UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Avaliacao da atividade anti-inflamatodria e antinociceptiva do extrato
etanodlico das folhas de Piper vicosanum em modelos experimentais

ARMANDO JORGE JUNIOR

Dourados - MS
2019



ARMANDO JORGE JUNIOR

Avaliagdo da atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do extrato
etanolico das folhas de Piper vicosanum em modelos experimentais

Area do CNPq: Ciéncias da Saidde.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias da Satde da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), para obten¢do do titulo
de Mestre em Ciéncias da Saudde.

Area de concentragcdo: Farmacologia.

Orientadora: Prof." Dr.* Candida Aparecida Leite
Kassuya

Dourados - MS
2019



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP).

J82a  Jorge Junior, Armando
Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do extrato etanolico das folhas de
Piper vicosanum em modelos experimentais [recurso eletronico] / Armando Jorge Junior. -- 2019.
Arquivo em formato pdf.

Orientador: Candida Aparecida Leite Kassuya.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude)-Universidade Federal da Grande Dourados, 2019.

Disponivel no Repositorio Institucional da UFGD em:
https://portal.ufgd.edu.br/setor/biblioteca/repositorio

1. Piper vicosanum. 2. . 3. migragdo de leucdcitos. 4. . 5. nocicepgao. 6. . 7. inflamagéo. 1.
Kassuya, Candida Aparecida Leite. II. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

©Direitos reservados. Permitido a reprodugdo parcial desde que citada a fonte.




MINISTERIO DA EDUCAGAOQ

l" I I ‘l‘ :D UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
./ i - > ;

ATA DO EXAME DE QUALIFICACAO DO DISCENTE ARMANDO JORGE JUNIOR
DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE REALIZADA EM
20 DE FEVEREIRO DE DOIS MIL E DEZENOVE (20/02/2019).

Aos vinte dias de fevereiro de dois mil e dezenove as 08h, em sessao publica, realizou-se na Sala
de Videoconferéncia da Biblioteca do Hospital Universitario da Universidade Federal da
Grande Dourados, a Defesa de Exame de Qualificac@o intitulada “Avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria do extrato etandlico das folhas de Piper vicosanunt em modelos de inflamagao ”
apresentada pelo mestrando ARMANDO JORGE JUNIOR, do Programa de P6s-Graduacao em
Ciéncias da Satde, a Banca Examinadora constituida pelos membros: Profa. Dra. Candida
Aparecida Leite Kassuya/UFGD (presidente/orientador), Profa. Dra. Arielle Cristina
Arena/UFGD (membro titular), Profa. Dra. Joyce Alencar Santos Radai/UFGD (membro
titular) e Dr. Jonas da Silva Mota/UEMS (membro suplente). Iniciados os trabalhos, a
presidéncia deu a conhecer ao candidato e aos integrantes da Banca as noi'mas a serem
observadas na apresentacio da Qualificagio. Apés o candidato ter apresentado a sua
Qualificagao, os componentes da Banca Examinadora fizeram suas argui¢oes. Terminada a
Apresentacdo, a Banca Examinadora, em sessdo secreta, passou aos trabalhos de julgamento,
tendo sido o candidato considerado APROVADO. Os membros da banca abaixo assinados
" atestam que o Profa. Dra. Arielle Cristina Arena participou de forma remota desta defesa de
dissertagio, considerando o candidato APROVADO conforme declaragio anexa. Nada mais
havendo a tratar, lavrou-se a presente ata, que vai assinada pelos membros da Comissao

Examinadora.

Dourados, 20 de fevereiro de 2019.

7
7

. ‘ ‘)C/é,ua.{;f(i- Cp. L)/;tt téa»

Profa. Dra. Candida Aparecida Leite Kassuya—_

Profa. Dra. Joyce Alencar Santos Radai {qu%m .S Vodo

Profa. Dra. Arielle Cristina Arena - Participa¢do Remota

(PARA USO EXCLUSIVO DA PROPP)
ATA HOMOLOGADAEM: __/__/ , PELA PROPP/ UFGD.

Pro-Reitoria de Ensino de Pés-Graduacio e Pesquisa
Assinatura e Carimbo



MINISTERIO DA EDUCAGAO

FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS u F G D
e

PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA

PROGRAMA DE POs-GRADUAGCAO EM: CIENCIAS DA SAUDE
AREA DE CONCENTRACAO: DOENGAS CRONICAS E INFECTO-PARASITARIAS

DECLARAGAO DE PARTICIPAGAO A DISTANCIA - SINCRONA - EM BANCA DE DEFESA DE
MESTRADO/ UFGD

As 13h do dia vinte e nove de marco de dois mil e dezenove (29/03/2019), participei de forma
sincrona com os demais membros que assinam a ata fisica deste ato publico, da Banca de Defesa de
Mestrado intitulado “Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do extrato etandlico das folhas de
Piper vicosanum em modelos de inflamagdo ” do discente ARMANDO JORGE JUNIOR, do Programa
de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude.

Considerando o trabalho avaliado, as arguicdes de todos os membros da banca e as respostas dadas
pelo candidato, formalizo para fins de registro, por meio deste, minha decisdo de que o candidato
pode ser considerado: APROVADO.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Arielle Cristina Arena

Instituicdo e Programa de Pés-Graduagdo



DEDICATORIA

Dedico este
trabalho a minha amada
esposa, Juliana Teixeira
Oshiro, aos meus pais,
Armando Jorge de Souza
e Fatima Albertina Jorge
da Costa, as minhas
irmas, Monique Jorge de
Souza Garcia e Amanda
Jorge de Souza
Stefanello, a minha avo,
Maria de Lourdes
Bringel (in memorian) e
a meus segundos pais,
Ivani e Masanori.



