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RESUMO

Devido ao fato da resisténcia bacteriana estar se tornando um problema grave na
saude, o uso de plantas com o intuito medicinal vem se tornado cada vez maior,
condigno ao conhecimento empirico sobre suas propriedades medicinais, que
devem-se aos seus metabolitos secundarios. Entre as principais plantas estudadas,
encontra-se a Capsicum frutescens L. (pimenta malagueta), pertencente a familia
Solanaceae, sendo indicada pelos raizeiros para tratamentos infecciosos. Portanto,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a comprovacao cientifica do
conhecimento empirico dos raizeiros sobre a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico das folhas de Capsicum frutescens L. frente a microrganismos de
importancia clinica. A partir das folhas foi obtido o extrato etandlico a 96%, por
maceracgao a frio, por cinco dias, em seguida, rotaevaporado. Para a avaliagdo da
atividade antimicrobiana, o extrato foi submetido ao processo de diluicdo a 100, 50,
25, 12,5 e 6,25 %, frente a cepas bacterianas Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae) e Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e fungicas (Candida albicans e
Candida krusei). Por metodologia de difusdo em meio sélido, processo cavidade-
placa, utilizando 50 pL das concentracdes do extrato, em triplicata. Observou-se que
houve atividade inibitéria na concentracdo de 100% frente as cepas Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e Enterococcus faecalis.
Tendo maior atividade inibitéria frente a cepa de E. faecalis. Portanto, comprova-se
cientificamente o conhecimento empirico da Capsicum frutescens L. no tratamento
de infeccbes, constituindo uma perspectiva para a obtencdo de antimicrobianos.
Contudo, novos estudos devem ser desenvolvidos com o intuito de determinar,
caracterizar e isolar os metabdlitos ativos no extrato para melhor caracterizacéo e
concentracéo das substancias ativas encontradas nas folhas.

Palavras-Chave: Pimenta malagueta, Bactérias, Fungos.



ABSTRACT

Due to the fact that bacterial resistance is becoming a serious problem in health, the
use of medicinal plants has become increasingly important, due to the empirical
knowledge about its medicinal properties, which are due to its secondary
metabolites. Among the main plants studied are Capsicum frutescens L. (chilli
pepper), belonging to the Solanaceae family, being indicated by the herbalists for
infectious treatments. Therefore, the present work had as objective to evaluate the
scientific evidence of the empirical knowledge of the herbalists on the antimicrobial
activity of the ethanolic extract of the leaves of Capsicum frutescens L. against
microorganisms of clinical importance. From the leaves, the 96% ethanolic extract
was obtained by cold maceration for five days, then rotavaporated. For the evaluation
of the antimicrobial activity, the extract was submitted to the dilution process at 100,
50, 25, 12.5 and 6.25% against Gram-negative bacterial strains (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Klebsiela pneumoniae) and Gram (Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis) and fungal (Candida albicans and Candida
krusei).In the solid way diffusion method, cavity-plate process, using 50 uL of extract
concentrations, in triplicate. It was observed that there was 100% inhibitory activity
against the strains Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, and Enterococcus faecalis. Having greater inhibitory activity against E.
faecalis strain. Therefore, the empirical knowledge of Capsicum frutescens L. in the
treatment of infections is scientifically proven, constituting a perspective for obtaining
antimicrobials. However, new studies must be developed to determine, characterize
and isolate the active metabolites in the extract to better characterize and
concentrate the active substances found in the leaves.

Keywords: Chilli Pepper, bacteria, fungi.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia microbiana vem se tornando um sério problema na saude, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2015), podendo se
desenvolver através do crescimento e da adaptacdo de microrganismos na presenca
de alguns antimicrobianos. O fato € que essa resisténcia pode ser potencializada
pelo uso inadequado de medicamentos, devido a sua baixa qualidade ou até mesmo
por estratégias de prevencédo e controle de infec¢ces pouco eficientes.

Essa situacao tem estimulado cada vez mais os pesquisadores, que tentam
buscar novos compostos em diferentes fontes. O uso de plantas medicinais no
tratamento de moléstias € uma pratica comum desde o primordio da humanidade.
Diversos tratamentos tém sido realizados a partir de plantas, e atualmente se tem
estudado com o intuito de descobrir as diversas substéncias presentes nesses
vegetais e a capacidade de agir eficazmente no organismo e serem a fonte de
tratamento de algumas doencas, as quais observam-se uma possivel fonte de
tratamento eficaz.

