UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

AVALIACAO DA TOXICIDADE E DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Piper
glabratum EM CAMUNDONGOS

LIDIANE SCHULTZ BRANQUINHO

DOURADOS MS
2016



LIDIANE SCHULTZ BRANQUINHO

AVALIACAO DA TOXICIDADE E DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Piper
glabratum EM CAMUNDONGOS

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal da Grande
Dourados — Faculdade de Ciéncias da
Saude, para obtencdo do Titulo de

Mestre em Ciéncias da Saude.
Orientadora: Dra. Arielle Cristina Arena

Co-orientadora: Dra. Candida

Aparecida Leite Kassuya

DOURADOS MS
2016



Agradecimentos

Agradeco a Deus em primeiro lugar, por ter me dado o dom da vida e me
mostrar que a Sua vontade é boa, perfeita e agradavel. Obrigada Senhor pelo

seu cuidado diario e o seu amor demonstrado na cruz do calvario.

Aos meus pais Antbnio Moreno Branquinho e Beatriz Leani Schultz por
todo amor, carinho, dedicacao e pela educacdo que me deram. Por acreditar

nos meus sonhos e serem minha forga e coragem para persistir. Amo vocés!

A minha madrasta, Lucineide Santos que sempre me apoiou e acreditou
na minha capacidade, que orou por mim e que demonstra carinho de mée. Sou

eternamente grata!

Aos meus irmaos, em especial Vinicius Schultz Branquinho, que eu
possa ser exemplo de determinacdo e fé na vida de vocés. Obrigada pela

grande familia que construimos!

A minha prima Jackeline Schultz Soares, por todo incentivo, apoio e

carinho. Obrigada, prima!

A minha orientadora Dra. Arielle Cristina Arena, e & co-orientadora Dra.
Candida Kassuya, por acreditarem em meu potencial, por confiarem no meu
trabalho e por todo conhecimento transmitido durante esse tempo de trabalho.
Obrigada por entenderem as minhas limitagdes e pela dedicacéo e carinho que

tiveram comigo!

As amigas de uma vida! Meu sexteto amado, Ana Paula Silvestre,
Fernanda Mariano, Marilia Almeida, Priscila Pereira e Talita Renovato.
Obrigada por todo apoio, pela amizade verdadeira que torce e se orgulha do
sucesso do outro. Obrigada por compreenderem minhas auséncias, meus

estresses e pelos conselhos. Amo vocés!



As colegas de mestrado, em especial Ana Claudia Piccinelli e Joyce
Alencar, por todo aprendizado, paciéncia e amizade. Foi um prazer conhecer

vocés!

Aos professores da minha banca, Dra. Aline Lima de Barros, Dr. Jonas
Mota e Dr. Ubirajara Lanza Junior, pela disponibilidade e contribuicdo para

enriquecer nosso trabalho.
Aos técnicos da Faculdade de Ciéncias da Saude e professores do

Mestrado em Ciéncias da Saude por todo suporte, conhecimento e ajuda que

contribuiram para a realizacao deste trabalho e minha formacéo profissional.



Dedicatoria

Dedico este trabalho aos meus pais, Antbnio Moreno Branquinho e
Beatriz Leani Schultz, que sempre me apoiaram e que ndao mediram esfor¢os
para que eu pudesse correr atrds dos meus sonhos. Que me ensinaram que
trabalhar no que se ama que é realizacdo. Por terem me mostrado que com

persisténcia, dedicacdo e fé o impossivel pode ser alcancado.



“Se vocé pode sonhar, vocé pode fazer’.

Walt Disney



Sumario

RESUMIO .ttt vii
ADSTTACT ... IX
LISTA DE ABREVIACOES. .......oo ittt X
1. INTRODUGAO ..ottt ettt st 1
2. REVISAO DE LITERATURA ......ootiiiiieeeeete ettt een s 3
2.1 Plantas MediCINAIS ......ccooeeieeee e 3
2.2 GBNEBIO PIPI e 4
2.3 Ole0s €SSENCIAIS UE PIPEI........cceiueieieeeieeieeteeie e e ee e e e e 5
2.4 EStUdOS tOXICOIOQICOS ...ovvvviiiiieeeeeeeeeiiiie e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeanes 6
2.4.1 ToxiCidade agQUAA ........ccoeeeeeee e 7
2.4.2 Toxicidade SUDAQUAA ..........ccoeeiiiiiiiiiiie e e e 8
2.5 DO e et e e aaee 9
2.5.1 DOI NOCICEPLIVA. ....cceeieieiiiiiie e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennes 9
2.5.2 DOI NEUIOPALICA......ceeeviiiiii e e e ee et e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e eeenanes 11
2.6 Processo inflamatolrio ..., 11
2.6.1 Processo inflamatorio agudo € CroniCO............cuuvviiiieeeeeeeieeiiiie e ee e, 12
2.6.2 Farmacos anti-inflamatorios ..., 13
G T @ 1= I N 1V 3 15
3.1 ODJELIVO GTAL....c e 15
3.2 ODbjetivOS €SPECITICOS ....uuveiiiiiieieiiiieeie e 15
4, REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coooieeeeeeeeeeeeeeeee e 16
5. ARTIGO e 24
B. ANEXOS L. 55
6.1 Carta de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA T URGD ..ottt e 55
6.2 Potencial hipoglicemiante do 6leo essencial de Piper glabratum no teste de
tOIErANCIA @ IICOSE ..ooiiiiiiiii e e e e e e e e 56
6.2.1 MELOUOIOGIA ...eeeiviiiiiiiiiiiieieeiee ittt et e e s tesseesssbneennene 56
6.2.2. ReSUItAd0S € DISCUSSAO ......uuvuriiiieeaiiiiiiiiiiiiee e e e e e e s et e ee e e e e e e e e 56
6.2.3 Referéncias BIiblIOGrafiCas ...........uuuuuuuiiiiiriiiisiisis e ee e 57

Vi



Resumo

Estudos demonstram que a espécie Piper glabratum (Familia Piperaceae)
apresenta atividades diurética e anti-parasitaria. No entanto, como as
pesquisas que descrevem as propriedades quimicas e biolégicasdessa planta
sao escassas, objetivou-se, neste estudo, identificar os compostos quimicos do
Oleo essencial das folhas de P. glabratum (OEPG), através da técnica de
cromatografia gasosa e investigar seu potencial anti-inflamatorio, bem como,
determinar seu indice de seguranca apos administracdo aguda e subaguda em
camundongos. A toxicidade aguda foi avaliada através da administracdo oral
de doses unicas de 500, 1000, 2000 ou 5000 mg/kg de OEPG em
camundongos fémeas. Possiveis sinais clinicos de toxicidade foram
observados durante 14 dias. Nos testes de toxicidade subaguda, as fémeas
receberam 500 ou 1000 mg/kg/dia (via oral) de OEPG durante 28 dias. Para
investigar os efeitos anti-inflamatoérios do OEPG, foram utilizados os modelos
de pleurisa, edema, hiperalgesia mecanica e alodinia ao frio em pata de
camundongos. Os constituintes quimicos majoritarios encontrados no 6leo
essencial foram B-pineno (12,97%), longiborneol (12,00%), a-pineno (9,67%),
cariofileno (7,95 %), viridifloreno (7,34%), p[B-copaeno (6,55%) e @-
damascenona (5,85%). No tratamento agudo, o OEPG n&do ocasionou
alteracdes comportamentais ou morte dos animais, sugerindo que a DLso €
maior que 5000 mg/kg. A administragdo via oral subaguda de OEPG né&o
provocou alteragbes bioquimicas, hematologicas ou histoloégicas e ndo houve
alteracdo na ciclicidade estral dos animais apos a realizacédo do lavado vaginal.
O OEPG apresentou atividade anti-inflamatoria, inibindo a migracéo
leucocitaria em todas as doses testadas (100, 300 e 700 mg/kg), e somente a
maior dose inibiu o extravasamento de proteinas do exsudato pleural. Apos a
injecdo intraplantar de carragenina, foi observado que a dose de 700 mg/kg de
OEPG reduziu a formagao de edema em 1, 2 e 4 h, diminuiu a sensibilidade
mecanica e a duracéo da sensibilidade ao frio em 3 e 4 h. Assim, neste modelo
experimental foi observado que o 6leo essencial das folhas de P. glabratum
possui atividade anti-inflamatodria, sem causar toxicidade em camundongos

fémeas.
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Abstract

Although the species of the genus Piper exhibit interesting biological properties,
studies on Piper glabratum are very limited. This study aimed identify the
chemical compounds of the essential oil from P. glabratum leaves (OEPG) by
gas chromatography and investigate its anti-inflammatory potential, as well,
determine the safety of this oil after acute and subacute exposure in mice. The
acute toxicity of OEPG was evaluated by oral administration to female mice as
single doses of 500, 1000, 2000 or 5000 mg/kg/body weight. In the subacute
toxicity test, females received 500 or 1000 mg/kg/body weight of OEPG for 28
days. The anti-inflammatory potential of OEPG was evaluated using the four
models including pleurisy, edema, mechanical hyperalgesia and cold allodynia
models in mouse paw. After gas chromatography analysis the majority
compounds were B-pinene (12.97%), longiborneol (12.00%), a-pinene (9.67%),
caryophyllene (7.95 %), viridiflorene (7.34%), [B-copaeno (6.55%) e p-
damascenone (5.85%). No clinical signs of toxicity were observed in animals
after acute treatment, suggesting that the LD50 is greater than 5000 mg/kg. The
subacute exposure to OEPG produced no significant changes in hematological
or biochemical parameters. Similarly, the organs histology and the estrus cycle
showed no marked alterations. OEPG exhibited anti-inflammatory activity,
inhibiting the leukocyte migration (100, 300, 700 mg/kg) and the protein
extravasation of pleural exudate (700 mg/kg). After intraplantar injection of
carrageenan, it was observed that the 700 mg/kg dose of OEPG decrease
edema formation, decreased the mechanical sensitivity and sensitivity to cold.
These results suggest the anti-inflammatory potential of essential oil of P.

glabratum leaves, without cause toxicity in female mice.