AGRADECIMENTO(S)

Agradeco primeiramente a Deus, “que sustenta com vida a nossa alma, e ndo
consente que sejam abalados os nossos pés” (Salmos 66:9), que me concedeu satde,
forga e foco para conquistar este feito em minha vida.

Esta conquista tornou-se possivel pelo apoio incondicional que tive de pessoas
maravilhosas que me rodeiam e que ao longo desta trajetdria foram imprescindiveis, aos
quais gostaria de deixar aqui registrados meus sinceros agradecimentos.

A minha esposa, Juliana Teixeira Oshiro, que sempre mostrou compreensio nos
momentos mais dificeis em que fraquejei e considerei desistir desta caminhada, mas seu
apoio foi pra mim prova do amor, sapiéncia, cuidado e acima de tudo, por acreditar que
eu seria capaz de concluir, quando nem mesmo eu acreditei. Sou imensamente grato por
tudo isso, sei que este aprendizado foi mutuo e veio por fortalecer nosso enlace e me
faz, cada vez mais, te admirar e amar.

A minha orientadora, Prof®. Candida Aparecida Leite Kassuya, que acreditou em
mim e em minha motivacio em alcancar este sonho, sendo sempre companheira,
resiliente, direcionando e orientando, oportunizando que minha evolucdo académica,
profissional e pessoal fosse a melhor possivel. Além disso, sou grato pela amizade que
construimos ao longo destes anos, sendo uma pessoa exemplar, dona de uma motivacao
e dedicacdo sem iguais. Pessoa impar em minha vida.

A minha mie, Fatima Albertina Jorge da Costa, que é meu exemplo de cardter e
dedicagdo a familia, e a0 meu Pai, Armando Jorge de Souza, exemplo de dedicacdo e de
que devemos ter foco em tudo o que fazemos.

A minha avé, Maria de Lourdes Bringel (in memorian), tendo em vista que ao
longo desta trajetria ela foi morar com Deus, sendo responsdvel por importantes
memorias da minha infancia e de alguém que dedicou sua vida inteiramente a familia e
que sempre me motivou a busca de conhecimento.

Aos meus gestores do HU-UFGD, Dra Mariana Croda, Dr. José Flavio Sette de
Souza, Dr. Ricardo do Carmo Filho e em especial a Dra. Renata Maronna Praga, amiga,
e motivadora, que fez com que eu ingressasse nesta jornada de desenvolvimento
académico.

Aos meus colegas de trabalho do HU-UFGD, em especial a Laura Priscila Toledo

Bernal, Cléber Massato Toda, Ana Paula Paula dos Santos e Jorge Paulo Sales de



Almeida, pois sem a compreensdo e apoio destes, acredito que ndo teria conseguido a
realizacdo deste feito.

Aos colegas do meu grupo de pesquisa, especialmente Laura Priscila Toledo
Bernal, Maicon Matos Leitdo, Saulo Euclides Silva Filho, Roberto Mikio Kassuya,
Angela Midori Kuraoka de Oliveira, Lidiane Schultz Branquinho e Joyce Alencar
Santos Radai, todos foram importantes neste caminhar, com troca de conhecimentos,
ajuda nos experimentos e pela for¢ca nos momentos dificeis, mas necessarios, a0 meu
aprendizado.

A CAPES e a0 CNPQ, pelo apoio financeiro.



EPIGRAFE’

“Se quiseres conhecer
uma  pessoa, ndo lhe
pergunte o que pensa, mas
sim o que ama’.

(Santo Agostinho)



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Arbusto de Piper vicosanum



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AlEs: Anti-inflamatérios esteroidais;

AINEs: Anti-inflamatérios nao-esteroidais;

AMPA: a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico;

ANOVA: Anilise de Variancia;

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

CAPES: Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior;
CEUA: Comité de Etica no Uso de Animais;

CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico;
COX-1: Cicloxigenase-1;

COX-2: Cicloxigenase-2;

DAMPs: Padrdes moleculares associados a patégenos;

DDMS: Depositado no Herbario da Cidade de Dourados;

EEPV: Extrato etandlico das folhas de Piper vicosanum;

EROs: Espécies reativas de oxigénio;

FCS: Faculdade de Ciéncias da Sadde;

FUNDECT: Fundag¢do de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia
do Estado de Mato Grosso do Sul;

GC: Glicocorticoides;

GCR: Receptor glicocorticoide citos6lico;

GM-CSF: Fator estimulador de colonias granulociticas e macréfagos;
GR: Receptor de glicocorticoide;

i.a.: Injecdo por via intra-articular;

i.p.: Injeca@o por via intraperitoneal;

1.pl: Injecdo por via intrapleural;

ICAM-1: Molécula de adesao intercelular I;



IL-1p: Interleucina-1f ;

IL-1Ra6: Interleucina-1Rab6;

IL-6: Interleucina-6;

IL-8: Interleucina-8&;

IL-10: Interleucina-10;

IL-17: Interleucina-17;

iNOS: Oxido nitrico sintase induzivel;

MAPK: Proteina quinase ativada por mitégeno;

MPO: Mieloperoxidase;

NF-«B: Fator Nuclear kappa B;

NMDA: N-metil-D-Aspartato;

NO: Oxido Nitrico;

OMS: Organizacao Mundial de Saude;

p38-MAPK: p38 proteina quinase ativada por mitégeno;

PAMPs: Padroes moleculares associados a patégenos;
PBS-EDTA: Solugdo fosfato salina associado a etilenodiaminotetracético;
PGE;: Prostaglandina do tipo E;;

PK-A: Proteina quinase-A;

PK-C: Proteina quinase-C

PMN: Polimorfonucleares;

PNPIC: Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares;
PNPMEF: Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos;

RENISUS: Relacio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de
Saude;

s.c.: Injec@o por via subcutanea;
SUS: Sistema Unico de Saide;

TGF-f: Fator de crescimento transformador beta;



TLR: Receptor toll-like;

