05). Spiller et al.
concluiram que devido a presenga de capsaicina no extrato como um dos
componentes majoritarios, esta possivelmente estaria envolvida na atividade anti-
inflamataria.

Estudos realizados por Zimmer et al. (2011; 2012) tiveram como objetivo
avaliar a agao antioxidante, anti-inflamatéria, dislipidémica e hipoglicemiante de
extratos obtidos dos frutos e sementes de C. baccatum. No modelo de pleurisia
induzida por carragenina em camundongos foi constatado que os grupos pré-
tratados (1 hora) com 200 mg/kg (v.0.) dos extratos etandlico (bruto) e butandlico,
ambos obtidos de frutos de C. baccatum, apresentaram reducado significativa na
migracdo de leucécitos (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) e no volume de
exsudato (p<0,01, ambos). Foi sugerida uma correlagdo entre o teor de flavondides
e compostos fendlicos presentes nesses extratos com a atividade observada, visto
que no extrato butandlico néo foi detectada a presenca de capsaicina. Observa-se
também que os resultados foram significativos para uma dose dez vezes menor que
aquela utilizada no estudo de Spiller et al. (2008) e administragdo do extrato foi por
via oral.

A avaliagdo da atividade do extrato butandlico (BUT) na dislipidemia e
intolerancia a glicose conduzida por Zimmer (2011) em ratos tratados com dieta
hiperpalatavel mostrou que os animais tratados via oral com BUT (200 mg/kg) nao
tiveram aumento do colesterol total e LDL bem como do indice aterogénico (relagéo
colesterol/HDL) apés 130 dias de tratamento. Nao houve também desenvolvimento
de tolerancia reduzida a glicose nos animais tratados com BUT, bem como o extrato
nao provocou nenhuma alteragdo significativa nos parametros bioquimicos,
hematoldgicos e comportamentais dos animais durante o experimento. Estes
resultados sugerem que o extrato de C. baccatum possui um efeito protetor a
dislipidemia e as alteragdes glicémicas mesmo em condigdes de dieta desfavoravel,

além de apresentar um grau de seguranga apés uso prolongado.
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2.3 O ENVOLVIMENTO DA INFLAMACAO NA ATEROSCLEROSE

A inflamagdo € um processo desencadeado pelo organismo de mamiferos
com a finalidade de defesa e reparo do organismo frente a ameaga de infecgdes e
eventos lesivos, sendo crucial para sua sobrevivéncia. Contudo este complexo
sistema de células e mediadores quimicos envolvidos na resposta inflamatoéria pode
apresentar eventuais falhas e promover o desenvolvimento de doengas (RANG et
al., 2011).

O processo inflamatdrio apresenta-se sob dois tipos de resposta: uma
denominada aguda, onde predominam alteragbes vasculares exsudativas, e outra
denominada crénica, onde o estimulo lesivo permanece por periodos prolongados,
desencadeando les&o tecidual e aumento da proliferagdo celular (KUMAR et al.,
2010).

A exposigcao das células a lesao tecidual resulta na producédo e liberagao de
diversos mediadores quimicos, como as citocinas, particularmente a interleucina (IL)-
1 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, bem como varias quimiocinas. Estes
desencadeiam alteracbdes vasculares nos tecidos, com formagao de bradicinina,
liberacdo de histamina, liberacdo de prostaglandinas |, e E; e leucotrieno By,
favorecendo o recrutamento de leucécitos para o tecido inflamado (KUMAR et al.,
2010; RANG et al., 2011).

A aterosclerose, apesar da forte associagcdo com o aumento dos niveis de
LDL no sangue e acumulo de lipidios na parede vascular, € considerada
primariamente um doenca inflamatéria crénica (ROSS, 1999). As placas
aterosclerdticas sao constituidas por um complexo inflamatério com intenso
envolvimento de citocinas, o0 que tem levado a pesquisas farmacoldgicas menos
voltadas para a dislipidemia e mais preocupadas em controlar o componente
inflamatério da aterosclerose (TABAS e GLASS, 2013; TOUSOULIS et al., 2016).

As lesbes da aterosclerose ocorrem principalmente em artérias de grande e
meédio calibre, sendo cumulativas com o avan¢o da idade. Isso ocorre devido ao
aumento dos eventos lesivos na parede arterial que geram uma resposta
inflamatdria insuficiente no controle do dano tecidual (ROSS, 1999; RANG et al.,

2011). Essa inflamagédo persistente é seguida pelo acumulo de lipoproteinas

33



oxidadas na parede das artérias que induzem um estado de inflamacgéao crénica
caracterizado pelas células endoteliais ativadas e recrutamento de macréfagos e
outras células imunoldgicas. A evolugao das lesdes leva a morte celular e formagéao
de corpos necréticos, com acumulo de matriz extra-celular e calcificagdo arterial
(TABAS e GLASS, 2013).