Keywords: Piper glabratum; Essential oil; Inflammation; Carrageenan; Toxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso popular de plantas medicinais representa uma opg¢éo para 0S
cuidados primarios de saude, sobretudo para pessoas carentes, devido a facil
obtencao e a tradicdo no uso de plantas com fins terapéuticos (Veiga Junior et
al., 2005). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), as plantas
medicinais sdo uma alternativa para os cuidados bésicos de saude para
milhdes de pessoas (WHO, 2015).

Entretanto, a maioria das indicacdes ndo apresenta validacdo cientifica,
por ndo terem sido pesquisadas ou confirmadas em ensaios pré-clinicos e
clinicos. Pode-se constatar também a caréncia de conhecimento cientifico dos
compostos responsaveis pela acdo bioldgica e sobre as possiveis interacdes
entre as moléculas ativas existentes nas plantas (Turolla e Nascimento, 2006).

A grande aceitacdo no uso de plantas medicinais pela populacéo, e seus
efeitos biolégicos no organismo humano incentivam pesquisas cientificas
envolvendo mudltiplas areas, que juntas, aumentam os conhecimentos sobre a
diversidade natural. Desse modo, torna-se de grande relevancia estudos
cientificos de validacdo para utilizacdo popular de plantas medicinais, em
relacdo a sua seguranca e eficacia (Silva et al., 2010; Melo et al., 2011).

O género Piper pertence a familia Piperaceae e possui mais de 2000
espécies, representado por ervas, arbustos frequentemente epifitos ou lianas.
As espécies de Piper sdo conhecidas popularmente no Brasil como “pimenta”,
“pariparobacaapeba”, “falso jaborandi’, dentre outros (Kato e Furlan, 2007).
Essas espécies tém sido quimicamente estudadas como fonte de metabdlitos
secundarios com atividade antileishmania (Nakamura et al., 2006), antifingica
(Nordin et al., 2014), ansiolitica (Amorim et al., 2007), analgésica, anti-
inflamatoria (Brait et al., 2015), anticonvulsivante (Lucky, 2013) e antitumoral
(lwamoto et al., 2015).

As pesquisas com Piper glabratum sdo escassas, considerando as
propriedades quimicas e bioldgicas das espécies de Piper. Dentre 0s poucos
estudos, foram caracterizadas estruturas de nove derivados do acido benzoico
de P. glabratum e P. acutifolium. Esses derivados do acido benzéico de P.

glabratum tém atividade antiparasitaria contra Leishmania spp. (metil 3,4-
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dihidroxi-5-(3'-metil-2'-butenil) benzoato) e Trypanosoma cruzi (3,4-dihidroxi-5-
(2-hidroxi-3-metilbutenil) benzoato; metil 4-hidroxi-3-(2-hydroxi-3-methil-3-
butenil) benzoate; metil 3,4-dihidroxi-5-(3-metil-2-butenil) benzoate) (Flores et
al., 2008). J4, a atividade diurética de P. glabratum tem sido associada a
presenca de amidas do isolado 2-metoxi-4,5-metilenodioxi-transcinamoil-
pirrolidina (Prando et al., 2014).

Embora essa espécie apresente importantes compostos ativos
biologicamente, poucos estudos avaliaram seu perfil toxicolégico. Em um dos
estudos encontrados na literatura, o extrato bruto das raizes de P. glabratum
apresentou toxicidade nas doses de 1000 e 3000 mg/kg, via oral e
intraperitoneal (Prando et al., 2014), demonstrando a necessidade de mais
testes toxicoldgicos. Assim, considerando o0 uso dessa espécie e a escassez de
informacdes cientificas que comprovem sua acdo terapéutica, o presente
estudo se propOs analisar a atividade anti-inflamatoéria e investigar o perfil
toxicoldgico do 6leo essencial extraido das folhas de P. glabratum em modelo

animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Os mais antigos relatos sobre plantas medicinais sdo provenientes das
civilizacbes da Mesopotamia e do Egito, 0s quais eram escritos principalmente
em papiros (Leite, 2009), sendo o Papiro de Ebers um dos mais relevantes.
Datado de 1550 a.C., descreve mais de 7.000 substéncias medicinais
presentes em mais de 800 formulas (Dias, 2005).

Na Grécia, Hipdcrates, considerado o “pai da medicina”, fazia da
natureza a principal escolha de remédios. Estabeleceu tratamentos a base de
plantas, dietas e exercicios, utilizando aproximadamente 400 espécies,
relacionando-as aos sintomas de cada paciente em particular. Além desses,
outros registros descrevem o0 uso de muitas plantas medicinais (Eldin e
Dunford, 2001).

A China, pais com tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais, possui 0
primeiro manuscrito do uso de plantas como remédios, obra chinesa do
Imperador ShenNung: “Pen T'sdo” (A Grande Fitoterapia), onde sé&o
mencionadas aproximadamente 360 espécies utilizadas na medicina alopata
(Alonso, 1998; Eldin e Dunford, 2001).

No Brasil, o conhecimento sobre as plantas medicinais iniciou-se através
da cultura indigena. Os pajés repassavam as informacdes sobre as ervas, que
eram transmitidas de geracdo em geracdo (Martins et al., 2000). O primeiro
relato sobre o uso de plantas como remédio no Brasil foi feito por Gabriel
Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil, de 1587, onde
descrevia as plantas medicinais utilizadas pelos indios. Com a caréncia de
medicamentos utilizados na Europa, os médicos portugueses que chegaram ao
Brasil compreenderam a relevancia das plantas utilizadas como remédio pelos
indigenas (Veiga Junior e Pinto, 2002).

No final do século XIX, o valor comercial das plantas medicinais
aumentou, pois a capacidade de purificar, isolar ou sintetizar principios ativos
de plantas incentivou as pesquisas farmacéuticas (Newman, 2008). Os
principios ativos presentes nas plantas medicinais deram origem aos primeiros

medicamentos com propriedades conhecidas (Calixto e Siqueira Jr, 2008).



O Brasil, considerado o pais da “megadiversidade”, com 15 a 20% da
biodiversidade mundial (Lewinsohn e Prado, 2002), com aproximadamente
40.989 espécies descritas (Forzza et al., 2010). A flora brasileira é uma fonte
de substancias biologicamente ativas, possuindo um grande valor pela extensa
riqueza biologica e pelo enorme potencial como fonte de novos farmacos
(Barreiro, 2001). No entanto, é necessaria atencao especial em relacdo ao uso
de plantas medicinais, atentando para a identificacdo da espécie, possiveis
adulteracdes, alergias, interacbes com medicamentos alopaticos e toxicidade.
Em raz&o desses riscos, pesquisas estdo sendo desenvolvidas, baseadas no
uso popular das comunidades, para identificar beneficios e perigos das plantas
(Reyes-Garcia, 2010).

2.2 Género Piper

O género Piper pertence a familia Piperaceae e possui mais de 2.000
espécies (Kato e Furlan, 2007). O Brasil possui uma variedade de espécies da
familia Piperaceae, sendo localizadas cerca de 500 espécies distribuidas em
cinco géneros: Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis (Tebbs,
1989; Parmar et al., 1997). Dentre as espécies brasileiras de Piper,
predominam as de habito arbustivo, com plantas morfologicamente
semelhantes e folhas simples alternas e ramos segmentados unidos por nos
grossos (Dyer e Palmer, 2004). Outra propriedade € o aroma, que € facilmente
identificado quando qualquer parte da planta é danificada, ainda que
superficialmente (Jaramillo e Manos, 2001).

Conhecidas popularmente como “pimenta”, “pariparobacaapeba”, “falso
jaborandi”, dentre outros (Kato e Furlan, 2007), as espécies de Piper sédo
comercialmente importantes para a producdo de pimenta e pelo conteudo
oleifero de suas estruturas, sendo também utilizadas com finalidades
medicinais, alimenticias, inseticidas, entre outras (Guimardes et al., 2001;
Junqueira et al., 2007).

A espécie de Piper mais investigada é a P. nigrum (pimenta do reino), ja
que seus frutos com sabor picante sédo utilizados como condimento. A pimenta
branca é produzida pelos frutos maduros e os frutos secos fornecem ao

comeércio a pimenta preta (Bezerra et al., 2007). P. nigrum também possui



propriedades terapéuticas, demonstrando atividades analgésica e anti-
inflamatoria (Tasleem et al., 2014).

Em Dourados — MS, as espécies de Piper relatadas com uso popular
foram: Piper aduncum L., Piper amalago L., Piper umbellata (L.) Mig. A
utilizacdo dessas plantas tem finalidades analgésica, anestésica, para o
tratamento de disturbios géstricos e de queimaduras, sendo as folhas a parte
empregada para o preparo dos remeédios (Alves et al., 2008).

Piper glabratum (Figura 1) é uma espécie que apresenta atividades
diurética, devido a presenca de amidas (Prando et al., 2014) e anti-parasitaria

contra Leishmania spp.e Trypanosoma cruzi (Flores et al., 2008).

Figura 1 (A e B): Folhas e ramos de P. glabratum.
FONTE: Autor, 2012.

2.3 Oleos essenciais de Piper

Os Oleos essenciais (OE’s) sdo compostos volateis, complexos e
naturais, extraidos a partir de plantas arométicas durante o metabolismo
secundario e caracterizados pelo forte odor apresentado (Machado e Junior,
2011). A caracterizagéo quimica dos OE’s pode ser obtida através da técnica
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Por vezes, os
constituintes majoritarios representam 85% do Oleo e outros constituintes
aparecem em quantidades minimas, no entanto, a proporcdo nao esta



relacionada com sua relevancia, podendo estes serem essenciais para 0
desempenho da acéo farmacoldgica (Galindo et al., 2010).