Ao passar do tempo, o interesse sobre as plantas veem crescendo, e suas
possiveis aplicacdes terapéuticas. Logo, esses vegetais podem apresentar a cura
para graves doencas que afligem a humanidade. O acumulo destes conhecimentos
empiricos pelo homem deu origem a fitoterapia, a forma de cura utilizada em todas
as civilizacdes (CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFER 1991).

Os vegetais por terem potencial antimicrobiano e uma diversidade molecular
superior aquelas derivadas de produtos quimicos, tem se tornando um importante
objeto de estudo cientifico com relacdo as suas diversas propriedades medicinais
(NOVAIS et al,, 2003). O interesse na diversidade molecular das plantas tem
estimulado a busca pelo conhecimento do seu metabolismo secundario, o qual é
responsavel pela sintese de grande parte dos compostos vegetais com atividade
bioldgica, bem como seus derivados que tem sido alvo de investigacao a respeito de
suas propriedades medicinais, aromatica e curativa (ALVES, 2001).

A Capsicum frutescens L. (pimenta malagueta), demonstra ter potencial
antioxidante e antimicrobiano, caracteristico do género Capsicum L. que apresentam
coloragéo e pungéncia idénticas, devido a presenca de capsaicindides e capsnoides,

0S quais sao produzidos em seu metabolismo secundario, e, que possuem efeitos
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farmacoldgicos e fisiologicos, como analgésico, anticancerigenos, anti-inflamatério,
antioxidante e anti-obesidade (BONTEMPO, 2007).

Tendo em vista a crescente resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos sintéticos existentes, e dessa forma dificultando a acdo dos
antibioticos em relacdo aos tratamentos contra as infecgdes, se faz necessario a
realizacdo desse estudo, o qual objetivou avaliar a comprovacao cientifica do
conhecimento empirico dos raizeiros sobre a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico das folhas de Capsicum frutescens L. frente a microrganismos de

importancia clinica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Resisténcia microbiana

A resisténcia microbiana (AMR) é considerada um dos desafios dos sistemas
de saude atuais (O’NEIL, 2014). E estimado que 700 mil mortes sdo causadas
anualmente pela resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com as andlises, sem
uma mudanca de abordagem para tentar conter o problema em questédo, até 2050, a
AMR causara mais mortes que o cancer (O'NEIL, 2016). A OMS define AMR como
‘capacidade de um microrganismo impedir a atuagdo de um antimicrobiano”,
tornando os tratamentos ineficazes, e as infeccdes, persistentes e até incuraveis.
Algumas das caracteristicas de resisténcia também se aplicam aos medicamentos
utilizados no tratamento de doencgas virais, fingicas e parasitarias (OMS, 2015).

A AMR é um fenbmeno genético, relacionado a existéncia de alguns genes
gue estdo no microrganismo que tem funcdo de codificar diferentes mecanismos
bioguimicos que vao impedir a acdo das drogas. A resisténcia pode ser originaria em
mutacbes que ocorrem no microrganismo durante seu processo reprodutivo e vai
resultar em erros de coépia na sequéncia de bases que formam o ADN
cromossOmico, que sao responsaveis pelo seu cbédigo genético. A outra origem da
resisténcia € o transporte dos genes causadores do fendmeno, consistindo na
resisténcia transferivel. Esta resisténcia pode ocorrer através dos mecanismos de
transducéo, transformacéo e conjugacao e, frequentemente, envolve genes situados
em transposons e em plasmidios (McDONALD,1966; ZULIANI, TRABULSI, 1972,
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LACEY, 1973; TRABULSI, 1973; CROSSLEY, et al, 1979; NOVICK, 1980; LEVY,
1982; SUASSUNA, 1983; LACEY, 1984; SAUNDERS, 1984).