TLR-1: Receptor toll-like do tipo 1;

TLR-2: Receptor toll-like do tipo 2;

TLR-6: Receptor toll-like do tipo 6;

TNF: Fator de Necrose Tumoral;

TRPV1: Receptor transitorio vaniléide-1;

UFGD: Universidade Federal da Grande Dourados;

VCAM-1: Molécula de adesdo vascular 1;



AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E
ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS
DE Piper vicosanum EM MODELOS EXPERIMENTAIS

RESUMO
Piper vicosanum é uma planta pertencente ao género Piper, utilizada na medicina
popular como diurético, analgésico e anti-inflamatério. Na literatura, ha relato da
atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial das folhas de Piper vicosanum, no entanto,
ainda ndo h4 trabalhos avaliando o efeito anti-inflamatério do extrato etandlico das
folhas de Piper vicosanum. Dessa forma o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do extrato etandlico das folhas de Piper
vicosanum (EEPV) em modelos experimentais em camundongos. Para tanto, o EEPV
foi testado por via oral em doses que variam de 100 a 700 mg/kg em modelo de
pleurisia e na microcirculagdo do leito mesentérico in situ, induzidos por carragenina.
Além disso, o EEPV foi testado por via oral na dose de 700 mg/kg nos modelos de
artrite e peritonite induzidos por zymosan. Também foram realizados testes de
nocicep¢do com injecdo intraplantar de formalina e contor¢des abdominais induzidas
pelo 4cido acético, onde os animais foram tratados com EEPV nas doses de 300 e 700
mg/kg. O EEPV foi capaz de inibir em 26 % (na dose 700 mg/kg) a migracdo de
leucécitos para a pleura induzida pela carragenina. Do mesmo modo, reduziu o
rolamento e adesdo de leucdcitos no modelo de microcirculacio in situ (na dose 300
mg/kg) em 48,48 % e 48,20 %, respectivamente. Nos modelos de artrite e peritonite
induzidos por zymosan, o tratamento com EEPV (na dose de 700 mg/kg) reduziu o
recrutamento de leucécitos em 40 % e 41 %, respectivamente. Na analise
antinociceptiva, EEPV exibiu atividade dose dependente (doses 300 e 700 mg/kg) nos
modelos de injecdo intraplantar de formalina e de contor¢des abdominais induzidos pelo
dcido acético. Nossos resultados demonstraram pela primeira vez o potencial

terapéutico do extrato etandlico das folhas de Piper vicosanum.

Palavras-chaves: Piper vicosanum; migracao de leucdcitos; nocicep¢ao; inflamacao;



EVALUATION OF THE ANTI-INFLAMMATORY AND
ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF THE ETHANOLIC EXTRACT
OF Piper vicosanum LEAVES IN EXPERIMENTAL MODELS

ABSTRACT
Piper vicosanum is a plant belonging to the genus Piper, used in folk medicine as a
diuretic, analgesic and anti-inflammatory. In the literature, there is a report of the anti-
inflammatory activity of the essential oil of Piper vicosanum leaves, however, there are
still no studies evaluating the anti-inflammatory effect of the ethanolic extract of the
leaves of Piper vicosanum. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
anti-inflammatory and antinociceptive effect of the ethanolic extract of the leaves of
Piper vicosanum (EEPV) in experimental models in mice. For this, the EEPV was
orally tested at doses ranging from 100 to 700 mg / kg in the pleurisy model and
carrageenin-induced in situ mesenteric bed microcirculation. In addition, EEPV was
orally tested at a dose of 700 mg / kg in zymosan-induced arthritis and peritonitis
models. Nociceptive tests with intraplantar formalin injection and abdominal
contortions induced by acetic acid were also performed, where the animals were treated
with EEPV at doses of 300 and 700 mg / kg. EEPV was able to inhibit the migration of
leukocytes to the pleura induced by carrageenin in 26% (at the dose 700 mg / kg).
Likewise, it reduced the bearing and adhesion of leukocytes in the in situ
microcirculation model (at 300 mg / kg dose) in 48.48% and 48.20%, respectively. In
zymosan-induced arthritis and peritonitis models, treatment with EEPV (at the dose of
700 mg / kg) reduced leukocyte recruitment by 40% and 41%, respectively. In the
antinociceptive analysis, EEPV showed dose-dependent activity (doses 300 and 700 mg
/ kg) in the models of intraplantar injection of formalin and of abdominal writhings
induced by acetic acid. Our results demonstrated for the first time the therapeutic

potential of the ethanolic extract of Piper vicosanum leaves.

Keywords: Piper vicosanum; leukocyte migration; nociception; inflammation;
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, sobretudo no tocante a
espécies vegetais (Ledo, 2007). Apoiado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (Who,
2002), quanto a difusdo e valorizagdo das plantas medicinais na aten¢do basica de sadde, o
Brasil instituiu em 2006 a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) (Brasil, 2006¢) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF)
(Brasil, 2006a). Em 2009, o Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos
Estratégicos divulgou a 1* Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Sadde (Renisus) (Brasil, 2009). Estes marcos regulatérios ampliaram o nimero de
municipios que disponibilizam fitoterdpicos na atencdo priméria de saide do Sistema Unico
de Saude (SUS) em trés vezes (Antonio et al., 2014).

Produtos naturais de origem vegetal com atividade anti-inflamatéria s@o considerados
uma fonte importante para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, podendo
minimizar os eventos adversos, quando comparado a medicamentos de uso convencional
(Ribeiro et al., 2018). O uso de fairmacos com potencial anti-inflamatério é de fundamental
importancia nos tratamentos iniciais de doencas inflamatdrias, tal como a artrite reumatdide,
no sentido de promover o alivio da dor decorrente do processo inflamatério na capsula
articular (Gegout et al., 1995). Além disso, e com base no uso popular, a busca por diferentes
principios ativos com potencial anti-inflamatério é fundamental (Silva et al., 2013; Carlino et
al., 2014) destacando-se plantas pertencentes ao género Piper.