As diferentes propriedades bioldgicas atribuidas aos OE’s apresentam
vantagens quando comparado aos farmacos de origem sintética. Por serem
naturais e biodegradaveis, normalmente possuem baixa toxicidade, atuando
em diversas moléculas ao mesmo tempo (Figueiredo et al., 2008). Seu baixo
peso molecular e volatilidade dos compostos facilitam sua eliminacdo do
organismo pelas vias metabdlicas. Dessa forma, os OE’s tornaram-se alvos de
pesquisa para o desenvolvimento de novos medicamentos (Bandoni e Czepak,
2008).

Os OE’s obtidos do género Piper apresentam diversas propriedades
bioldgicas, como atividades leishmanicida (Do Carmo et al., 2012), antifingica
(Da Silva et al., 2014), antimicrobiana (Wan Salleh et al., 2014), antipsicotica,
anticonvulsivante (Oyemitan et al., 2015), antioxidante,anti-inflamatéria (Li et
al., 2014), antinociceptiva, gastroprotetora (Lima et al., 2012), larvicida contra
Aedes aegypti (Oliveira et al., 2013) e acaricida (Ferraz et al., 2010). Dentre os
constituintes quimicos encontrados nos OE’s destacam-se os terpendides
(Capello et al., 2015), sesquiterpenos e monoterpenos (Oyemitan et al., 2015).
Como as espécies de Piper sdo potentes produtoras de OE’s (Maia et al.,
1997), podem contribuir para o desenvolvimento de novos produtos com acao

bioldgica.

2.4 Estudos toxicologicos

Toxicidade é a caracteristica de uma substancia em relacdo a sua
capacidade nociva aos organismos vivos. E a atividade da substancia quimica
em determinada concentracao e tempo da exposi¢cdo (Rand e Petrocelli, 1985).
E fundamental estudar tal propriedade, pois qualquer substancia pode ser
toxica de acordo com a dose, frequéncia da exposicdo ou situacéo patolégica e
fisiol6égica do organismo exposto. Assim, é necessario conhecer 0s riscos que a
substancia apresenta, de modo que sejam determinadas condi¢cfes seguras de
uso. Para isso, testes toxicolégicos baseados em protocolos padronizados por
agéncias reguladoras nacionais e internacionais sao importantes para registro

e comercializacdo de produtos (Mariz, 2007).



Os estudos pré-clinicos de toxicidade de produtos candidatos a
fitoterapicos sdo regulamentados pela OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). Essas organizacbfes estabelecem diretrizes para estudos
toxicoldgicos, esses guias sao classificados de acordo com o tempo de
exposicdo em: toxicidade aguda, subaguda e crbnica (OECD, 2008a; OECD,
2008b; ANVISA, 2013).

No Brasil, a ANVISA fundamenta-se num roteiro publicado em 31 de
janeiro de 2013: Guia Para a Conducdo de Estudos N&ao Clinicos de
Toxicologia e Seguranca Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de
Medicamentos. Este guia estabelece parametros para os testes toxicol6gicos
de produtos naturais, padronizando os estudos de toxicidade aguda, toxicidade

de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, dentre outros (ANVISA, 2013).

2.4.1 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda tem como finalidade analisar os efeitos
provocados apds a administracdo de uma substancia em uma Unica dose ou
varias doses administradas durante 24 horas, como é caso de intoxicacao
acidental ou intencional (Simoes et al., 2004).

Para avaliacdo da toxicidade, varios estudos tém utilizado modelos
animais, como mamiferos. Existem alguns protocolos recomendados pela
OECD para a avaliagdo da toxicidade aguda. Em um dos protocolos, o
Guideline for testing of chemicals - acute oral toxicity 425, pode-se estimar a
DLso (dose letal mediana que mata 50% dos animais teste) com um intervalo de
confianca, e os resultados permitem que a substancia seja classificada de
acordo com a GHS (The Globally Harmonized System of Classification and
Labeling of Chemicals) (OECD, 2008a).

A espécie animal de escolha € o rato, embora também possam ser
utilizadas outras espécies de roedores, recomenda-se preferencialmente o uso
de fémeas, por serem mais sensiveis que 0s machos quanto a acao de
substancias. Os sinais de toxicidade que devem ser avaliados sdo alteracdes
nos olhos, pélos e mucosas, atividades do sistema nervoso central (SNC) e

autonomo, reflexos, atividade motora, tremores, convulsGes, salivacéo,



alteracdes do comportamento, entre outros. O principio do teste de toxicidade
aguda descrito pela OECD é evitar 0 uso de doses que sejam capazes de
matar, empregando apenas doses moderadamente toxicas (OECD, 2008a).

2.4.2 Toxicidade subaguda

O estudo da toxicidade apdés administracdo de doses repetidas tem
como objetivo definir o potencial téxico da substancia testada através da
administrac@o de doses diarias, permitindo observar seus efeitos toxicos nas
funcgBes fisiologicas, bioquimicas, hematolégicas e histologicas e identificar e
caracterizar os 6rgaos alvo (ANVISA, 2013). A administracdo das doses pode
ocorrer por um periodo de 28 ou 90 dias e a via de administracdo deve ser
aquela que se pretende administrar a droga em humanos e a espécie de
escolha mais indicada € o rato (OECD, 2008b; Oga et al., 2011; ANVISA,
2013).

Na toxicidade subaguda, os animais sdo observados diariamente e 0s
parametros avaliados sdo: consumo de alimento e agua, alteracdes na massa
corporal, anormalidades motoras, comportamentais, morbidade e mortalidade,
modificacbes bioquimicas, hematoldgicas, analises macroscopica e
microscopica dos orgaos (OECD, 2008b).

Os estudos de toxicidade reprodutiva fazem parte da metodologia de
determinacdo da seguranca de diversas substancias, complementando a
avaliacdo toxicolégica sistémica. Como parametro da funcdo hormonal de
roedores é realizada a andlise do clico estral, juntamente com a avaliacdo
histol6gica dos 6rgaos sensiveis ao estrogeno (Dalsenter et al., 2004).

Para a avaliagdo da ciclicidade estral, células epiteliais vaginais dos
animais sdo observadas diariamente a partir de esfregaco ou lavado vaginal,
em microscopia de luz, e a identificacdo das fases do ciclo estral é determinada
conforme o tipo de células predominantes no esfregaco vaginal. As fases séao
classificadas em proestro, estro, metaestro e diestro (Gal et al., 2014).

O ciclo é classificado regular quando € observada uma duragao
repetida de 4 a 5 dias, correspondentes a 1 dia de proestro, 1 ou 2 dias de
estro e 2 a 3 dias de diestro. Em roedores o metaestro é considerado a fase

inicial do diestro. A ovulagcdo ocorre no inicio do proestro ao fim do estro



(Westwood, 2008).

2.5 Dor

A Associacgéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP - International
Association for the Study of Pain) define dor como uma experiéncia
desagradavel, de natureza emocional e sensorial, associada a um dano
tecidual (Lumley et al., 2011). A percepcdo da dor € fundamental para a
conservacao da integridade do individuo, sendo um recurso de sinalizacdo do
organismo ao acontecimento de estimulos dolorosos. No entanto, a dor pode
debilitar o paciente, provocando sintomas como depressdo e ansiedade se
persistir por longos periodos (Hunt e Mantyh, 2001; Lundeberg, 2015).

A dor é uma sensacdao individual sendo de dificil mensuracéo (Sousa,
2002). Os receptores da dor ou nociceptores sdo 0S principais responsaveis
por transmitir a0 SNC (Sistema Nervoso Central) a percepcdo de que houve
uma lesao tecidual (nocicepc¢ao), e que esta precisa ser restaurada (Geffeney e
Goodman, 2012). Os nociceptores sdo terminacdes nervosas livres presentes
na pele, tecidos, 6rgaos, masculos e articulacées (Guyton e Hall, 2011).

E possivel classificar a dor de acordo com a presenca ou néo de leséo
tecidual em: dor nociceptiva que promove uma resposta dolorosa em tecido
normal em resposta a estimulo nocivo mecanico, de frio ou calor; dor
neuropatica, que esta relacionada a danos no sistema nervoso e dor
inflamatdria que envolve lesdes teciduais e infiltracdo de células do sistema
imune (Woolf, 2010). Quanto ao tempo de duracdo, a dor pode ser aguda ou
cronica. A dor aguda € caracterizada por ser passageira, provocada por lesées
agudas nos tecidos e consequente ativacdo de nociceptores. A dor cronica
persiste por longos periodos e contribui para a doenca em si (Abbadie, 2005;
Lumley et al., 2011).

2.5.1 Dor nociceptiva

Quando um estimulo de grande intensidade promove a lesédo tecidual,
ocorre a ativacao de nociceptores, provocando mudancas no sinal elétrico das

fibras sensoriais (Coutaux et al., 2005). Desse modo, as fibras aferentes sao



classificadas em Aa e AB, Ad ou C e variam em grau de mielinizagao, estrutura,
diametro e velocidade de conducao (Julius e Basbaum, 2001).

As fibras Aa e AB sdo de grande diametro, mielinizadas e possuem
rapida transmisséo, ja as fibras Ad sao de médio didametro, pouco mielinizadas
e velocidade de conducdo meédia, e as fibras tipo C ndo sédo mielinizadas,
possuem pequeno didametro e transmissao lenta. As fibras Ad e do tipo C, de
médio e pequeno didmetro, respectivamente, originam a maior parte dos
nociceptores (Julius e Basbaum, 2001; Basbaum et al., 2009).

