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Resumo

Os tratamentos empregados hoje pela medicina no tratamento antibacteriano sdo
destituidos de toxicidade seletiva, provocando efeitos adversos graves como
mielossupresséo, a qual € um dos fatores limitantes da terapéutica. Atualmente, observa-
se um aumento na busca por solucdes na fitoterapia para o tratamento de diversas
doencas, bem como, convalidacdes cientificas das propriedades terapéuticas dos
fitoterapicos que justifiguem seu uso popular. Diante disso, faz-se necessario investigar
0 potencial terapéutico da planta Paradicsompaprika classificada como Capsiucum
annume L. var. grossum, além das suas propriedades antibacterianas.

Palavras-chave: Tratamento antibacteriano, toxicidade seletiva, fitoterapia,
paradicsompaprika.

Abstract

The treatments used today in medicine to treat bacterial infections are devoid of
selective toxicity , causing serious side effects such as myelosuppression , which is one
of the limiting factors of therapy . Currently , there is an increase in the search for
solutions in herbal medicine to treat various diseases , as well as scientific
convalidacgdes the therapeutic properties of herbal justifying its popular use . Given this,
it is necessary to investigate the therapeutic potential of plant Paradicsompaprika
classified as Capsiucum annume L. var. grossum in addition to its antibacterial
properties.

Keywords: antibacterial treatment, selective toxicity, phytotherapy, paradicsompaprika.

Introducéo

A Paradicsompaprika € classificada como Capsiucum annume L. var. grossum da
familia Solanaceae, sendo a primeira espécie Hungara plantada no Japao avaliada como
TOMA-P (MORI et al., 2002). Estudos realizados demonstraram que o TOMA-P
contém niveis elevados de carotenodides incluindo a capsanthin e o 3-caroteno, 0s quais
exercem importante papel na prevengdo do cancer (RAO AND AGARWAL, 1999).

Além das suas propriedades antioxidantes, os carotendides ativam a comunicacao
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intercelular (ZHANG et al., 1991), a modulacdo hormonal e imunoldgica, além de
outras vias metabdlicas (FUHRAMN et al., 1997; ASTORG et al., 1997).

WATZL et al. (2000) demonstraram que uma dieta rica em carotenéides reduz a
formacéo de espécies reativas do oxigénio e promove a secre¢do de IL-2 e a atividade
de células Natural Killer (NK), permitindo a predominancia da resposta celular para o
padrdo Th1l com o consequente aumento de interferon enddgeno, fundamental para a
defesa antitumoral do hospedeiro.

A infeccdo pela Listeria monocytogenes em camundongos tem sido
extensivamente utilizada como modelo de interacdo entre parasita e hospedeiro para o
estudo da resposta imunoldgica (MACKANESS, 1962; HAHN AND KAUFMANN,
1981). Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva, de multiplicacdo
intracelular que provoca reacGes semelhantes no homem e em rodentes. A infeccéo
produz 100% de mortalidade nos animais inoculados e ndo tratados e caracteriza-se por
duas fases distintas. Uma fase inicial de imunidade inespecifica, onde ha predominancia
da resposta das células originérias da medula 6ssea e, uma fase mais tardia onde ha o
envolvimento das células T (MACKANESS, 1962; North, 1970; HAHN AND
KAUFMANN, 1981; LEPAY et al., 1985, CONLAN AND NORTH, 1991). Na
resposta imunoldgica inespecifica, os macrofagos infectados com a Listeria
monocytogenes produzem IL-12 e TNF-a que estimulam as células NK e a producdo de
INF-y (HSIEH et al., 1993; TRIPP et al., 1993, 1994; WAGNER et al., 1994). As
células NK junto as células T y/6 parecem ser os maiores produtores de INF-y durante a

listeriose.
1 Objetivos

Os objetivos do presente estudo visam avaliar os efeitos antibacterianos in vivo de
diferentes concentracGes (100, 200, 250 e 300 mg/Kg) do extrato de Paradicompaprika
sobre 0 peso do bago e do timo de camundongos infectados com Listeria
monocytogenes. Além de avaliar a sobrevida de camundongos infectados com Listeria

monocytogenes e tratados com diferentes doses do extrato da planta.