Dentre alguns gé€neros de plantas medicinais, o género Piper possui espécies com
importancia medicinal (Di Stasi, 2002) e ornamental (Judd, 2009), dentre estes destaca-se
Piper nigrum L., popularmente conhecida como “pimenta-do-reino” (Semple, 1974). Apesar
de alguns representantes amplamente conhecidos, algumas espécies seguem com poucos
estudos relatados na literatura, como € o caso da Piper vicosanum.

Piper vicosanum foi relatada pela primeira vez em 1966 em Vicosa - Minas Gerais
(Carvalho-Okano e Alves, 1998) e sua descricdo de composicao botanica em 1972 (Yuncker,
1972; Carvalho-Okano e Alves, 1998), sendo posteriormente relatada como espécie endémica
em regides da mata atlantica brasileira (Geran Ri, 1972). Apesar de ndo haverem relatos
quanto ao uso popular da espécie Piper vicosanum, outras espécies do género Piper com
caracteristicas botanicas similares sio comumente utilizadas na medicina popular. A partir do
conhecimento da composi¢do particular do 6leo essencial de Piper vicosanum, sobretudo

quanto a presenca de compostos monoterpénicos, o presente trabalho realizou a avaliagdo da
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atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato etandlico das folhas de Piper

vicosanum em modelos experimentais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e o género Piper

Mesmo com o avanco tecnolégico que permitiu o desenvolvimento da medicina,
populacgdes de paises em desenvolvimento permanecem dependentes em até 80% de préticas
tradicionais para cuidados primdrios de saide e destas, 85% fazem uso de drogas vegetais ou
fitoterdpicos (Brasil, 2016; Wolkerstorfer et al., 2016). Tal limitacdo de acesso se deve a
insuficiéncia de recursos financeiros para obten¢do de medicamentos (Matias et al., 2013).

Neste contexto, como forma de melhoria das necessidades de saide publica e apds a
década de 90, no Brasil, com a cria¢do do Sistema Unico de Satde (SUS), houve a progressao
de politicas e diretrizes nacionais para a ampliacdo da oferta de praticas complementares no
cuidado primdrio de saide (Brasil, 2006a; b; 2008; 2009; 2016). Além disso, a integracdo de
plantas medicinais (droga vegetal e fitoterdpico) as politicas publicas permite a ampliacao do
arsenal terapéutico, renovacdo do conhecimento popular, preservacio ecoldgica e incentivo a
agricultura familiar (Rahman et al., 2004; Antonio et al., 2013).

No municipio de Dourados-MS, foi feita a identificacdo das espécies mais utilizadas na
medicina popular, estando as pertencentes a familia Piperaceae (10,8%) dentre as mais
utilizadas (Alves et al., 2008). Sendo P. alduncum, P. amalago e P. umbellata as espécies de
Piper relatadas, utilizadas na forma de infusdo das folhas no tratamento de queimaduras e de
problemas gastricos, além de finalidades analgésica e anestésica (Alves et al., 2008).

A familia Piperaceae apresenta 5 géneros, com mais de 3500 espécies de plantas no
mundo (Yang e Chen, 2017), sendo muitas espécies desta familia largamente conhecidas por
sua aplicacdo na medicina popular (Mesquita et al., 2006; Alves et al., 2008; Wang et al.,
2014). Dentre os diferentes géneros, estdo plantas que compdem o género Piper, constituido
por cerca de 2000 espécies (Prando et al., 2014).

Espécies de Piper sdo popularmente conhecidas como “pimenta”, “pariparobacaapeba”
e “falso jaborandi” (Kato e Furlan, 2007), além disso, algumas espécies de Piper possuem
fins comerciais na producdo de pimenta, dado o teor oleifero, possuindo também finalidade
medicinal, dentre outras (Junqueira et al., 2007; Kato e Furlan, 2007). A espécie de Piper

mais conhecida € a Piper nigrum (pimenta do reino), utilizada popularmente como
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condimento alimenticio (Gutierrez et al., 2013), com propriedades terapéuticas, demonstrando
atividades analgésica e anti-inflamatéria (Tasleem et al., 2014).

No tocante ao uso popular, espécies de Piper possuem aplicacdes medicinais como
emolientes, antirreumaticos, diuréticos, estimulantes, abortivos, anti-inflamatdrios,
antibacterianos, antifingicos, antidermatofiticos (Gutierrez et al., 2013), antitumorais
(Arroyo-Acevedo et al., 2015; Sanubol et al., 2017) e antiparasitarios (Prando et al., 2014).
As folhas e frutos sdo as principais partes utilizadas na forma de infusdo ou decocg¢do
(Gutierrez et al., 2013). Andlises fitoquimicas de diferentes espécies do género Piper
evidenciaram a presenca de alcaldides, amidas, lignanas, neolignanas e terpenos (Parmar et
al., 1997; Hoff Brait et al., 2015; Bernuci et al., 2016), sendo que diferentes substancias
presentes na composicdo fitoquimica de espécies de Piper sdo atribuidas atividade sobre
mediadores inflamatdrios, como TNF, IL-18, IL-6, PGE, (Wang-Sheng et al., 2017) e NF-xB
(Nandakumar et al., 2017; Soutar et al., 2017; Wang-Sheng et al., 2017).