De acordo com a OMS (2015), a AMR também pode se desenvolver com o
crescimento e a adaptacdo de microrganismos na presenca de alguns
antimicrobianos. Embora seja um fenémeno natural e intrinseco aos antimicrobianos
desde sua descoberta por Alexander Fleming, o fato € que a AMR pode ser
potencializado pelo uso inadequado desses medicamentos, pela baixa qualidade
dos medicamentos, por uma rede laboratorial ineficiente ou até mesmo por
estratégias de prevencdo e controle de infecgcbes pouco eficientes. Portanto, o
surgimento de patdégenos mais resistentes vao estimular algumas medidas, entre
elas: o controle no uso de antibioticos, o desenvolvimento de pesquisas para um
melhor entendimento dos mecanismos genéticos da resisténcia microbiana e a da
continuacdo dos estudos acerca de novas drogas, sejam elas sintéticas ou naturais
(NASCIMENTO et al., 2000).

2.2. Plantas medicinais: antimicrobianos alternativos

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de moléstias, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade. No inicio de 1990, a OMS divulgou que 65-80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

No Brasil, a utilizacdo dos produtos naturais como fitoterapia vem sendo
adequada as necessidades de varios municipios no atendimento primario a saude
(ELDIN; DUNFORD, 2001). A expansdo da medicina fitoterapica deve-se a
preferéncia da populacdo por tratamentos mais “naturais”; a crescente validagao
cientifica das propriedades farmacolbégicas existente nas espécies vegetais; o
desenvolvimento de novos métodos analiticos para ter o controle de qualidade; o
desenvolvimento de novas formas de preparacdes e administracdo dos produtos e o
custo mais baixo (HOMAR, 2007).

Desde 1977, a OMS incentiva o estudo de plantas conhecidas popularmente
como medicinais, tendo como o seu principal objetivo avaliar através de pesquisas
0s beneficios da utilizacdo desses medicamentos fitoterdpicos e também conhecer

0s riscos relacionados ao seu uso indevido. O uso de alguns extratos de vegetais de
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conhecida atividade antimicrobiana pode adquirir grande importancia nos
tratamentos terapéuticos. (LOGUERCIO et al., 2005).

As plantas medicinais estdo entre os produtos naturais de maior interesse
cientifico, devido a possibilidade de utiliza-los como fitofarmacos, pois eles
proporcionam grandes chances de obter-se moléculas protétipos devido a enorme
diversidade de seus constituintes (NASCIMENTO et al., 2000; PESSINI et al., 2003;
MICHELIN et al., 2005). Segundo Novais (2005), a atividade antimicrobiana de
extratos e Oleos essenciais de plantas medicinais foi comprovada em estudo
realizado em paises que possuem uma flora diversificada.

A estrutura quimica dos antibiéticos vegetais difere daqueles que sé&o
derivados de micro-organismos, podendo assim regular o metabolismo intermediéario
de patogenos, ativando ou blogueando reacdes e sinteses enzimaticas ou até
mesmo alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005). O interesse na
diversidade molecular das plantas tem estimulado uma busca pelo entendimento do
seu metabolismo secundario, que € responsavel pela sintese dos compostos
vegetais com atividade bioldgica, dentre as quais estdo propriedades medicinais,
aromaticas e curativas (ALVES, 2001).

Pesquisas téem mostrado prescricbes médicas nas quais 0s produtos
naturais e drogas relacionadas sado usados para tratar 87% de todas as doencas
humanas (CHIN et al.,, 2006). Esses produtos sd0 0S que representam uma
esperanca na prevencao contra a carcinogénese, atuando através da sua atividade
antioxidante e suprimindo a oncogénese mediada por espécies reativas do oxigénio,
ja que o estresse oxidativo é a chave moduladora na indugdo da carcinogénese
humana (ZIECH et al., 2012).

Apesar das plantas medicinais apresentarem baixo risco de uso,
reprodutibilidade e constancia na sua qualidade e sua eficacia, porém para o
desenvolvimento de fitoterdpicos € preciso um cultivo adequado e a avaliacdo da
concentracdo de seus principios ativos, para que sejam manipulados e utilizados
entdo na medicina mais atual (TOLEDO et al., 2003).