2 Material e métodos
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2.1 Animais

Para realizacdo dos experimentos serdo utilizados camundongos BALB/c
machos, com idade de 6 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP.
Os animais serdo divididos em grupos e submetidos ao tratamento de acordo com o
protocolo experimental a seguir:

a) animais infectados com Listeria monocytogenes;
b) animais tratados com o extrato aquoso de Paradiscsompaprika e, em seguida
infectados com Listeria monocytogenes.

A administracdo do extrato aquoso de Paradiscsompaprika sera realizada por via
oral em doses padronizadas, utilizando-se &gua destilada como veiculo de
administragdo. Os animais receberam extrato aquoso de Paradiscsompaprika durante 10
dias consecutivos, sendo infectados com Listeria monocytogenes 3 horas apos a ultima
dose do extrato. As doses utilizadas de Paradiscsompaprika serdo: 150, 200, 250 e 300

mg/Kg.
2.2 Listeria monocytogenes

A bactéria Listeria monocytogenes utilizada para infectar os animais, € um
cocobacilo gram-positivo, anaerdbio facultativo, mdvel por flagelos peritriquios a
temperatura ambiente, facilmente cultivavel em &gar-sangue.

Esta cepa foi cedida pelo Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Patologia Clinica (Hospital das Clinicas - UNICAMP). Apds a aquisicdo, a bactéria foi
submetida a varios testes bioquimicos que confirmaram sua identidade.

Para a manutencdo da patogenicidade desta bactéria, a mesma foi periodicamente
repassada por vinte e cinco vezes em camundongos, através da inoculacdo
intraperitoneal da Listeria monocytogenes em solucdo salina 0,9%. Quarenta e oito
horas ap6s a inoculagdo deste microrganismo, 0s bacos dos camundongos foram
isolados em ambiente estéril, macerados e mantidos em BHI por 24-48 horas. Para
obtencdo das colbnias, a Listeria monocytogenes foi plaqueada em &gar-sangue e
incubada por 24 horas em estufa a 37°C. Apds o isolamento das coldnias de bactérias,
estas foram diluidas até atingir a concentracdo apropriada para o uso.

No momento da infeccdo dos animais, é necessario determinar o nimero ideal de
microrganismos a ser injetado. Dessa forma, a bactéria é incubada em meio de cultura

BHI por 24-48 horas a 37°C. As colbnias obtidas das culturas frescas de agar-sangue
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foram diluidas em solucdo salina a 0,9% e as concentragdes determinadas por
espectrofotometria através da Escala de McFarland (Vitek Colorimeter). Para o estudo
dos efeitos do tratamento com o extrato aquoso de Paradiscsompaprika na sobrevida dos

animais utilizamos uma dose letal de 2x10° bactérias/mL.
2.3. Tratamento

O extrato aquoso de Paradiscsompaprika foi obtido do Kobayashi Laboratories for
Inteligent Remote Services (Aichi, Japan). Para o tratamento dos animais, o extrato
aquoso de Paradiscsompaprika € ressuspenso em agua destilada e administrado nas

doses de 150, 200, 250 e 300 mg/kg por via oral, durante 10 dias consecutivos.
3 Peso do Baco e do Timo dos Animais submetidos aos referidos tratamentos
3.1. Peso do Bacgo

O bago dos camundongos submetidos aos tratamentos com Paradicsompaprika
(150, 200, 250 e 300 mg/Kg) sera removido assepticamente com auxilio de pinca,
através de uma pequena incisdo na regido lateral esquerda da cavidade peritoneal. Em
seguida serd lavado em solucdo salina estéril e transferido para um tubo contendo 9 mL
de meio RPMI-1640 (Cultilab). A seguir o ba¢o dos animais serd mensurado em gramas

para posterior analise.

3.2 Peso do Timo

Apos sacrificar o animal por deslocamento cervical, realizou-se uma incisdo na
regido do térax, estendendo-se até o pescoc¢o e o timo foi removido com auxilio de uma
pinca, transferindo para um tubo contendo salina e mensurando em gramas para

posterior analise.
4 Curva de Sobrevida

Para o estudo da resisténcia dos animais tratados com extrato aquoso de
Paradiscsompaprika e infectados com Listeria monocytogenes, 0S mesmos Serdo
divididos em dois grupos experimentais: infectados e tratados/infectados

(n=20/grupo).Todos os animais serdo infectados intraperitonealmente com uma dose
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letal de 2x10° bactérias/mL da bactéria apos a Gltima dose do extrato. A seguir, 0s

animais foram observados por um periodo de 30 dias.
5 Métodos estatisticos

A curva de sobrevida seréa testada pela comparacéo da porcentagem cumulativa de
sobrevivéncia utilizando-se o teste de Gehan-Wilcoxon. Todos os valores de P
representam testes bilaterais. Significncia estatistica serd considerada para valores de
p<0,05.