As fibras Ad possuem duas classes de nociceptores responsivas a
estimulos nocivos mecanicos, porém diferem quanto a ativagdo por estimulos
térmicos, as fibras Ad do tipo | respondem a temperaturas elevadas (< 50° C) e
as do tipo Il respondem a temperaturas inferiores a 40° C. As fibras tipo C
também sdo polimodais, respondem a estimulos térmicos, mecanicos e
quimicos (Julius e Basbaum, 2001).

A percepcao de dor rapida, fina e com localizagdo precisa € conduzida
por fibras Ad, e a sensacado de queimacao e dor lenta, que persiste mesmo
com a interrupcao do estimulo danoso corresponde a ativacdo de fibras do tipo
C. Assim, a partir das propriedades dos nociceptores podem ser modulados os
sinais de dor aguda e também desenvolver a dor cronica (alodinia) (Julius e
Basbaum, 2001; Geffeney e Goodman, 2012).

Na ocorréncia de um estimulo nocivo, ha ativacdo de potencial de acéo
nas terminacdes nervosas que transmitem esse sinal da periferia até o tronco
cerebral ou medula espinhal. O principal neurotransmissor excitatério dos
nociceptores € o glutamato, porém ha outros mediadores fundamentais nas
ativacOes sindpticas aferentes e eferentes na pele. Por fim, os neurdnios
inibitérios e excitatoérios transmitem sinais nociceptivos no corno dorsal da
medula espinhal, promovendo a percepc¢ao da dor (Dubin e Patapoutian, 2010).

Portanto, na dor nociceptiva ocorre o estimulo dos nociceptores
presentes no tecido afetado, surgindo apds algumas doencas ou cirurgias
seguida de cicatrizacdo e inflamagdo. Seu mecanismo tem o objetivo de
sinalizar ao organismo que estd lesionado através da ativacdo dos
nociceptores, e a principal caracteristica é sua curta duracdo (Abbadie, 2005;
Lumley et al., 2011).
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2.5.2 Dor neuropatica

A dor neuropética é um tipo de dor crbnica provocada pela lesdo ou
disfuncdo do sistema somatossensorial. Uma das caracteristicas da dor
neuropatica € a auséncia de nocicepcao, que pode ser provocada por danos
nos nervos periféricos, na medula espinhal, no tronco cerebral e encéfalo,
apresentando diferentes sintomas como queimacao, hiperalgesia, disestesia ou
anestesia que podem acontecer continuamente ou eventualmente (Chong e
Bajwa, 2003; Vargas-Espinosa et al., 2012).

A classificacdo da dor neuropética esta relacionada com a sua
localizagdo anatdmica, podendo ser periférica ou central. Em longo prazo, os
danos neuropaticos da periferia provocam uma atividade irregular na vias
aferentes primarias, que esta relacionada a variacbes na excitabilidade dos
nociceptores, ja na medula espinhal ocorre potencializacdo na transmissao
excitatéria sensorial (Taylor, 2009; Vargas-Espinosa et al., 2012; Xu et al.,
2012). Essas alteracdes levam ao aumento da expressao nociceptiva espinhal
gue produzem dor exagerada a estimulos inofensivos (Pitcher e Henry, 2004).

Dessa maneira, a dor neuropatica € provocada pela hipersensibilidade
neuronal de véarias areas do SNC, independentemente se a dor € periférica ou
central. Algumas doencas como diabetes, AIDS, esclerose multipla e danos
nervosos produzem esse tipo de dor. Diante disso, ha possibilidade que
existam muitos individuos que tém seu bem-estar prejudicado pela dor
neuropatica (Chong e Bajwa, 2003; Vargas-Espinosa et al., 2012; Xu et al.,
2012).

2.6 Processo inflamatério

O processo inflamatério € uma reacao fisiolégica do organismo apés
uma infeccdo ou dano tecidual que desencadeia mecanismos que alteram
componentes humorais e celulares. O contato com um patégeno produz
substancias quimiotaticas no local lesionado, que promove a migracdo de
células circulantes, produzindo alterages vasculares (Cruvinel et al., 2010).

Os sintomas clinicos no local inflamado séo: rubor, calor, edema e dor,

conhecidos também como os sinais cardinais descritos por Cornelius Celsus no
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primeiro século d.C., o quinto sinal da inflamacé&o é a perda da funcéo, relatado
por Rudolf Virchow no século XIX (Rock e Kono, 2008; Cruvinel et al., 2010).
Portanto, a inflamacéo € um processo defensor do organismo com a finalidade
de remover o agente causador da lesédo, além de seus fragmentos resultantes
e iniciar a restauracao tecidual. Para executar sua acao protetora, a inflamacao
neutraliza, dilui ou destroi os agentes nocivos (Ashley et al., 2012).

O processo inflamatorio pode ser diferenciado em agudo e crénico. A
inflamacé&o aguda tem inicio logo apdés o dano e resulta na cura, mantendo-se
por um curto periodo de tempo. E caracterizada pela infiltragdo leucocitéaria no
local inflamado eliminando o agente causador, resultado na restauracdo do
tecido. Por outro lado, a inflamacéo cronica persiste por tempo indeterminado.
Tem como propriedade o estimulo constante da inflamacao, gerando danos e
tentativa de restauracdo tecidual. A inflamacdo crénica esta relacionada a
algumas doencas como artrite, aterosclerose, entre outras (Maskrey et al.,
2011; Tabas e Glass, 2013).

2.6.1 Processo inflamatério agudo e crénico

Na inflamacdo aguda, apos a lesdo tecidual o sistema imune é ativado
liberando neutréfilos e leucécitos polimorfonucleares (PNMs), células
responsaveis por liberar citocinas e polipeptideos, fatores que medeiam o
processo inflamatoério e imunolégico na fase aguda, conduzindo a resposta
inflamatoria até o local lesionado (quimiotaxia) (Carvalho e Leménica, 1998; Lin
et al., 2000). Dessa forma a fase vascular é iniciada, com vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade capilar, permitindo o extravasamento protéico para
o intersticio (Cruvinel et al., 2010).

A inducdo das quimiocinas por macréfagos e mastécitos estimulam a
migragcdo de mondcitos e neutréfilos a fim de manter a homeostasia (Koenen e
Weber, 2011). Na vasodilatacdo mediada por Oxido nitrico (NO) e
prostaglandinas, também ocorre a liberacdo de diversas substancias
enddgenas como, bradicinina, histamina, serotonina, adenosina, substancia P e
produtos da cascata do &cido araquidénico (AA) presentes no exsudato,
aumentando a permeabilidade vascular e conseqguentemente, o edema,

antecedendo a migracao e adesao de leucocitos (Carvalho e Leménica, 1998).
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Para que os leucdcitos penetrem no tecido lesado, os neutrofilos e
macréfagos provocam um estresse oxidativo, pela liberagdo de radicais livres e
substancias oxidantes, que induz fatores transcricionais, como o NF-kB,
sinalizando moléculas de adesdo como, integrinas e selectinas, resultando na
infiltragéo (Buerke et al., 2008).

A membrana celular é constituida principalmente por fosfolipideos e
quando h& uma lesdo a enzima fosfolipase A2 é ativada por varios estimulos.
Esta enzima degrada os fosfolipideos presente na membrana, produzindo AA.
Este pode ser metabolizado pela enzima lipooxigenase (LOX), formando os
leucotrienos, ou pela enzima ciclooxigenase (COX), produzindo
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (Hilario et al.,2006).

Sao descritas 3 isoformas da enzima COX: COX-1 é constitutiva, pois
estd presente na maioria dos tecidos (estdmago, intestino, rins, vasos
sanguineos e plaquetas), produzindo efeitos fisiolégicos, como homeostase
vascular, secrecdo gastrica, entre outras; COX-2 é indutiva, encontrada em
locais inflamados e induzida por citocinas (IL-1, IL-2 e TNF) e outros
mediadores inflamatérios e a COX-3 & pouco explorada (Brunton et al., 2006).

No momento em que o processo inflamatdrio é iniciado, o organismo
produz uma resposta a fim de restaurar os danos provocados no local lesado
sem deixar fragmentos desse processo, restabelecendo a homeostase.
Existem mediadores resolutores da inflamacdo como as resolvinas, maresinas,
lipoxinas dentre outras. Se a inflamacéo persistir, pode ocasionar efeitos
negativos no tecido afetado, progredindo para o processo inflamatério crénico,
onde ocorre degeneracdo tecidual e fibrose. Dentre algumas doencas
inflamatorias crénicas, podemos mencionar a artrite reumatoide, aterosclerose

e lupus eritematoso (Carvalho e Leménica, 1998; Viggiano et al., 2008).

2.6.2 Farmacos anti-inflamatérios

Os anti-inflamatorios esteroidais (AIEs), também conhecidos como
glicocorticoéides possuem diversas indicacoes terapéuticas, sendo o tratamento
de doencas imunolégicas ou inflamatérias suas principais indicacdes. Seu
mecanismo de acdo inicia-se quando o ester6ide lipofilico atravessa a

membrana celular e interage com o receptor GCR (Glucocorticoid cytosolic
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receptor), formando o complexo GC/CR. Este complexo se liga as sequéncias
de DNA no ndcleo da célula, promovendo a producdo de proteinas anti-
inflamatoérias (Almawi e Melemedjian, 2002). Dessa forma, os AIE’s interferem
na ativacdo de fatores de transcricdo, inibindo mediadores que produzem
resposta inflamatoria (NF-kB) e de outros genes de interleucinas e citocinas (IL-
1, interferon-y (IFN-y), TNF), ativando genes anti-inflamatérios (IL-10 e
lipocortina) e reprimindo genes inflamatorios (citocinas e COX- 2) (Longui,
2007; Torres et al., 2012).