O estudo das propriedades fitoquimica, em plantas com o intuito de obter-se
novos produtos fitoterapicos e antimicrobianos tem avancado muito pelo mundo,
devido a resisténcia microbiana, e entre as diversas plantas que ja foram estudadas,

as pimentas, utilizadas em sua maioria das vezes como condimento, tem grande
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destaque, pois demonstram uma gama de propriedades farmacolégicas e
fisiolégicas (ALVES, 2006).

Ha basicamente dois géneros de pimenta, a Piper e a Capsicum. Sendo as
mais antigas as do género Piper, que sdo sementes das plantas da familia das
Piperaceas, e o principio ativo mais importante desse género é a piperina. Enquanto
que, o género Capsicum engloba cerca de 3 espécies conhecidas e que pertencem
a familia das solanaceas, e o principio ativo mais comum neste género é a
capsaicina (BONTEMPO, 2007).

2.3. Capsicum frutescens L.

A Capsicum frutecens L. é popularmente conhecida como pimenta malagueta,
pertencente a familia Solanaceae, estando distribuida por toda a América Central e
planicies da América do Sul, como também em outras regides tropicais e
subtropicais, como a: Asia, Africa, e ilhas do Pacifico. C. frutescens é geralmente
muito picante e tem um sabor caracteristico que real¢a o gosto dos alimentos locais
nos tropicos (YAMAMOTO; NAWATA, 2005). De acordo com Bosland e Votava
(1999), sao plantas perenes e de maturacao tardia, sua altura varia de 1,5-2,0 m,
sendo caracterizada como espécie arbustiva; corola branco-esverdeada; anteras
puarpura a azul, as vezes amarelas; fruto imaturo variando entre verde a branco
amarelado; quando o fruto € maduro, varia de vermelho a laranja escuro. Segundo
Costa e Henz (2007), o fruto define-se como uma baga, de estrutura oca e forma
lembrando uma capsula; caules e folhas glabros a muito pubescentes; folhas
maleaveis e mais largas.

A producédo de pimenta malagueta no Brasil esta concentrada em pequenas
areas rurais com uso de mao-de-obra familiar e possui significativa importancia
social e econémica por demandar muita méo-de-obra, fixar o produtor no campo e
constituir atividade econémica pela integracdo do pequeno agricultor a industria por
meio da sua utilizacdo em conservas e molhos (RUFINO; PENTEADO, 2006). Os
maiores consumidores séo os estados do Nordeste (Ceara, Pernambuco e Bahia),
principalmente o consumo in natura (RIBEIRO et al., 2015).

Com respeito ao uso medicinal, alguns autores sugerem que 0 mesmo pode
ter precedido os demais usos, mesmo antes do condimentar, durante o processo de
domesticacdo dessa planta nas Américas (DeWITT E BOSLAND, 1996; BOSLAND;

VOTAVA, 2000). Informagbes encontradas em trabalhos relatam que a medicina
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amerindia mostra uma grande diversidade em sua aplicagao terapéutica. Castiglioni
(1947), menciona que 0s povos americanos detinham o conhecimento sobre a
propriedade antiblenorragica dessas plantas. indios colombianos usavam no
tratamento de picadas de cobras (OTERO, et al., 2000). Povos maias e astecas
utilizavam-nas, misturadas com milho, para cura de resfriados comuns. Também
eram utilizadas em casos de queimaduras e no tratamento de asmas, tosses e dores
de garganta (CICHEWICZ; THORPE, 1996; BOSLAND; VOTAVA, 2000). No estudo
de Furtado et al. (1978), entre os pescadores do litoral paraense, encontra-se citado
0 uso da planta para o amadurecimento de tumores. Em Roraima, demonstrou-se
seu uso no tratamento de ‘pano-branco’, conforme enfatizado por Berg e Silva
(1988). Quilombolas do Amapéa detinham modos de aproveitar a pimenta para aliviar
célicas menstruais e de criancas e para 0s casos de dores reumaticas e problemas
intestinais, segundo Pereira et al. (2007). Entre indios Yanomami, os estudos de
Milliken e Albert (1997) e de Milliken et al. (1999) registram o0 uso dessa solanacea
para tratar infeccGes respiratorias, oftalmias e malaria. Por ultimo documenta-se,
ainda, seu uso na composicao de banhos pos-parto por mulheres caboclas do baixo
Amazonas (AMOROZO; GELY, 1988) e por indias do alto rio Negro (RIBEIRO,
1990).