6 Resultados e discussao

Os resultados obtidos nesta avaliagdo estdo apresentados na figura 1. Nesta
figura, podemos observar que 0s animais apenas infectados apresentaram uma
mortalidade de 100% até o sexto dia apds a infeccdo. O tratamento prévio dos
camundongos com 150, 200, 250 e 300 mg/kg do extrato aquoso de Paradicsompaprika
aumentou significativamente a resisténcia destes animais, resultando em 70% de
sobrevida nos grupos de 150 e 200 mg/kg, 90% na dose de 250 mg/kg e 100% de
sobrevida na dose de 300 mg/kg (p<0,0001 - teste de Gehan-Wilcoxon).
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Figura 1 - Efeitos de diferentes doses extrato aquoso de Paradicsompaprika sobre a
sobrevida de animais infectados com Listeria monocytogenes. Os animais foram
tratados com doses de 150, 200, 250 e 300 mg/kg por via oral (gavagem), por 10 dias
consecutivos e infectados com uma dose letal da bacteria.
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Os resultados do estudo dos efeitos do extrato aquoso de Paradicsompaprika (300
mg/Kg) sobre o peso do baco de animais BALB/c infectados com Listeria
monocytogenes (4x10* bactérias/animal — i.p.) e sacrificados 24, 48 e 72 horas ap6s a
infeccdo estdo apresentados na figura 2.

O peso do bago dos animais apenas tratados com 300 mg/Kg do extrato aquoso de
Paradiscompaprika ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle.

Nos grupos infectados, nas primeiras 24 horas observou-se um aumento
significativo deste 6rgdo, em relacdo ao controle (n=6, p<0,05 — ANOVA, Tukey). O
aumento do baco (esplenomegalia) foi mais evidente em 48 e 72 horas ap6s a infeccéo,
uma vez que o peso do bago destes animais aumentou significativamente em relacdo ao
grupo de animais infectados e sacrificados 24 horas ap0s a infeccdo com Listeria
monocytogenes (n=6, p<0,05 — ANOVA, Tukey).
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Entretanto, quando os grupos infectados (24, 48, 72 horas) foram tratados com
300 mg/Kg do extrato aquoso de Paradicsompaprika por 10 dias consecutivos,
verificou-se que o aumento do baco foi revertido, atingindo valores similares ao dos
controles.

Figura 2 - Estudo dos efeitos do extrato aquoso de Paradicsompaprika (300 mg/Kg)
sobre 0 peso do baco de animais BALB/c infectados com Listeria monocytogenes
(4x10* bactérias/animal — i.p.). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a
infeccdo. n=6, p<0,05 ANOVA — Tukey
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Legendas:

Ctrl. = controle

Trat. = tratados com Paradicsompaprika (300 mg/Kg) por 10 dias consecutivos

Infec. = infectados com Listeria monocytogenes e sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a infecgao.

Infec. E Trat. = infectados com Listeria monocytogenes, tratados com Paradicsompaprika e
sacrificados 24, 48 e 72 horas ap0s a infeccao.

Os resultados do peso do timo estdo apresentados na figura 3. Assim como no
baco, nenhuma alteracdo foi observada no peso do timo dos animais apenas tratados

com o extrato de Paradicsompaprika, quando comparada ao controle.
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A presenca da infeccdo causou reducdo no peso do timo nas 48 e 72 horas, em
relagcdo ao controle e infectados 24 h (p<0,05 — ANOVA, Tukey). O tratamento com o
extrato de Paradicsompaprika foi capaz de reverter este quadro de atrofia induzido pela
bactéria Listeria monocytogenes.