Os AIEs podem ser utilizados no tratamento de desordens inflamatérias,
como alergias, dermatite, artrite reumatoide, cancer, entre outros (De Bosscher
et al.,, 2010). No entanto, podem causar efeitos adversos, como disturbios
metabdlicos, hipertensdo, osteoporose, resisténcia a insulina, irritacdo gastrica,
entre outros, impedindo seu uso prolongado (Rhen e Cidlowski, 2005).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) sdo amplamente utilizados
no tratamento de diversas patologias pela eficiéncia no controle da dor, febre,
edema e sinais envolvidos na inflamacdo (Marnett, 2009). Essa classe de
farmacos inibe as duas isoformas da enzima COX, que blogueiam a
biossintese prostaglandinas e tromboxanos, produtos do metabolismo do AA. A
reducdo de prostaglandinas proporciona efeitos favoraveis, porém pode haver
ocorréncia de efeitos adversos, como problemas gastrointestinais (Brunton et
al., 2012; Tarp et al., 2012).

A maior parte dos AINEs exerce seus efeitos bloqueadores tanto em
COX-1 quanto em COX-2, portanto sdo nao seletivos. Além de inibir a enzima
COX-2, inibe também a enzima constitutiva COX-1, que executa funcdes
fisiolégicas no organismo, dentre elas a protecdo da mucosa
do estbmago contra a acidez do suco gastrico (Ferreira, 2002). Ja os inibidores
seletivos de COX-2 inibem principalmente a atividade de COX-2, presente nos
musculos e articulacdes a fim de impedir os distarbios gastrointestinais
(Sostres et al., 2010).

Em virtude das poucas informacdes de atividades biolégicas do o6leo
essencial de P. glabratum nativas do Mato Grosso do Sul, objetivamos analisar

seu potencial terapéutico e possiveis efeitos toxicos.

14



. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

e Analisar a toxicidade e a atividade anti-inflamatéria do 6leo

essencial das folhas de P. glabratum em camundongos.

3.20bjetivos especificos

e I|dentificar os compostos do O6leo essencial de P. glabratum
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas;

e Investigar o potencial toxico do Oleo essencial de P. glabratum
através do teste de toxicidade aguda e subaguda.

e Investigar o potencial anti-inflamatorio do 6leo essencial de P.
glabratum através dos testes de edema de pata e pleurisia;

e Determinar o potencial antinociceptivo do o6leo essencial de P.

glabratum na dor inflamatoria;
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5. ARTIGO

Este trabalho deu origem ao artigo “Avaliacdo da toxicidade e da
atividade anti-inflamatoria do oleo essencial das folhas
de Piper glabratum”, que apds versado para o inglés, sera submetido ao

periodico “Journal of Ethnopharmacology” (fator de impacto 3.055).
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Abstract
Ethnopharmacological relevance
Although some of the species of the genus Piper exhibit interesting biological

properties, studies on Piper glabratum Kunth are very limited.



Aim of the study

This study investigated the anti-inflammatory activity and the toxicological profile of
the essential oil from P. glabratum leaves (OEPG) in mice.

Materials and Methods

The acute toxicity of OEPG was evaluated by oral administration to female mice as
single doses of 500, 1000, 2000 or 5000 mg/kg/body weight. In the subacute toxicity
test, the females received 500 or 1000 mg/kg/body weight of OEPG for 28 days. The
anti-inflammatory potential of OEPG was evaluated using four models including
pleurisy, edema, mechanical hyperalgesia and cold allodynia models in mouse paws.
Results

No clinical signs of toxicity were observed in animals after acute treatment, which
suggested that the LDsq is greater than 5000 mg/kg. The subacute exposure to OEPG
produced no significant changes in the hematological or biochemical parameters.
Similarly, the histology of the organs and the estrus cycle displayed no marked
alterations. OEPG exhibited anti-inflammatory activity as indicated by inhibition of the
leukocyte migration (100, 300, 700 mg/kg) and the protein extravasation into the pleural
exudates (700 mg/kg). After intraplantar injection of carrageenan, it was observed that
the 700 mg/kg dose of OEPG reduced edema formation and decreased the sensitivity to
mechanical stimulation and cold.

Conclusions

These results demonstrate the anti-inflammatory potential of the essential oil of P.
glabratum leaves in the absence of toxicity in female mice.

Keywords

Piper glabratum; Essential oil; Inflammation; Carrageenan; Toxicity

1. Introduction



Various species of plants used in folk medicine can be new sources of bioactive
molecules with pharmacological relevance (de Melo et al., 2011). However, the popular
knowledge should be scientifically validated through clinical and experimental studies
to prove the efficacy and safety of these species (TrivellatoGrassi et al., 2013).

The genus Piper (Piperaceae family), traditionally known as “pepper,”
“pariparoba caapeba” and “false jaborandi” (Kato and Furlan, 2007), includes
approximately 2000 species that are distributed in tropical and subtropical regions. This
genus is used for different purposes such as preparation of drinks in different cultures,
condiment and for the treatment of several diseases, including, among others, digestive
disorders, inflammation, loss of appetite (Bezerra et al., 2007; Oliveira et al., 2010;
Gogosz et al., 2014).

Chemical and pharmacological evaluations have revealed that many species of
the Piper genus possess secondary metabolites with important therapeutic activities,
including antiparasitic (Nakamura et al., 2006), antifungal (Nordin et al., 2014),
anxiolytic (Amorim et al., 2007), analgesic, anti-inflammatory (Brait et al., 2015),
anticonvulsant, (Lucky, 2013), and antitumoral (Iwamoto et al., 2015), as well as other
activities.

Few studies are available in the literature regarding the chemical and biological
properties of the species Piper glabratum Kunth. In one of the studies found, Flores et
al. (2008) elucidated and characterized a set of benzoic acid-derived structures from P.
glabratum that showed antiparasitic activity against Leishmania and Trypanosoma
cruzi. Furthermore, Prando et al. (2014) demonstrated that a methanol extract of P.
glabratum roots caused liver toxicity and high mortality in high doses (1000 and 3000

mg/kg, intraperitoneal route). The same authors have shown that the diuretic activity of



P. glabratum that is the basis for its use in folk medicine is associated with the presence
of amides of the isolated 2-methoxy-4,5-methylenedioxy-transcinamoil-pyrrolidine.

Considering the biological potential and the limited scientific information about
this species, this study aimed to evaluate the anti-inflammatory activity and the
toxicological profile of the essential oil extracted from the leaves of P. glabratum in an
animal model.

2. Materials And Methods
2.1. Plant material, preparation and isolation of essential oil

Piper glabratum Kunth leaves were collected (latitude 22012'37, 7** south and
longitude 54055'03, 2" west) in November 2014. A voucher specimen was identified by
Dr. Elsie Franklin Guimaraes and deposited (DDMS 4412) in the DDMS herbarium of
the Federal University of Grande Dourados (UFGD).

The sample was analyzed by gas chromatography using a GC-2010 Plus
instrument (Shimadzu, Tokyo, Japan) equipped with an autoinjector split/splitless. The
cromatographic separation was performed on a DB-5 column 5% phenyl-
dimethylpolysiloxane (30 m long x 0.25 mm diameter x 0.23 mm of film thickness)
under the following conditions: carrier gas helium (99.999%) at a flow rate of 1
mL/min; 1 uL of injection volume with split ratio (1:20). The temperature program on
the first column started at 50 °C for 5 min and heating at 3 °C/min till 250 °C. The
injector transfer line and detector temperature used were maintained at 250°C. The MS
scan parameters included electron impact ionization voltage at 70 eV, a mass range
from 45 to 600 Daltons and a scan interval of 0.3 s. Temperature-programmed retention
indexes were calculated using a mixture of normal alkanes (C6-C30) as external
references. ldentification of compounds was performed using retention index by

comparing and interpreting the mass spectra of unknown components with the ones of



the Wiley mass spectra library Wiley MS 6th Edition ad literature Adams (2001).

Relative area percent for each chromatographic peak was employed as
abundance approach to evalute the contribution of each compound area to the total area
for comparison between the samples. The sum of all areas was considered 100% of the
sample and for each peak a percentage corresponding to its area was assigned.
2.2. Animals

Adult male and female Swiss mice (50 days old, 20-30 g, n = 88) were

provided by the UFGD. The animals were maintained under controlled temperature (23
°C), with a constant 12 h light-dark cycle and free access to food and water. The
experimental procedures were in accordance with the Ethical Principles in Animal
Research and approved by the Committee for Ethics in Animal Experimentation at the
UFGD (Protocol number 024/2014).
2.3. Toxicity studies

All procedures were carried out using the OECD (Organisation for Economic
Co-operation and Development) - Guidelines 425 and 407 (OECD, 2008a, 2008b).
Although the preferred rodent species is the rat, other rodent species may be used. The
mouse is smaller than the rat and has been shown to be a good model for toxicological
and pharmacological studies (Alamgeer et al., 2016; Kandhare et al., 2016). The toxicity
tests were performed only in females because the literature indicates that females are
generally slightly more sensitive (OECD, 2008a). The maximum volume of the
essential oil administered did not exceed 1 mL/100g/body weight in all tests.
2.3.1. Acute oral toxicity

The essential oil from P. glabratum leaves (OEPG) was administered by gavage
at a dose of 500 mg/kg to one female following fasting for 8 hours. Sequentially, at

intervals of 48 hours, a second animal received 1000 mg/kg, a third animal a dose of



2000 mg/kg, and a fourth received 5000 mg/kg. Because none of the animals died,
another 4 animals received a dose of 5000 mg/kg. Another parallel group was treated
with the vehicle (0.9% saline solution) to establish a comparative negative control
group.