Assim como os frutos, as folhas sdo também os 6rgados das plantas que séo
utilizados para o tratamento de varias enfermidades, como afeccdes de pele, e
embora ndo sejam tdo concentrados como os frutos, os alcaléides presentes na
folha também tem altos valores terapéuticos, e segundo literatura comprovando as
reais funcbes das folhas Capsicum como antibiético, estimulante, carminativo,
vesificante e estomaquico (MOLINA-TORRES, 1999; BARROS, 2000; BOSLAND,
2000;). A C. frutescens age também na reducdo do teor de gordura sanguineo,
ajuda a descongestionar as vias respiratérias, e pelo seu alto teor de vitamina C,
atuando como antioxidante, € capaz de contribuir para a eliminacdo de radicais
livres, assim retardando o envelhecimento das células (REIFSCHNEIDER, 2000). A
capsaicina encontrada nas pimentas do género também possui propriedades
antimicrobianas, sugerindo seu uso como natural inibidor de microrganismos
patogénicos em alimentos. (DORANTES, et al, 2000)

Freire et al. 2015, ao realizarem testes fitoquimicos, identificaram no extrato
das folhas de Capsicum frutescens, a presenca de flavondides, flavona, xantona,

saponins e esteroides livres. Sendo os flavonoides, uma familia de compostos com
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atividade potencialmente exploravel, incluindo a atividade antimicrobiana, sinergismo
com os antibiéticos e supressao da viruléncia microbiana (CUSHINE; LAMB, 2011) e
por serem compostos fendlicos, eles estdo expostos a oxidacao, formando quinonas.
Uma das suas propriedades mais discutidas € a sua habilidade de neutralizar os
radicais livres (SAWAY et al., 2005).

Carvalho, West e Cruz (2010) estudaram a atividade de inibicdo bacteriana
com oito variedades de pimenta do género Capsicum (pimenta calabresa,
malagueta, dedo-de-moca, pimenta-de-jardim, cambuci e pimentdes amarelo, verde
e vermelho), frente a indculos bacterianos padronizados (ATCC) de Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis e Escherichia coli. Os autores
evidenciaram que as pimentas, calabresa, malagueta, dedo-de-moca, pimenta-de-
jardim apresentaram atividades de inibicdo e inativacdo seletivas em ordem
decrescente para salmonela, coliforme fecal, enterococo e estafilococo.

Segundo Procépio, Lucas e Racowski (2013), apés realizacdes de estudos
com os extratos da folhas de Pimenta-malagueta, Cumari-do-Para, Pimenta Arriba
Saia, Pimenta-de-bode, Pimenta-biquinho, Dedo-de-Moc¢a, Pimenta Fidalga e
Pimenta-de-cheiro, observaram que todos os tipos de pimentas do género atuaram
como agente antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus, tendo a Pimenta-

malagueta apresentado a maior atividade.

3. METODOLOGIA

3.1 Local dapesquisa
A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica e Microbiologia,
localizados no CCBS/UEPB, Campus I, Campina Grande, PB. No periodo de 7

meses.

3.2. Material vegetal

As folhas de Capsicum frutescens, Figura ,1 disponibilizadas por raizeiros, da
cidade de Campina Grande, PB, foram colhidas no periodo de 08:00 as 10:00 horas.
Apoés a coleta, as folhas foram acondicionadas em saco de papel tipo Kraft. No
laboratério de Botéanica, foi realizada a exsicata de identificacdo da referida planta.

Apds procedimento, realizou-se o0 registro no Herbario Manoel Arruda
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Camara/UEPB, sob n° 113 e sendo cadastrada no SisGen (Patriménio Genético) sob
0 n° AF70C4D.

Figura 1. Folhas e frutos de
Capsicum frutescens.

Y

Foto: ALBUQUERQUE, K. C. A., 2019.

3.3 Obtencéao do extrato vegetal etandlico

O processo de secagem, foi realizado no laboratério de Botanica/UEPB, as
folhas acondicionadas em embalagens de papel Kraft, foram submetidas a secagem,
em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 40 +1°C, até estabilizacdo da
umidade.