2.3.1 Potencial do uso de C. baccatum na prevengao da aterosclerose

As propriedades bioldgicas verificadas no extrato de C. baccatum apresentam
mecanismo de agao desconhecidos. Entretanto, no estudo de Spiller et al. (2008), foi
sugerido que a agao anti-inflamatéria de C. baccatum esta relacionada com a
capacidade de reduzir citocinas pro-inflamatérias como TNF-a and IL-1B na regido
inflamada. Além da atividade anti-inflamatoria, o extrato obtido dos frutos de C.
baccatum mostrou-se promissor na prevencéo de alteragdes lipidicas e glicémicas,
bem como na reducéo de LDL-oxidada em modelos in vivo (ALVES, 2006; ZIMMER,
2011).

Considerando-se que a aterosclerose € mediada por inumeros elementos,
associados a oxidagao lipidica, dislipidemia e processos inflamatérios, € possivel
que os compostos quimicos presentes no extrato de C. baccatum atuem de forma
ampla e possam contribuir no tratamento de doengas com componente inflamatorio,

como a aterosclerose e prevenir eventos cardiovasculares associados.

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS DA REVISAO

De forma geral, as pimentas do género Capsicum apresentam atividades
biologicas diversas, que vem sendo exploradas em inumeras pesquisas. Contudo
estas atividades tém sido correlacionadas com a presenga de capsaicina e seus
analogos estruturais nos frutos de pimentas.

A pimenta dedo-de-moga (C. baccatum var. pendulum) representa uma fonte
de moléculas bioativas, visto as atividades bioldgicas atribuidas aos seus extratos.
Esta espécie possui baixo teor pungente, o que evidencia a possibilidade de outras
moléculas nao-capsaicindides estarem envolvidas nas atividades biologicas

investigadas.
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Nos estudos biolégicos abordados nesta revisdo para a espécie C. baccatum
apenas Spiller et al. (2008) realizaram uma correlagdo direta da atividade anti-
inflamatdéria com a presenca de capsaicina no extrato. Para as demais atividades

biolégicas nenhuma substancia ativa foi descrita.
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3. CAPITULO II: AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DAS
FRAGOES DO EXTRATO BUTANOLICO DE C. baccatum E ISOLAMENTO E
ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS PRESENTES NAS FRAGCOES

O texto completo do capitulo Il, compreendido entre as paginas 39 a 56, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparag¢ao para publicacdo em peridédico
cientifico. Este capitulo consta da descrigdo do fracionamento do extrato butandlico
obtido dos frutos de Capsicum baccatum var. pendulum, isolamento de cinco
compostos majoritarios nas fragdes, inéditos para a espécie, e avaliagdo da
atividade anti-inflamatdria das fragées obtidas no modelo de pleurisia induzido por

carragenina.

39






4. CAPITULO IIl: EVIDENCIA DA FORMAGAO DE DERIVADOS DE AGUCARES
DURANTE O PROCESSO EXTRATIVO DE C. baccatum.

O texto completo do capitulo Ill, compreendido entre as paginas 57 a 64, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparag¢ao para publicacdo em periddico
cientifico. Este capitulo consta da descricdo do isolamento de trés derivados
alquilados de agucares formados durante a extracdo dos frutos de Capsicum
baccatum com o solvente n-butanol em aparato de Soxhlet, evidenciados pela
comparagao quimica com extrato obtido do mesmo material vegetal e n-butanol

conduzido sob percolagao.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O fracionamento do extrato n-butandlico obtido a partir dos frutos de C.
baccatum var. pendulum mostrou-se adequado quanto a diferenciagdo na
composi¢cao quimica.

A avaliacao da atividade anti-inflamatéria do extrato e fragdbes no modelo de
pleurisia induzida por carragenina em camundongos mostrou ser significativa para
todas as fragbes quanto a redugdo na migragcdo de leucocitos para a cavidade
pleural.

O isolamento e elucidagdo de compostos presentes no extrato butandlico e
fragbes derivadas propiciou a compreensdo das classes de compostos que
compdem o extrato, bem como alertou sobre a influéncia do processo extrativo na
formagao de compostos artefatos.

Em relagcdo ao desempenho das fragdes estudadas, no que diz respeito a
composi¢cao quimica, rendimento e perfil de atividade, pode-se concluir que a fragéao
LF é a mais promissora para futuros estudos de isolamento de compostos ativos de
C. baccatum, sendo o capsianosideo XV um potencial candidato a ensaios de
atividade anti-inflamatdria, visando a contribuicdo no desenvolvimento de
medicamentos para prevengcdo e tratamento de doengas com componente

inflamatdério, como a aterosclerose.
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|. ESPECTROS DE RMN DO COMPOSTO 5
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