Piper vicosanum € um arbusto, monopodial, com folhas e ramos glabros, apresentando
espigas eretas e curtas; flores monoclinas e desprovidas de perianto, com ovdrio supero,
uniovular e frutos drupdceos. Costuma crescer sob a sombra de outras arvores e troncos
(Geran Ri, 1972; Hoff Brait er al., 2015). Esta espécie de Piper ainda pouco estudada, mas
apresenta caracteristicas medicinais importantes. A composicdo do 6leo essencial de Piper
vicosanum coletado no Parque Estadual do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil, foi descrita por
cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas, tendo a constituicdo do 6leo
principalmente limoleno (45,5%), a-pineno (6,1%), piperitona (3,4%), beta-cariofileno
(1,4%), a-selineno (3,2%), delta-cadineno (2,2%), espatulenol (0,3%), 6xido de cariofileno
(0,4%), B-pineno (0,2%) e vestigios de Linalol e Germacreno D, evidenciando composicao
distinta de outras espécies de Piper encontradas nas Américas, central e do norte (Mesquita et
al., 2006). O oleo das folhas da Piper vicosanum apresenta atividade anti-inflamatéria que
pode estar associada a diversos compostos como limoneno, Y-elemene e (alfa)-alaskene (Hoff
Brait et al., 2015). O 6leo das folhas de Piper vicosanum ndo apresenta toxicidade aguda ou
genotoxicidade (Gutierrez et al., 2013; Hoff Brait et al., 2015).

Andlise fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Piper vicosanum (EEPV), foi
descrito com presencga de alcaldides, compostos fendlicos, taninos, esterdides e triterpendides
(Oesterreich et al., 2015). Apesar disso, estudos sobre a Piper vicosanum (figura 1) seguem

com poucos relatos na literatura em modelos experimentais de inflamacao e nocicepg¢ao.
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Figura 1: Arbusto de Piper vicosanum (Silva, 2013).

2.3 Inflamacao

Inflamag¢do é um processo bioldgico de identificacdo, regulacdo, contencdo e reparacao
do dano tecidual (Vodovotz et al., 2008; Oliveira Junior et al., 2016), caracteriza-se como
fendmeno complexo, ativado por meio da imunidade inata, humoral e celular, em resposta a
injuria tecidual, processo infeccioso ou exposicdo a contaminantes (Andrade et al., 2007).
Esse processo apresenta sinais clinicos caracteristicos, tais como dor, calor, edema, rubor e
perda de funcao (Lon et al., 2012).

O desenvolvimento do processo inflamatério envolve diferentes tipos celulares e
mediadores inflamatérios, de modo que a sinalizacdo por meio de segundos mensageiros e
proteinas plasmaticas permite o envolvimento coordenado e eficaz destas células (Mulla et
al., 2010). Em funcdo de diferengas marcantes, o processo inflamatério € classificado em duas
fases, aguda e cronica. Na fase inicial, aguda, com duragdo de poucas horas a alguns dias,
ocorre a formacao de edema, com presenga de exsudato e migracdo de células, principalmente
neutrdfilos. J4 a segunda fase, cronica, dura vdrios dias a meses. Destaca-se que na resposta
aguda, hd somente ativacdo da resposta imune inata. J4 na fase crOnica hd resposta
imunoldgica adaptativa e ativagdo da imunidade humoral e celular (Sherwood e Toliver-

Kinsky, 2004).
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Na fase aguda, a injuria € percebida por mastdcitos ou macréfagos presentes nos tecidos
por meio do reconhecimento de receptores de padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs) ou a danos (DAMPs), que liberam aminas pré-formadas e ativam citocinas pro-
inflamatdrias e eicosanoides. Estas substincias amplificam o sinal quimico e aumentam a
permeabilidade vascular, levando a formacdo do edema e recrutamento de leucdcitos
(Headland e Norling, 2015).

O influxo de neutréfilos ocorre por meio de proteinas transmembrana, selectinas e
intreginas, que permitem o rolamento e a adesdo dos neutréfilos ao longo do endotélio
inflamado (Diaz-Gonzalez et al., 1995). Ao final da fase aguda e inicio da fase cronica, ha
migracdo de mondcitos, que se diferenciam em macréfagos nos tecidos e iniciam a remog¢ao
de restos celulares, dando inicio a fase de resolucdo do processo inflamatério (Freire e Van
Dyke, 2013; Weinstock e Fisher, 2019).

Com a sinalizacdo de neutréfilos, ha liberacdo de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatoérias, que prolongam o tempo de vida de neutréfilos e permitem a quimiotaxia de
macréfagos. As principais citocinas liberadas sdo a interleucina-1p (IL-1P), interleucina-6
(IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral (TNF). Além disso, hé secrecdo de fator
estimulador de coldnias granulociticas e macréfagos (GM-CSF) e mieloperoxidase (MPO)
(Oliveira et al., 2011).

Ocorre ainda intensa migracdo celular que leva a degranulagcdo e burst oxidativo de
neutréfilos, com intensa producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), exercendo um
importante mecanismo para morte do agente invasor (Kaulmann e Bohn, 2014). A migra¢do
de macréfagos, mediada pela presenca de quimiocinas, citocinas e eicosanoides, ativa fatores
de transcri¢do responsdveis pela liberacdo de cicloxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico sintase
induzivel (iINOS), quimiocinas e citocinas (Kaulmann e Bohn, 2014; Song et al., 2019).

A acdo da fosfolipase-A, resulta na formacdo de prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos e leucotrienos, a partir da metaboliza¢do pela enzima cicloxigenase (COX-1 e
COX-2) (Hohjoh et al., 2014). A COX-1 € constitutiva e possui a¢ao fisioldgica citoprotetora
sobre a mucosa géstrica, manuten¢do da homeostase renal e agregacdo plaquetaria. J4 COX-2,
¢ frequentemente referida como isoforma induzida, envolvida na produ¢do de prostaglandinas
durante o processo inflamatério. Além do envolvimento em processos inflamatoérios, a COX-2
também esta relacionada com o crescimento e formacao tumoral (Silva et al., 2017).