Apos a secagem, o material seco foi triturado em um moinho do tipo faca
(Willey®), no qual foi obtido um p6 fino, em seguida, foi peneirado em tamis de
numeracdo 10 mesh. A partir do material vegetal moido e peneirado (p6) foi obtido o
extrato etandlico, na proporcdo de 100 g do po6 vegetal: 0,50 L alcool etandlico a
96%, através do método por maceracdo a frio (PRISTA, 1996), por 5 dias.
Posteriormente, o extrato etanodlico foi submetido ao processo de filtragem, e o
produto resultante foi submetido, novamente, a maceracéo a frio, por mais 5 dias.

Em seguida, o extrato foi filtrado e submetido a rotaevaporacéo (Tecnal, TE-
210), a temperatura de 60°C, e velocidade de 40 rpm. ApGs o processo, foi obtido o

extrato etandlico concentrado, o qual foi submetido a analises microbiolégicas.
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3.4 Anélise Microbiolbgica

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de
Capsicum frutescens foi realizada no laboratério de Microbiologia/UEPB, com
relacdo aos reagentes utilizados apresentaram grau de pureza analitico (Merck®).
3.4.1 Cepas de microrganismos

Foram utilizadas as cepas clinicas, Bacterianas Gram Positivas
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis), e Gram Negativas (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiela pneumoniae); e Fungicas (Candida
albicans e Candida krusei), pertencentes a cole¢do de cultura do Laboratério de
Microbiologia/CCBS/UEPB, Campina Grande, PB.

As cepas foram incubadas em estufa a 37 °C e a temperatura ambiente por
72 horas, quando entdo houve confirmagdo do crescimento bacteriano e fangico.
Das amostras com crescimento bacteriano e fangico retirou-se uma aliquota das
respectivas cepas, as quais foram semeadas em tubos com 10 mL de Agar Nutriente
e, assim foram realizados sucessivamente, até que se obteve crescimento
bacteriano e fungico no periodo de 24 a 72 horas (DIAS, et al. 2006).

A suspenséo de cada um dos microrganismos foi obtida transferindo-se as
culturas crescidas sobre o meio de cultura, com alca estéril, para um tubo de ensaio
contendo 3 ml de solucao salina 0,9% estéril e agitando-o. O indculo microbiano foi
padronizado de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005),
em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 625nm para bactérias e 530nm
para fungos, onde as referidas suspensdes foram diluidas de modo a obter-se uma
preparacdo microbiana com concentracéo final préxima a 10° UFC.mL™ (BAUER et
al., 1966; HADACECK; GREGER, 2000)

O teste de sensibilidade microbiana (screening) ao extrato vegetal foi
realizado através da técnica de difusdo em meio sdlido, processo cavidade-placa
Bauer et al. (1966). Para o screening, utilizou-se placas de Petri contendo 20 mL do
meio de cultura especifico para o crescimento das respectivas cepas a serem
analisadas, para as bactérias utilizou-se Agar Mueller-Hinton, e caldo Saboraud
dextrose para os fungos. Sendo as cepas inoculadas pela técnica de espalhamento
em superficie, com auxilio de “swabs” estéreis mergulhados na suspensao contendo

o indculo.
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3.4.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Apés a inoculacdo dos microrganismos, foram perfurados cinco
cavidades/placa, com o auxilio de canulas de vidro (@ 6 mm de didmetro). ApGs este
procedimento, foi adicionado 1mL de agua destilada estéril: 1mg do extrato bruto em
tubo de ensaio, produzindo a concentracdo de 100% e consequentemente as
demais diluicdes, 50 % (1:2 pg.mL™), 25 % (1:4 pg.mL™?) 12,5 % (1:8 pg.mL™) e,
6,25 % (1:16 pg.mL™). Em seguida foram inoculados 50 pL do extrato etandlico de
pimenta malagueta nas concentragcdes em cada poc¢o. Sendo a metodologia utilizada
para a obtencdo das concentracfes do extrato etandlico adaptada de Stangarlin et
al. (1999). Como controle positivo, foi utilizado o Ciprofloxacino para bactérias e
fungos, apds estudo prévio por antibiograma, para a verificacdo da sensibilidade dos
referidos micro-organismos a serem estudados. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa bacteriana a temperatura de 37°C/48 horas para as bactérias,

e 26°C/24 horas para os fungos, sendo cada ensaio realizados em triplicata.