The animals were observed periodically during the first 24 hours after treatment
and then daily for a total of 14 days. The five parameters of the Hippocratic screening
(Malone and Robichaud, 1962) were analyzed as described previously (Traesel et al.,
2014). Daily water and feed intakes and body weight were also measured (OECD,
2008a).

At the end of the observation period, all animals were anesthetized (Isoflurane,
1.5%), and the organs (heart, spleen, liver) were removed, weighed and examined
macroscopically.

2.3.2. Subacute oral toxicity

The females were divided into three experimental groups (n=6 animals/group).
Two different doses of OEPG (500 or 1000 mg/kg) were administered per group, orally
(gavage), daily for 28 consecutive days. The control group received only the vehicle
(saline solution, 0.9%). The doses were chosen based on Guideline 407 from the OECD
(Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Rodents) (OECD, 2008b). The doses
were chosen based on the evaluation of the anti-inflammatory activity because the low
effective dose is 100 mg/kg. Thus, the doses chosen can be considered safe, since they
are 5 and 10 times greater than the therapeutic dose. We understand that the guideline
suggest at least one dose level of at least 1000 mg/kg body weight/day (OECD, 2008b).

During treatment, daily body weight, food and water intakes, and possible signs
of toxicity were observed and recorded, following the Hippocratic screening. At the end

of the observation period, all animals were anesthetized (Isoflurane, 1.5%). Blood



samples were collected from the renal vein with and without anticoagulant (Heparin
5.000 Ul/mL, Heparin® - Cristalia) for subsequent hematological and biochemical
analysis.

The biochemical parameters urea, alanine aminotransferase and aspartate
aminotransferase were analyzed with a Bioplus Bio200 instrument using commercial
kits (Gold Analise). The hematological analysis measured total and differential
leukocyte counts, erythrocytes and platelets, as well as the levels of hemoglobin,
hematocrit and red cell distribution width using the XT-4000i instrument (Sysmex).

After collecting blood, the vital organs (heart, lung, Kidney, liver, and spleen)
and reproductive organs (uterus and ovaries) were weighed. The tissues were buffered
formalin-fixed, embedded in paraffin and sectioned at 5 pum. The sections were stained
with hematoxylin and eosin and observed by light microscopy for general
histopathological examination (degeneration, necrosis, apoptosis, leukocyte infiltration,
congestion, extravasation of blood and fibrosis) (Cunha et al., 2009; Martey et al.,
2010).
2.3.2.1.  Estrous cycle determination

Vaginal smears were taken to provide information on estrous cyclicity during the
subacute toxicity study. The estrous cycle was assessed during the 6 days before and 14
days during the test, for 20 consecutive days. For this evaluation, 20 pL of saline was
deposited and aspirated from the vagina with the aid of a pipette, and the cell
suspension was expelled onto a glass slide. The material was examined under a light
microscope, and the estrous cycle phases were classified as diestrus, proestrus, estrous
and metestrus.

The proestrus phase consists of a predominance of nucleated epithelial cells, and

the estrous consists of anucleated cornified cells. The metestrus phase consists of the



same proportion of leukocytes, cornified, and nucleated epithelial cells, and the diestrus
phase primarily consists of a predominance of leukocytes (Marcondes et al., 2002). The
estrous cycle duration was calculated as the number of days between one estrous phase
to the next.
2.4.  Anti-inflammatory activity
2.4.1. Carrageenan-induced pleurisy
Separate groups of male mice (n = 6/group) were orally treated with a single

dose of OEPG (10, 100, 300, and 700 mg/kg), or vehicle (saline solution). In the
positive control group, dexamethasone was administered at dose of 1 mg/kg
subcutaneously. Pleurisy was induced in experimental groups by intrapleural injection
of 100 pL of 1% carrageenan suspension according to Velo et al. (1973). The naive
group was treated with 100 pL of sterile saline by intrapleural injection (Vinegar et al.,
1973). After four hours, the mice were killed with overdose of Isoflurane (1.5%) and the
pleural exudate were obtained after rinsing with 1 mL of phosphate buffered saline
(PBS). Fifty pL of pleural exudate was diluted with 1000 puL Turk’s solution to count
the total leukocytes in a Neubauer chamber. About 950 pL of exudate were
centrifugated and the protein (to verify protein extravasation) was dosed by Bradford
method (Bradford, 1976).
2.4.2. Carrageenan-induced mice paw edema

Male mice (n = 6/group) were treated by oral route with OEPG (10, 100, 300,
and 700 mg/kg) or the vehicle (saline solution). This dose was selected based on the
results of OEPG in pleurisy model. Different groups were treated by subcutaneous route
with positive control, dexamethasone (1 mg/kg). After 1 h, edema was induced by
injection of a solution of 50 uL of carrageenan (300 ug/paw) in the right paw. The left

paw received injection of sterile 0.9% saline. The paw oedema were evaluated after 0.5,



1, 2 and 4 h after the carrageenan injection with plethysmometer. The results were
expressed as uL according to Kassuya et al. (2005).
2.4.3. Mechanical hyperalgesia

Separate groups of animals (n = 6/group) were orally treated with a saline
solution, OEPG (10, 100, 300, and 700 mg/kg) or injected with dexamethasone (1
mg/kg; s.c.). After 1 h from respective treatment, an intraplantar injection of a solution
containing carrageenan (300 pg/paw) was performed for each animal in the right paw
while in the left paw an injection of saline was made. After carrageenan treatment, mice
were housed in suspended platform to analyze the mechanical hyperalgesia. A
analgesymeter (Insight ® -EFF 301 -Digital analgesymeter -von Frey) was used to test
mechanical response 3 and 4 h after carrageenan administration.
2.4.4. Cold sensitivity

Cold response was evaluated after the acetone drop test as described by

Decosterd and Woolf (2000). Male mice (n = 6/group) were treated by oral route with
OEPG (10, 100, 300, and 700 mg/kg), saline solution or dexamethasone (1 mg/kg; s.c.).
The animals were housed in suspended platform and acetone (20 uL) was distributed in
the skin of plantar surface of the right hind paw. The cold sensitivity reaction as
indicated by paw licking, shaking or rubbing the paw was observed and recorded. The

duration of the testing was 30 s.

2.5. Statistical analyses
The data are presented as the mean + standard error of the mean (SEM).
Differences among the groups were evaluated using analyses of variance (one-way

ANOVA) followed by Newman-Keuls tests. The statistical differences were considered



to be significant at p < 0.05. The graphs were produced using GraphPad Prism Software

(San Diego, CA, US.A).

3. Results

The yield of the oil obtained was 0.37% (w/w). The main compounds found in
the OEPG were p-pinene (12.97%), longiborneol (12.00%), a-pinene (9.67%),
caryophyllene (7.95%), viridiflorene (7.34%), -copaene (6.55%) and f-damascenone
(5.85 %) (Table 1).

OEPG did not cause death or signs of toxicity either immediately after or during
the post-treatment period after the single exposure. Furthermore, water and food
consumption did not differ among the experimental groups. There were no significant
differences in the body weight and/or the weight of the organs among the groups (data
not shown).

Similarly, after the subacute exposure, the animals did not exhibit any signs of
toxicity. The body weights and the weights of the organs analyzed were similar among
groups (Table 2). The macroscopic and histological analyses revealed no changes such
as necrosis, apoptosis or any abnormalities in the organs (data not shown). The
hematological and biochemical parameters were also similar among the groups (Table
3). The duration of the estrous cycle and the number of cycles were not altered during
the period of evaluation (20 days) (Table 4).

OEPG (except for the low dose of 10 mg/kg) significantly inhibited the
leukocyte migration at doses of 100, 300 and 700 mg/kg with a maximal inhibition of
92 + 1% at the 700 mg/kg dose. However, only the highest dose (700 mg/kg)

significantly inhibited the protein extravasation (Figure 1).

10



No anti-edematogenic effects of OEPG were observed during the first 30 min
after carrageenan administration. However, 1 h, 2 h, and 4 h after the carrageenan
injection, the 700 mg/kg dose were the most efficient with 43 + 13%, 44% + 16%, and
39.4 £ 9% inhibition, respectively, while the dose of 100 and 300 mg/kg presented
significant anti-inflammatory effects after 2 and 4 h from carrageenan injection (Figure
2). Dexamethasone (positive control) produced inhibition of 80 + 5% at 1 h, 68 + 9% at
2 hand 57+14% at 4 h (Figure 2).

OEPG produced significant antihyperalgesic effects compared to the control
group. It was found that oral administration of OEPG at a dose of 700 mg/kg reduced
the mechanical hyperalgesia in the carrageenan-treated animals by 100% at 3 and 4 h
after injection, similar to that observed following treatment with dexamethasone
(positive control). Moreover, the dose of 300 mg/kg showed significant efficacy in
reduction of mechanical sensitivity in mice (Figure 3). OEPG (700 mg/kg) significantly
attenuated the duration of cold nociception at 3 and 4 h after carrageenan injection with
a maximum inhibition of 36 + 2% and 23 + 2%, respectively (Figure 4). The dose of
300 mg/kg of OEPG also reduced significantly the cold response to acetone in mice
after 3 h from carrageenan injection.

4. Discussion

Recently, studies have demonstrated that species belonging to the Piper genus
possess an important therapeutic potential (Brait et al., 2015, Oesterreich et al., 2015).
However, few of the species of this genus have been investigated with respect to their
medicinal effects and toxicity profiles. This study may represent the first investigation
to demonstrate the anti-inflammatory activity of the essential oil from P. glabratum

leaves.
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Because many medicinal species produce toxic effects, it is important to conduct
studies that assess their safety before evaluating their therapeutic potential (de Melo et
al., 2011). The methanolic extract of P. glabratum exhibited liver toxicity and a high
mortality after intraperitoneal administration of 3000 mg/kg in female rats. Moreover,
this extract may induce acute toxicity (Prando et al., 2014). In this study, the essential
oil of P. glabratum, unlike its methanol extract, showed a low acute oral toxicity in
mice, on the basis that none of the doses resulted in death or changes in the behavioral
parameters that were observed. It is therefore suggested that the oral LD50 for female
mice is greater than 5000 mg/kg, and this oil can be classified as a low-toxicity oil
according to the OECD (2008a).