A prostaglandina E, (PGE,) € o principal prostandide pro-inflamatério envolvido na
hipersensibilidade dolorosa, periférica e central (Hohjoh et al., 2014). A sensibilizagdo de

nervos aferentes, para condugdo de estimulos nocivos (Julius e Basbaum, 2001), ocorre por
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meio da ativagdo de canais de sddio e célcio, reduzindo o influxo de potdssio, e aumentando o
célcio intracelular nos neur6nios aferentes. Isso leva a ativagcao de receptores purinérgicos que
sensibilizam o receptor transitério vanildide-1 (TRPV1) e aumenta a sensibilidade de
receptores a bradicinina via proteina quinase (PK-A e PK-C) produzindo assim, hiperalgesia e
alodinia (Andrade et al., 2012). A sensibilizacao central via PGE, pré-sindptica ocorre quando
ha liberacdao de cdlcio e neurotransmissores como glutamato e substancia P. Ja& PGE, pds-
sindptica potencializa os receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA) e a-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) (Chen et al.,, 2013) e fosforila a liberacdo de
neurotransmissores inibitérios como a glicina (Harvey et al., 2004).

A resolucdo do processo inflamatério € mediada por citocinas anti-inflamatérios, anti-
proliferativas e pré-resolucdo, como as resolvinas (Bannenberg, 2009) e lipoxinas (Pirault e
Back, 2018), além do controle da migracdao de leucdcitos, edema, permeabilidade vascular e
da producdo de citocinas anti-inflamatérias (Alessandri et al., 2013; Chandrasekharan e

Sharma-Walia, 2015; Pirault e Back, 2018).

2.4 Anti-inflamatérios
2.4.1 Farmacos anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINEs)

AINEs representam a classe de medicamentos mais usados e prescritos do mundo
(Varga et al., 2017). No Brasil, cerca de 30% da populacio idosa utiliza AINES de maneira
continua, estando o paracetamol, ibuprofeno e diclofenaco de sédio, respectivamente, entre os
mais utilizados (Ely et al., 2015). Além disso, em populacdes especiais como gestantes e
criancas menores de 6 meses, apesar da existéncia de estudos que contestem a seguranca,
utilizam AINEs como o ibuprofeno com frequencia (Section on Clinical et al., 2011; Ben
Maamar er al., 2017). O uso destes se da em razao da efici€ncia no controle de sinais clinicos
da inflamacao (Ferreira, 2002).

O mecanismo de acdo dos AINEs, envolvido no controle da inflamacao, se d4 pela
inibicdo nao seletiva de isoformas da enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2) (Kawahara et
al., 2015) ou ainda seletivamente a8 COX-2 (Chen et al., 2008). Isto leva a reducao da sintese
de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanas, a partir do dcido araquidonico (Kawahara et
al., 2015). A inibi¢do das COX-1 e COX-2 permite o controle do processo inflamatério
(Marnett, 2009). No entanto, estd associado ao desenvolvimento de eventos adversos, como
efeitos gastrointestinais e complicacdes cardiovasculares (Tarp et al, 2012), além de

possiveis malformacdes fetais (Ben Maamar et al., 2017).
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2.4.2 Farmacos glicocorticoides (GC)

GC ou anti-inflamatérios esteroidais (AIEs) sdo hormdnios esteroides derivados do
metabolismo do colesterol, podendo ser endogenas ou exdgenas, com atividade mediada por
um conjunto de pelo menos 16 isoformas de receptor de glicocorticoide (GR) (Chrousos e
Kino, 2007). Essas isoformas sdo eficientes no controle inflamatério, além disso, apresentam
efeitos pleiotropicos atuando na regulacdo do metabolismo de proteinas, lipidios e
carboidratos; sistemas imunes inato e adaptativo; regulacdo homeostitica; processos
reprodutivos; no crescimento e fungdes cerebrais como excitagdo, cogni¢dao, humor, sono,
memoria e comportamento (Beck ef al., 2009; Bereshchenko et al., 2018).

Em funcdo da alta lipofilicidade, o GC possui passagem facilitada através da membrana
celular, isso permite a interacdo do GC ao receptor glicocorticoide citosélico (GCR), com a
formacao do complexo esteroide-receptor (Fernandes et al., 2008). Apds a transloca¢do do
complexo, hé ligacio ao DNA podendo desencadear a transcricdo génica de moléculas anti-
inflamatérias como a interleucina-10 (IL-10), interleucina-1Ra6 (IL-1Ra6), fator de
crescimento transformador beta (TGF-f) e uteroglobulina (Benson, 2005). Dessa forma, os
GC interferem na ativacdo de fatores de transcricdo, inibindo citocinas pré-inflamatérias
como IL-1, IL-6, TNF, NF-kB e também moléculas de adesao ICAM-1 e E-selectina (Longui,
2007; Bereshchenko et al., 2018).

Os principais representantes dessa classe sdo hidrocortisona, prednisona, prednisolona e
dexametasona. Doses farmacolégicas dos GC variam em funcdo do objetivo terapéutico
almejado, se anti-inflamatério, antialérgico ou imunomodulador. Quando usados por periodo
prolongado, hd amplificacdo de eventos adversos, podendo apresentar supressdo do eixo
hipotdlamo-pituitario-adrenal e sindrome de Cushing, até mudancas no estado mental (Spies

etal.,2011)