3.5 Analise dos dados

O resultado final foi determinado pela média aritmética dos diametros dos
halos de inibicdo (mm), que foram obtidos nas triplicatas de cada ensaio, sendo
aferidos por halémetro, considerando como possuidor de atividade antimicrobiana
aguela concentracdo do extrato que quando foi aplicada sobre o meio de cultura
contendo a suspensdo dos microrganismos, apresentou um halo de inibicdo de

crescimento igual ou superior a 6,0 milimetros de diametro (LIMA, et al., 2004).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Quanto a analise fitoquimica do extrato, ndo se fez necesséria devido ao fato
do objetivo de estudo ser a comprovacao cientifica do conhecimento empirico dos
raizeiros sobre a atividade antimicrobiana da Capsicum frutescens. Apdés
levantamento bibliogréafico, verificou-se que foram identificados e confirmados por
Molina-Torres (1999), Barros (2000), Bosland (2000); Soares (2002); Angelo et al.
(2007), Pinto et al. (2013) e Freire et al., (2015), a presenga de metabdlitos
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(Alcaldides, Capsaicinas, Flavondides, Flavona, Acidos graxos, Xantona, Saponinas,
Esteroides livres, Taninos e Vitaminas), 0s quais possuem atividade antimicrobiana.
Ao avaliar as Figura 2 e Tabela 1, observa-se que o extrato etandlico das
folhas de Capsicum frutescens apresentou atividade antimicrobiana, frente as cepas
Enterococcus faecalis. Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, na concentracdo de 100%, apresentando maior halo de inibicdo frente a
cepa Enterococcus faecalis (12mm) e tendo como menor halo para Staphylococcus

aureus (6mm).

Figura 2. Zona de inibicdo do extrato etandlico das folhas de Capsicum frutenscens L.
frente a cepas clinicas. Campina Grande/PB, 2019.

Pseudomonas aeroginosa Staphylococcus aureus
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Tabela 1. Meédias aritméticas dos halos de inibicdo (mm) da avaliacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico das folhas de Capsicum
frutescens, frente a cepas clinicas, em meio solido. Campina Grande/PB, 2019

Concentracédo do Extrato (%) / didametro do halo (mm)

Microrganismo

100% 50% 25% 12,5% 6,25%
Enterococcus faecalis 12 mm S.1 S. S. S.
Pseudomonas aeroginosa 8 mm S. S. S. S.
Escherichia coli 7 mm S. S. S. S.
Staphylococcus aureus 6 mm S. S. S. S.
Klebsiela pneumonae S. S. S. S. S.
Candida albicans S. S. S. S. S.
Candida krusei S.1 S.1 S.I S. S.

*S. I: Sem inibi¢cdo.; mm: milimetros

Os resultados sao refor¢cados por Carvalho et al. (2010) e Kappel et al. (2008),
que relatam que a atividade antibacteriana de extratos de Capsicum frutescens,
frente ao crescimento de diferentes cepas da espécie S. aureus e a atividade
antimicrobiana esta diretamente relacionada a presenca de substancias fendlicas.
Segundo Procépio, Lucas e Racowski (2013), ap6s estudos com os extratos das
folhas de Pimenta-malagueta, Cumari-do-Paré, Pimenta Arriba Saia, Pimenta-de-
bode, Pimenta-biquinho, Dedo-de-Moca, Pimenta Fidalga e Pimenta-de-cheiro,
observaram que todos os tipos de pimentas do género atuaram como agente
antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus devido aos flavonoides presentes. De
acordo com Carvalho, Wiest e Cruz (2010) o extrato de pimenta malagueta inativou
in6culos de E. faecalis, E. coli bem como S. enteridis, devido a presenca de
alcaloides. Martins et al. (2003), Sartori (2005) e Costa (2007), ressaltam também
que além da capsaicina, outros compostos com propriedades antimicrobianas
presentes nos extratos das pimentas podem ter auxiliado na inibicdo de S. aureus,
sao eles os flavondides e os terpendides, dentre estes fazem parte os carotendides.