Regulatory agencies require biochemical, hematological and histopathological
evaluations to characterize the toxicological potential of any substance to which
repeated exposures are intended (OECD, 2008b). In the subacute toxicity test, OEPG
produced no changes in any of the parameters evaluated. Similarly, the essential oil of
another species belonging to the Piper genus, Piper aduncum (1000, 2000, 2350, 2500,
2700 and 3000 mg/kg), also demonstrated low toxicity after single or repeated
administration (Sousa et al., 2008), which supports the hypothesis that the essential oil
of this species is also a low-toxicity oil.

The regularity of the estrous cycle is essential for ovulation and maintenance of
pregnancy and is regulated by the action of progesterone and estrogen. Any alterations
in plasma concentrations of these hormones can affect the estrous cyclicity of animals
and thus impair fertility (Lewis et al., 1978). In this regard, oral administration of the
methanol extract of Piper betel (500, 1000 and 1500 mg/kg) showed anti-estrogenic
activity and resulted in infertility in mice (Biswal, 2014). This result demonstrated the

need for evaluations of the female reproductive parameters after exposure to species of

12



the genus Piper. The results from the present study indicated that OEPG at doses of 500
and 1000 mg/kg did not alter the duration of the estrous cycle and the frequency of each
phase. However, other fertility tests should be conducted to confirm the safety of use of
OEPG with respect to reproductive parameters.

Male mice are more used for inflammation and pain because there is no variation
in the estrous cycle but the females mice are also considered for the tests of pain and
inflammation (Long et al., 2016). Since the fluctuation of hormones influences the
inflammatory parameters, we prefer to use males for these tests. To evaluate the anti-
inflammatory effects of OEPG, the carrageenan-induced pleurisy model was used. In
this classical test to assess acute inflammation, the exudate formation in the pleural
cavity is characterized by infiltration of polymorphonuclear leukocytes and release of
chemical mediators of inflammatory processes (Oliveira et al., 2012). The acute
inflammatory process can be inhibited by nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) such as indomethacin or by corticosteroids (e.g., dexamethasone). These
drugs can be used as positive controls in inflammatory tests because they inhibit
leukocyte migration and cyclooxygenase-2 (COX-2) expression after carrageenan
administration (Nantel et al., 1999).

OEPG decreased the total leukocyte migration in the pleural cavity following
carrageenan induction, which suggested that it might have an anti-inflammatory
activity. The protein extravasation was also inhibited, which showed that OEPG
modulated vasodilation. Similarly, studies performed by our research group have shown
that doses of 100 and 300 mg/kg of the essential oil of Piper vicosanum significantly
decreased the volume of the pleural exudate and the leukocyte recruitment into the
pleural cavity, as well as reduced the paw edema induced by carrageenan (Brait et al.,

2015).
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Carrageenan-induced paw edema is associated with an acute inflammatory
process that produces the cardinal signs of inflammation (Morris, 2003). This model is
considered to be biphasic with multiple mediators that act in sequence to produce an
inflammatory response. In the acute phase (1-2 h), histamine, serotonin and Kinins are
released, whereas the next phase (3-6 h) of the inflammatory response is characterized
by increases in prostaglandin production, COX-2 activation, and release of nitric oxid
(NO) (Di Rosa et al., 1971, Posadas et al., 2004). According to the results of this study,
OEPG reduced edema formation within 4 h, which may suggest that the components of
this essential oil affect prostaglandin production. The effects of all doses tested were
similar to those of dexamethasone, the drug used as a positive control, which confirmed
the anti-edematogenic potential of OEPG. Similarly, the dichloromethane extract of
Piper umbellatum decreased the paw edema formation for up to 4.5 h (lwamoto et al.,
2015), which supports the hypothesis that this species interferes with the formation of
arachidonic acid metabolites.

After tissue injury, peripheral sensitization is triggered by mediators including
the cytokines TNF and IL-1p, which promote the synthesis of other mediators including
NO, chemokines, and kinins, among others. The increase in the pain sensitivity is a
common characteristic of the inflammatory response that involves a reduction in the
type C nerve fiber activation that is induced by mechanical stimuli, which promotes
allodynia (Curfs et al., 1997, Zhang and An, 2007). Treatment with OEPG decreased
the paw withdrawal threshold, reducing the carrageenan-induced hyperalgesia by 100%.
This result was statistically similar to that of dexamethasone. In the nociception caused
by acetone, OEPG attenuated the duration of cold sensitivity, which demonstrated its
anti-hyperalgesic and antinociceptive potentials. Our research group has shown that the

ethanol extract of Piper amalago has anti-hyperalgesic, anti-nociceptive and anti-
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arthritic activities in an acute and chronic pain model induced by formalin (Arrigo et al.,
2016). In this same pain model, the essential oil of Piper aleyreanum also showed a
significant analgesic effect (Lima et al., 2012), which is consistent with the results
obtained in the present study.

Assis et al. (2013) identified the sesquiterpenes (caryophyllene, 14.6% and
longiborneol, 12.0%) as the main components found in the essential oil of P. glabratum
leaves. In this study, the major constituents found in OEPG were monoterpenes,
sesquiterpenes and carotenoids, all of which are compounds that have shown interesting
biological properties. Studies have shown that a-pinene has anti-inflammatory and
analgesic activities that result from the inhibition of COX-2 (Li et al., 2016). High
concentrations of a-pinene and B-pinene produce an anti-edematogenic response in the
first phase in an experimental model of paw edema (Franco et al., 2011). Thus, these
compounds may be related to the therapeutic effects found in this study.

The essential oil from the P. glabratum leaves showed anti-inflammatory, anti-
edematogenic and antinociceptive activities in mice without causing acute or subacute
toxicity. Other studies should be conducted to evaluate the mechanisms of action and to
identify the compound responsible for the anti-inflammatory activity, as well as other
aspects of toxicity.
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Legends of Figures

Figure 1. Effects of oral administration of OEPG on the inhibition of leukocyte
migration (A) and protein extravasation (B) in the pleurisy test. The animals received
OEPG (100, 300 or 700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or dexamethasone (DEX, 1
mg/kg, s.c.), and 1h later, an intraplantar injection of carrageenan (300 pg/paw) was
administered. The naive group (# indicates a statistically significant difference from the
vehicle group) received an intrapleural injection of sterile saline instead of carrageenan
and was also treated with saline solution. Each bar represents the mean + SEM of 6
animals. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p< 0.001 compared with the control group.
One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.

Figure 2. Effect of oral administration of OEPG on the carrageenan-induced paw
edema in mice. The animals received OEPG (700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.), and 1 h later, an intraplantar injection of
carrageenan (300 pug/paw) was administered. Graphs (A), (B), (C) and (D) represent the
evaluation of the paw edema at 0.5, 1, 2, and 4 h, respectively, after carrageenan
injection. Each bar represents the mean £ SEM of 6 animals. *p<0.05, **p<0.01
compared with the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls

test.
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Figure 3. Effect of oral administration of OEPG on the mechanical hyperalgesia in
mice. The animals received OEPG (700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.). The mechanical hyperalgesia was measured with
a digital analgesymeter 3 and 4 h after carrageenan administration. Each bar represents
the mean £ SEM of 6 animals. *p< 0.05, ***p< 0.001, #p<0.001 when compared with
the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.

Figure 4. Effect of oral administration of OEPG on the cold sensitivity induced by
acetone in mice. The animals received OEPG (700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.). The cold sensitivity was measured 3 and 4 h after
carrageenan administration. Each bar represents the mean £ SEM of 6 animals. *p<
0.05; **p<0.01; ***p< 0.001 compared with the control group One-way ANOVA

followed by the Newman-Keuls test.
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Figure 1. Effects of oral administration of OEPG on the inhibition of leukocyte
migration (A) and protein extravasation (B) in the pleurisy test. The animals received
OEPG (100, 300 or 700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or dexamethasone (DEX, 1
mg/kg, s.c.), and 1h later, an intraplantar injection of carrageenan (300 pg/paw) was
administered. The naive group (# indicates a statistically significant difference from the
vehicle group) received an intrapleural injection of sterile saline instead of carrageenan
and was also treated with saline solution. Each bar represents the mean + SEM of 6
animals. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p< 0.001 compared with the control group.
One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.
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Figure 2. Effect of oral administration of OEPG on the carrageenan-induced paw
edema in mice. The animals received OEPG (700 mg/Kkg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.), and 1 h later, an intraplantar injection of
carrageenan (300 pg/paw) was administered. Graphs (A), (B), (C) and (D) represent the
evaluation of the paw edema at 0.5, 1, 2, and 4 h, respectively, after carrageenan
injection. Each bar represents the mean + SEM of 6 animals. *p<0.05, **p<0.01
compared with the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls
test.