2.5 Modelos de inflamacio
2.5.1 Pleurisia induzida por carragenina

Conforme anteriormente relatado, a injecdo de carragenina (i.p.) leva a inflamacao
aguda da cavidade pleural, com extravasamento de leucdcitos polimorfonucleares na fase
inicial, principalmente neutréfilos, e macrofagos na fase tardia (Saleh et al., 1996), seguido da
producdo de citocinas pré-inflamatérias (Hajhashemi er al., 2010), caracterizando-o com
perfil bifasico (4 e 48h) (Saleh et al., 1999), com 4pice da infiltracdo e formacdo de edema na

quarta hora apés a administragao (Coelho, 2009).
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No modelo de pleurisia induzido por carragenina, ha liberacio de EROs,
especialmente NO (Tracey et al., 1995) e € observada atividade da iNOS sobre as células
inflamatoérias na cavidade pleural. A importancia do NO no processo inflamatério também foi
demonstrada em outros modelos de inflamacdo por carragenina, como no edema de pata
(Ialenti et al., 1992). Além disso, hd aumento dos niveis de mieloperoxidase (MPO), atuando
como marcador de migracdo leucocitdria na formagao do exsudato inflamatério (Krawisz et
al., 1984; Rao et al., 1993) e liberacdao de bradicinina. Assim, modulando a resposta
inflamatéria por meio do aumento da liberacio de MPO, migracdo leucocitiria e
extravasamento plasmatico (Hall, 1992; Marceau, 1995; Hall e Morton, 1997). Outra amina
pré-formada € a histamina, com importante papel no aumento da permeabilidade vascular,

formacdo de prostandides e secrecdo de citocinas (Frode, 2000).

2.5.2 Nocicepcao induzida pela formalina

Este modelo de nocicep¢do permite a inferéncia do mecanismo envolvido no controle
da dor (Randolph e Peters, 1997). Caracterizado por um padrido bifasico bem definido, o
comportamento dos modelos experimentais apds a injecao intraplantar de formalina, se define
em fase I ou neurogénica (0 a 5 minutos), com liberacdo neurotransmissores excitatorios,
substancia P e NO, o que permite a estimula¢do de nociceptores de fibras aferentes do tipo C
e, em parte, de fibras do tipo Ad, conduzindo assim o sinal nocivo. Ja a fase II ou inflamatéria
(15 a 30 minutos), ha liberacdo de mediadores inflamatérios como bradicinina, histamina,
citocinas e prostaglandinas (Dubuisson e Dennis, 1977; Hunskaar e Hole, 1987; Martins et
al., 2006).

O controle da resposta nociceptiva na fase I € realizada apenas por substancias que
atuam a nivel central, como analgésicos opidides, a exemplo da morfina, podendo estas
substancias atuarem também no controle da fase II. Em contrapartida, na fase II, cujo
mecanismo € mediado pela inibicdo da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e
prostaglandinas, o controle da nocicepcao € realizado por substancias de agdo periférica, a

exemplo dos AINEs (Rosland et al., 1990).

2.5.3 Contor¢oes abdominais induzidas pelo acido acético

A nocicep¢do induzida pela injecdo intraperitoneal de 4cido acético ¢ um modelo
classico amplamente aceito na pesquisa de substincias com atividade antinociceptiva, onde
tanto a dor neurogénica quanto a inflamatdria estdo envolvidas (Ossipov et al., 2010). Neste

modelo, o dcido acético induz contor¢cdes abdominais, caracterizadas pela contracdo do
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musculo abdominal em conjunto com o alongamento dos membros traseiros, tal modelo
permite a andlise do potencial antinociceptivo na dor aguda (Batista, 2016). Com o
desenvolvimento do efeito algésico pelo acido acético, ocorre a liberagcdo de mediadores
inflamatérios, como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas (Bahamonde et al.,

2013).

2.5.4 Peritonite induzida por zymosan

Ensaio utilizado para avaliacdo de atividade anti-inflamatéria aguda, por meio da
observagdo do nimero de leucécitos migrantes para a drea agredida. A ativagdo celular e a
liberacao de mediadores inflamatérios sao efeitos desencadeados pelo zymosan administrado
na cavidade peritoneal. Este modelo mimetiza o processo inflamatério agudo decorrente de

infec¢do induzida por leveduras (Kolaczkowska et al., 2008).

2.5.5 Artrite induzida por zymosan

O zymosan €é um agente flogistico utilizado tradicionalmente em modelos
experimentais, sendo obtido a partir da membrana de fungos Saccharomyces cerevisae
(Frasnelli et al., 2005). Seu uso como agente flogistico se d4 em fun¢do de induzir a formacao
de edema e a formacao de exsudato na regido, devido ao aumento da permeabilidade vascular
e transmigracdo de células PMN (Frasnelli et al., 2005). Além disso, o zymosan leva a
hipernocicep¢ao, entre 3 e 4 horas da inducdo (Rocha et al., 1999; Da Rocha et al., 2004).

O modelo de artrite induzida por zymosan foi utilizado para observa¢do do potencial de
reduc¢do do processo inflamatério na capsula articular, como forma de observar in vivo o
envolvimento do sistema imunoldgico e a inflamagdo desencadeada. Os sinais da artrite s@o
observados apds 6 horas da administracdo do agente flogistico (Gegout et al., 1995), que
coincide com o pico de infiltracdo celular (Rocha et al., 1999; Da Rocha et al., 2004). O
processo inflamatério é desencadeado pelo zymosan causa a liberagdo de citocinas pré-
inflamatérias que, por meio de receptores Tool-like 2, ativam o fator de transcri¢io NF-kB

(Ozinsky et al., 2000; Sato et al., 2003; Kawai e Akira, 2007).

2.5.6 Microcirculacio mesentérica in situ

Modelos experimentais de inflamacao tendo a carragenina como agente inflamatério
sdo classicamente utilizados. A carragenina é um polissacarideo sulfatado, obtido a partir do
musgo-da-irlanda (Chondrus crispus) (Di Rosa et al., 1972). A carragenina induz a migragdo

de neutréfilos por mecanismo indireto, ativa macréfagos, induz a secrecao de citocinas (TNF,
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IL-6, IL-1pB), formacdo de metabdlitos do dcido araquidonico e de EROs (Alencar et al.,
2010).