Figura 3 - Estudo dos efeitos do extrato aquoso de Paradicsompaprika (300 mg/Kg)
sobre 0 peso do timo de animais BALB/c infectados com Listeria monocytogenes
(4x10* bactérias/animal — i.p.). Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a
infeccdo. n=6, P<0,05 ANOVA — Tukey.
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Legendas

Ctrl. = controle

Trat. = tratados com Paradicsompaprika (300 mg/Kg) por 10 dias consecutivos

Infec. = infectados com Listeria monocytogenes e sacrificados 24, 48 e 72 horas ap0s a infecgao.
Infec. E Trat. = infectados com Listeria monocytogenes, tratados com Paradicsompaprika e
sacrificados 24, 48 e 72 horas apds a infeccao.

A Paradicsompaprika tem diversos sabores de acordo com o tipo doce ou picante,
tem sido utilizada como estimulante da circulagdo. A cor vermelho-alaranjada se deve a

pigmentos carotendides, que protegem o organismo contra os danos dos radicais livres.
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Por ser da mesma familia da pimenta, a Paradicsompaprika tem alta concentracao de
capsaicina, que reduz as dores e traz beneficios cardiovasculares. Além disso, tem acéo
antiinflamatdria (sendo eficaz contra a artrite), digestiva (estimula a saida de saliva,
aumenta 0s movimentos peristalticos e vence a perda de apetite) e estimuladora da
circulacdo sanguinea; apresenta grande quantidade de vitamina C, essencial para a pele
e o sistema imunoldgico.

A Paradicsompaprika, cujo nome cientifico € Capsiucum annume, da familia
Solanaceae, tem sua origem na América Latina e apresenta varios sindbnimos: alemao =
Paprika, no Espanhol: Paprika, Pimiento dulce, Pimiento morron, Pimentén, e no
Inglés: Bell pepper, Pod pepper, Sweet pepper.

Seu nome deriva de pimenta, causando algumas confusdes, sendo chamada
pimenta-doce em alguns paises. O p6 obtido do fruto seco é denominado paprica, que
tem origens sérvias, significando pimenta. O termo botanico Capsiucum deriva do grego
kapsa, caixa, capsula, numa referéncia ao formato das frutas. A espécie anuume, vem do
termo latino que designa annual, apesar desta periodicidade n&o ser constante. Partes
usadas: frutos. A remocdo das sementes e veios resulta num produto menos picante e
mais colorido, doce e aromatico.

Os espanhois foram os primeiros a plantar um tipo de pimentdo que origina a
paprica. Estd muito ligado a cozinha hingara, que produz a melhor péprica do mundo
que vai do doce ao picante. Mas quem introduziu a paprica aos espanhodis foram os
turcos, que por ironia eram inimigos dos hangaros. Apesar de ser uma especiaria, a
paprica tem um teor impressionante de vitamina C. Isto foi descoberto por um cientista
hangaro que ganhou o prémio Nobel por pesquisar o conteddo de vitamina C da
paprica, sendo mais rica do que as frutas citricas. Os pimentdes mais suaves sdo uma
invencdo europeia, disseminada posteriormente. O principio picante, a capsaicina, esta
presente em quantidades infimas (0,005%) nas variedades suaves, podendo chegar a
0,1% em espécies mais picantes. O sabor de paprica é devido ao Gleo essencial
composto por hidrocarbonetos, acidos graxos e ésteres, além de vitamina C. Sua
coloracdo comum é vermelha ou amarela, podendo assumir cores similares a da
berinjela em algumas variedades. Os piment8es moidos e secos que originam a paprica
sdo utilizados pelo seu sabor compativel com temperos mais fortes e picantes e pela sua
intensa coloragdo. Devido a seu alto contetdo de agUcar, ndo deve ser queimado para
gue ndo se torne amargo. No golfo Pérsico, uma mistura aromatica e picante de

temperos chamada baharat utiliza a paprica como ingrediente (SIMAO, 1985).
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O maior consumo na Europa é na Hungria e nos Balcés, tendo sido introduzido
provavelmente pelos &rabes que encontraram pimentSes em colbnias portuguesas na
Asia, trazidos do Brasil. Mais tarde foi desenvolvida uma espécie hiingara com
moderada picancia, consumida fresca, em conserva ou como condimento de mesa. O
prato hdngaro mais conhecido mundialmente, o Goulash, um tipo de caldo grosso feito
de carne e algumas variagbes de vegetais, como batatas, cenouras e péprica, frita
rapidamente em um refogado de cebolas e toucinho de porco. Existem ainda alguns
pratos temperados de vegetais e cozidos que utilizam a paprica em suas receitas. Por
serem ocos, 0s pimentBes sdo perfeitos para serem servidos recheados. Sdo 6timos em
saladas, servidas com frango, ovos, arroz, atum, presunto ou carne de coelho. Antes do
uso, as sementes e as membranas fibrosas devem ser removidas. Normalmente sdo
usados em conserva e outros produtos derivados (SIMAO, 1985).