25



A 3h after carrageenan B 4h after carrageenan

D 2.0- S 251 ook ok

= , = T 1

S * S 50 P

AR i T 5201 # P

£ s e

= £ 1.54

: fio =

E E b

£ 9% £ 05 i

2 | s Frieece

2 0o % oo ] b

e Basal Co 1 700  mg/Kg e Basal  Control 1 700  mg/Kg
DEX OEPG DEX OEPG

Figure 3. Effect of oral administration of OEPG on the mechanical hyperalgesia in
mice. The animals received OEPG (700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.). The mechanical hyperalgesia was measured with
a digital analgesymeter 3 and 4 h after carrageenan administration. Each bar represents
the mean + SEM of 6 animals. *p< 0.05, ***p< 0.001, #p<0.001 when compared with
the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.
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Figure 4. Effect of oral administration of OEPG on the cold sensitivity induced by
acetone in mice. The animals received OEPG (700 mg/kg, v.0.), vehicle (control) or
dexamethasone (DEX, 1 mg/kg, s.c.). The cold sensitivity was measured 3 and 4 h after
carrageenan administration. Each bar represents the mean £ SEM of 6 animals. *p<
0.05; **p<0.01; ***p< 0.001 compared with the control group One-way ANOVA
followed by the Newman-Keuls test.
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Table 1. Chemical composition of the essential oil of Piper glabratum leaves.

Compound RT RI° RI° %

a-thujene 7.369 924 924 0.14
a-pinene 7.615 933 932 9.67
Canphene 8.125 946 946 0.05
Sabinene 9.013 970 969 0.05
B —pinene 9.150 975 974 12.79
Myrcene 9.642 989 088 0.56
a-Phellandrene 10.172 1005 1002 0.02
a-terpinene 10.658 1015 1014 0.07
O-cymene 10.980 1022 1022 0.03
Sylvestrene 11.150 1025 1025 1.61
1,8-cineol 11.263 1027 1026 0.11
(2)-p-ocimene 11522 1033 1032 0.41
(E)-B-ocimene 11954 1044 1044 0.14
Y-terpinene 12412 1055 1054 0.19
Terpinolene 13.687 1087 1086 0.09
Linalool 14159 1096 1095 0.43
Terpinen-4-ol 17.651 1175 1174 0.19
a-terpineolacid 18.254 1187 1186 0.23
Methyl geranate 24.170 1322 1322 0.02
Myrtenyl acetate 24.264 1324 1324 0.04
O-cubebene 25.285 1345 1345 0.41
Cyclosativene 25.974 1368 1369 0.65
a-ylangene 26.236 1373 1373 0.02
a-copaene 26.438 1375 1374 0.09
[-damascenone 26.810 1383 1383 5.85
B-cubebene 27.045 1388 1387 0.05
Sibirene 27.274 1399 1400 0.13
a-gurjunene 27.876 1409 1409 0.99
a-cadrene 28.085 1411 1410 0.04
(E)-caryophyllene 28.300 1424 1417 7.95
[B—copaene 28.698 1431 1430 6.55
B—humulene 28.925 1436 1436 1.07
Aromadendrene 29.091 1439 1439 1.83
E-Isoeugenol 29.384 1448 1448 0.18
a-Humulene 29.630 1452 1452 1.73
Geranylacetone 29.698 1453 1453 1.13
allo-aromadendrene 29.988 1458 1458 0.11
4,5-di-epi-aristolochene 30.336 1471 1471 0.19
Y-muurolene 30.639 1478 1478 1.68
a-amorphene 30.804 1483 1483 0.30
Trans-muurola-4(14),5-diene 31.265 1493 1493 481
Viridiflorene 31.405 1496 1496 7.34
a-muurolene 31.606 1500 1500 3.56
a-farnesene 31.857 1505 1505 0.59
Y-cadinene 32.150 1513 1513 0.88
7-epi-o salinene 32.301 1519 1520 0.07
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d-cadinene 32519 1523 1522 3.02

Trans-cadina-1,4-diene 32.857 1533 1533 0.40
a-cadinene 33.063 1542 1537 0.05
Longiborneol 34.072 1568 1562 12.00
Caryophyllene oxide 34532 1582 1582 1.39
Gleenol 34980 1586 1586 3.40
Globulol 35.201 1591 1590 0.10
Guaiol 35409 1600 1600 0.03
B-atlantol 35.659 1607 1608 0.24
Humuleneepoxidell 35.874 1608 1608 0.86
Junenol 36.179 1618 1618 0.05
Trans-isolongifolanone 36.369 1625 1625 0.04
1-epi-cubenol 36.460 1627 1627 0.10
[-cedren-9-one 36.566 1629 1630 0.44
Capillin 36.720 1636 1637 0.15
Caryophilla-4(12),8(13)-dien-5p-ol 36.874 1638 1639 0.21
Epi-a-muurolol 37.082 1641 1640 0.60
a-muurolol 37.237 1645 1644 0.74
Exalatacin 37571 1655 1655 0.39
Allohimachalol 37543 1660 1660 0.48
Apiole 38.145 1677 1677 0.27

Compounds are listed in order of their elution from a DB-5 column. RT, retention time (min); RIS,
retention indices from a DB-5 column; RIY retention indices from the literature.

Table 2. Body weights and relative organ weights (g/100 g of body weight) of females
treated orally with OEPG in the subacute toxicity study.

Parameter Control OEPG 500 mg/kg OEPG 1000 mg/kg
Body weight (g) 32.03+0.38 29.33+1.15 29.57 +2.83
Heart(g/100 g) 0.42+£0.01 0.38 £ 0.08 0.46 £ 0.04
Lung (g/100 g) 0.59+0.04 0.58 +0.11 0.78 £ 0.08
Liver(g/100 g) 4.42 +£0.20 455 +0.63 4.92 +0.37
Spleen (g/100 g) 0.49 + 0.02 0.48 + 0.06 0.55 + 0.02
Kidney(g/100 g) 0.52+0.03 0.53 +0.09 0.62 +0.03
Uterus(g/100 g) 0.48 £ 0.02 0.39+0.01 0.40 +0.06

Values are expressed as the mean + SEM, n=5 animals/group. *p< 0.05 compared to the control group.
ANOVA/Newman-Keuls.

Table 3. Biochemical and hematological parameters of females treated orally with

OEPG in the subacute toxicity study.

Parameter Control OEPG 500 mg/kg OEPG 1000 mg/kg

Leukocytes (x10%/pL) 7.98 +0.34 7.10 £ 1.12 7.27 £1.30
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Erythrocytes (x10%/uL) 7.14 £0.20 7.94 +0.09 8.60 £ 0.25

Hemoglobin (g/dL) 12.17 £ 0.33 13.05+0.17 13.67 £ 0.46
Hematocrit (%) 40.22 £0.40 46.20 £ 2.50 4947 £2.11
Urea (mg/dL) 4793 £ 2.55 68.26 + 5.34 63.10 £ 0.07
AST (U/L) 99.85+9.21 103.30 £ 16.90 112.70 £11.40
ALT (U/L) 19.90 £ 2.20 22.70 £2.20 23.40 £3.90

Values are expressed as the mean + SEM, n=5 animals/group. p>0.05, ANOVA.

Table 4. Estrous cyclicity of females treated orally with OEPG.

Number of Estrous cycle lenght (days)

estrus cycle Proestrus Estrus Metaestrus Diestrus
Control 510+£0.25 4.75+025 475+025 475+0.25 450£0.28
OEPG 500 mg/kg 450+064 3.75+047 4751085 6.00+0.70 6.00+£0.41

OEPG 1000 mg/kg 420+048 540+024 3.75+0.20 550+0.28 5.75+0.47

Values are expressed as the mean + SEM, n=5 animals/group. p>0.05, ANOVA.
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6. ANEXOS

6.1 Carta de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de
Animais — CEUA / UFGD

MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Dourados-MS, 6 de abril de 2017.

Senhor Pesquisador:

Candida Aparecida Leite Kassuya

O Projeto de sua responsabilidade — Protocolo n°. 024/2014 —
CEUA/UFGD - intitulado “Avaliacao da atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria e toxicoldgica do Oleo de Piper vicosanum e Piper

glabratum’ foi integralmente APROVADO e podera ser conduzido.

Ressaltamos que é de responsabilidade do (a) pesquisador (a)

envio de notificacdo a CEUA sobre o término do projeto.

oy elinen. V0900 fupudoen

Melissa Negrao Sepulvida

Coordenadora CEUA
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6.2 Potencial hipoglicemiante do éleo essencial de Piper glabratum
no teste de tolerancia a glicose.

6.2.1 Metodologia

Foram utilizados dois grupos de camundongos fémeas NOD (diabéticos
nao obeso) (n= 5/grupo). Os animais ficaram em jejum 8 h antes do
experimento e receberam via oral OEPG (500 mg/kg) e solucéo salina 0,9%, a
solucdo de glicose (2 g/kg) foi aplicada intraperitonealmente. Os niveis de
glicose sanguineos foram medidos em amostras do sangue retiradas da cauda
dos animais nos tempos 0 (basal), 30, 60, 90 e 120 min apds a injecdo de
glicose, utilizando-se glicosimetro (OptiumXced, Abbott, Sdo Paulo, SP)
(Andrikopoulos et al., 2008).

6.2.2 Resultados e Discussao

No teste de tolerancia a glicose, os animais NOD que receberam OEPG

(500 mg/kg) ndo apresentaram reducdo dos niveis glicémicos (dados nédo
mostrados).
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Figura 5. Avaliacdo do OEPG 500 mg/ Kg sobre o indice glicémico apés a administragéo de 2
g/Kg de glicose via intraperitoneal, n = 5/grupo. As diferencas entre grupos foram analisadas
através de andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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O teste de tolerancia a glicose em camundongos NOD é um dos
modelos mais estudados de doenca espontanea auto-imune érgdo especifico
(Homo-Delarche, 2004). Neste modelo, observou-se que o OEPG né&o atua
como hipoglicemiante. Porém, estudos com P. nigrum em modelos de diabetes
induzido por aloxano constatou atividade hipoglicemiante (Atal et al. 2012). Da
mesma forma, o extrato metandlico das flores de P. claussenianum apresentou
propriedade hipoglicemiante em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(Marques et al. 2015), o que demonstra a relevancia de estudos em outros

modelos.
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