Com base no referencial literario, constata-se que a referida atividade deve-se
aos fitoquimicos presentes no extrato, pois apresentam alcaldides (MOLINA-
TORRES, 1999; BARROS, 2000; BOSLAND, 2000, PHILLIPSON, 2001; BOUZADA,
2008), flavonoides (FREIRE et al., 2015; CUSHINE; LAMB, 2011), terpendides e
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carotendides (MARTINS et al., 2003; SARTORI, 2005; COSTA, 2007), os quais
possuem comprovada atividade antimicrobiana. Dentre eles, os flavondides, tem um
grande potencial para a referida atividade, apresentando caracteristicas lipofilicas
que podem romper a membrana microbiana (TSUCHIYA et al., 1996; BOUZADA,
2008), e sao sintetizados pelas plantas em resposta a infecgdes microbianas
(DIXON et al., 1983; BOUZADA, 2008), e Alcaldides com atividade antimicrobiana ja
foram descritos, seu modo de acéo pode ser atribuido a capacidade que possuem
de interagir com DNA (PHILLIPSON, 2001; BOUZADA, 2008).

Como observado, o maior halo de inibicdo do extrato etandlico das folhas de
Capsicum frutescens foi a frente a E. faecalis, estando relacionado ao fato das
bactérias Gram-positivas serem mais sensiveis por apresentarem uma camada
Gnica na parede celular.

Ao analisar o efeito antimicrobiano do extrato etandlico de C. frutescens frente
a cepas Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli), Figura 2 e
Tabela 1, as quais sdo conhecidas pela sua resisténcia aos antimicrobianos comuns
e extratos vegetais, verifica-se que o extrato apresentou efeito inibitorio. Sabe-se
que, as Gram-negativas possuem uma membrana externa que age como uma
barreira impedindo as substancias ativas presentes nos extratos de atuarem em
baixas concentracdes, portanto, a atividade antimicrobiana dos principios ativos é
diretamente proporcional a quantidade desses presentes no extrato (URZUA et al.
1998; DIAS et al. 2006). Portanto, observa-se que essas bactérias apresentam-se
sensivel ao extrato etandlico, indicando que o mesmo pode ser utilizado, em futuras
pesquisas, para producao de farmacos.

Verifica-se que ndo houve atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
Candida albicans e Candida krusei, pela sua capacidade de formar biofilme, que lhe
da grande resisténcia a agentes antifungicos (SHUFORD, 2007), dando-lhe
habilidade para crescer em diversas condicbes ambientais (THEIN et al., 2007).
Assim sendo, este biofilme € um importante fator de viruléncia para estas espécies
de fungo (HASAN et al., 2009).

Também néo houve atividade antimicrobiana do extrato etandlico nas demais
fracOes pelo fato que, a concentracdo de metabdlitos ao longo das diluicbes vai
diminuindo, sendo insuficiente para apresentar atividade antimicrobiana
(DORANTES, et al.,, 2000). Como também existem fatores externos, como, a

producdo de metabdlitos secundarios sofre influéncia direta de varios fatores tais
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como; sazonalidade, idade da planta, teor de nutrientes do solo, ciclo circadiano
entre outros (SIMOES et al., 2007). Tecidos mais jovens, geralmente apresentam
uma alta taxa metabolica, principalmente as plantas produtoras de Oleos essenciais,
lactonas sesquiterpénicas, acidos fenolicos, alcaldides flavonoides e estibenos. E
em periodos de crescimento rapido ocorre uma queda na producdo dos
componentes derivados de compostos fendlicos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

5 CONCLUSAO

Comprova-se cientificamente que o conhecimento empirico na indicacdo da
Capsicum frutescens L. no tratamento de infec¢gbes, constituindo uma perspectiva
para a obtenc&o de antimicrobianos.

Sugere-se, que novos estudos sejam desenvolvidos com o intuito de
determinar, caracterizar e isolar os metabolitos ativos no extrato etandlico para
melhor caracterizacdo e concentracdo das substancias ativas encontradas nas

folhas.
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