A infeccdo com a Listeria monocytogenes € um modelo experimental de interacao
celular envolvida no comprometimento do sistema hematopoético (UNANUE, 1997;
KOLB-MAUER et al., 2002). Sendo a medula 6ssea o sitio priméario de geracdo e
maturacdo de precursores hematopoéticos e estando as células maduras da série
monocitica e granulocitica fundamentalmente envolvidas na resposta inicial a infeccao
(TRIPP et al., 1993), torna-se interessante avaliar os efeitos do extrato de
Paradicsompaprika sobre a sobrevida de animais infectados com Listeria
monocytogenes e tratados, bem como verificar protecdo contra esplenomegalia e atrofia
de timo.

Ja estd bem documentado na literatura que a infecgdo priméaria de camundongos
BALB/c com Listeria monocytogenes provoca um rapido declinio no nimero de células
progenitoras da medula 6ssea para macrofagos e granulécitos logo ap6s a infec¢do. Este
efeito pode ser atribuido ao aumento da diferenciacdo das células primitivas em células
maduras e também a migracdo das células primordiais para tecidos hematopoéticos
secundarios, como por exemplo, o baco (NORTH, 1970; LEPAY et al.,1985; ROSEN et
al., 1989; ROGERS et al., 1994).

Nossos resultados demonstram que o extrato de Paradicsompaprika aumentou
significativamente a resisténcia destes animais, resultando em 70% de sobrevida nos
grupos de 150 e 200 mg/kg, 90% na dose de 250 mg/kg e 100% de sobrevida na dose de
300 mg/kg (P<0,0001 - teste de Gehan-Wilcoxon). Desta forma, a dose escolhida para
0 estudo do peso do bago e do timo foi de 300 mg/Kg, uma vez que foi mais efetiva

contra a bactéria.
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Da mesma forma, observamos que o extrato protegeu os animais infectados com a
bactéria Listeria monocytogenes contra 0 aumento do peso do baco e a atrofia do timo
quando tratados por 10 dias consecutivos.

Dessa maneira, 0s resultados aqui apresentados demonstraram que o tratamento
profilatico com Paradicsomparika pode modular favoravelmente a mielopoese na
vigéncia da infecgéo e desta forma, contribuir para a resisténcia dos animais.

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram a agéo de outros compostos naturais,
incluindo fitoterapicos, sobre o sistema hematopoético de camundongos BALBI/c,
utilizando o modelo de infecgdo com Listeria monocytogenes (QUADROS et al., 1999;
DANTAS e QUEIROZ, 1999; MELO et al., 2001; QUEIROZ et al., 2001, 2002, 2003).
Nossos resultados vém enriquecer estes dados, visto que 0s grupos de animais tratados
com Paradiscompaprika apresentaram maior probabilidade de sobrevida.

Além disso, esses resultados sdo encorajadores ao se considerar uma possivel
aplicacdo desta planta como adjuvante a terapia convencional, principalmente em
situacbes de imunossupressdo e resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

convencionais.
Conclusodes

Os resultados deste estudo sobre a atividade do extrato de Paradiscompaprika em

camundongos BALB/c infectados com Listeria monocytogenes demonstraram:

» Prevencdo da hematopoese extramedular nos animais infectados que receberam
Paradicsompaprika nas doses de 150, 200, 250 e 300 mg/kg;

» Reducgédo do peso do baco em animais infectados e tratados com 300 mg/kg de
Paradicsompaprika;

» Além de protecdo contra a atrofia do timo dos animais infectados e tratados com 300
mg/Kg de Paradcsompaprika;

» Aumento significativo da sobrevida destes animais, resultando em 70% de sobrevida
nos grupos de 150 e 200 mg/kg, 90% na dose de 250 mg/kg e 100% de sobrevida na
dose de 300 mg/kg (p<0,0001 - teste de Gehan-Wilcoxon).
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