No tocante a microcirculacdo mesentérica, a migragcao celular do meio intravascular ao
tecido lesado € desencadeado em nivel microvascular, predominantemente em vénulas pos-
capilares, onde hd a interacdo de células do endotélio e moléculas de adesdo expressas por
neutrdfilos, induzidos por mediadores e citocinas inflamatérias (Smith, 1993; Edwards e
Hallett, 1997). No processo inflamatério agudo induzido pela carragenina, apds a expressao
de moléculas de adesdo, o endotélio vascular se torna suscetivel a interacdo, permitindo a
ocorréncia da rolagem, adesao, transmigracdo e diapedese para a area afetada (Calixto et al.,
2004). Tais processos sao mediados por citocinas como a interleucina-17 (IL-17), que sinaliza
a expressdo de moléculas de adesdo ao endotélio (E-selectina, VCAM-1 ou ICAM-1)

dependente da via p38-MAPK (Nogueira De Melo et al., 2011).

3 OBJETIVOS
GERAL
Determinar o potencial anti-inflamatério e antinociceptivo do extrato etandlico obtido a

partir das folhas de Piper vicosanum em modelos experimentais.

ESPECIFICOS
Verificar se o extrato etandlico das folhas de Piper vicosanum inibem:
1. A migragdo leucocitdria em modelos de pleurisia, artrite, peritonite e microcirculagao
in situ;
ii. A nocicep¢do em modelos de injecdo intraplantar de formalina e de contorcdes

abdominais induzidas pela injecao intraperitoneal de acido acético;
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EFFECT OF Piper vicosanum LEAF EXTRACT IN INFLAMMATION
AND NOCICEPTION MODELS IN MICE

Abstract

Background and Aims: Piper vicosanum is a plant used in folk medicine as a diuretic,
analgesic and anti-inflammatory. Anti-inflammatory activity of the essential oil of Piper
vicosanum leaves has been reported; nevertheless, there are no studies evaluating the anti-
inflammatory effect of the ethanolic extract of these leaves. Therefore, the objective of the
present work was to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive effects of the
ethanolic extract of Piper vicosanum leaves (EEPV) in experimental mouse models.

Methods: EEPV was orally tested at doses ranging from 100 to 700 mg/kg in carrageenan-
induced pleurisy and in situ mesenteric bed microcirculation models. EEPV was also orally
tested at 700 mg/kg in zymosan-induced arthritis and peritonitis models. Nociceptive tests
with intraplantar formalin injection and acetic acid-induced abdominal writhing were also
performed, where the animals were treated with EEPV at 300 and 700 mg/kg.

Results: EEPV inhibited the migration of leukocytes into carrageenan-induced inflamed
pleura in 26% (at 700 mg/kg). Likewise, EEPV reduced the migration and adhesion of
leukocytes in an in situ microcirculation model (at 300 mg/kg dose) by 48.48% and 48.20%,
respectively. In the zymosan-induced arthritis and peritonitis models, EEPV (at 700 mg/kg)
reduced leukocyte recruitment by 40% and 41%, respectively. In the antinociceptive analyses,
EEPV exhibited dose-dependent effects (300 and 700 mg/kg) against intraplantar injection of
formalin and acetic acid-induced abdominal writhing.

Conclusions: We demonstrated for the first time the anti-inflammatory, antiarthritic and
antinociceptive effects of the ethanolic extract of Piper vicosanum leaves, highlighting the

therapeutic potential of the species for control of inflammation and nociception.

Keywords: Piper vicosanum, leukocyte migration, nociception, inflammation
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Introduction

The diffusion and application of plant drugs and herbal medicines in the Brazilian public
health system has increased over the last 20 years. National health conferences and guidelines
[1,2] allowed the regulation and addition of medicinal plants into complementary health
policies [3]. Furthermore, the inclusion of these items into the therapeutic arsenal generated
synergies in popular wisdom, ecological preservation and incentives for family agriculture
[4].

Plant-derived products with anti-inflammatory and analgesic activity are important
sources for the development of new therapeutic agents and are aimed developing products
able to minimize conventional drug-mediated adverse effects, including gastrointestinal tract
irritation and alteration in renal function, among other functions [5,6]. Furthermore, the use of
plant-derived products with analgesic [7] and anti-inflammatory [8] potential are of
fundamental importance for the treatment of inflammatory pain as well as initial treatment of
inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis [9].

The family Piperaceae is composed of 5 genera, with more than 3500 species of plants
[10], including shrubs, herbs and vines. In the Brazilian biome, they are found in the Amazon,
Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest [11]. Many species that make up this family are known
for their applications in folk medicine [12-14], in particular the genus Piper, with more than
2000 species. In Brazil, about 300 Piper species are found, of which approximately 200 are
endemic [11].

Several species of Piper are used in folk medicine as emollients, antirheumatics,
diuretics, stimulants, abortifacients, anti-inflammatories, antibacterials, antifungals, and
antidermatophytics [15]. There have also been descriptions of antitumor and antiparasitic
potentials [16-18]. Alkaloids, amides, lignans, neolignans and terpenes are frequently found

in these species [19-21]. In anti-inflammatory analyses of Piper species, the mechanisms
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frequently observed include inhibition of inflammatory mediators, including TNF, IL-1p, IL-
6, PGE2 as well as inhibition of NF-kB transcription [22-24]. A study carried out in
Dourados, MS, Brazil, identified the medicinal species most used in popular medicine, and
found that the family Piperaceae (10.8 %) was among the most used. Piper aduncum (‘“‘false
jaborandi”) and Piper amalago (“jaborandi”), were reported among with the most used
species as analgesics, anesthetics, burns treatments and gastric problem treatments [12].
Nevertheless, some species of the genus Piper continue to be poorly documented in the
literature, as is the case of Piper vicosanum [16,20].

Piper vicosanum is a shrub found mainly in the Brazilian Atlantic forest [20,25].
Phytochemical analysis of the ethanolic extract of the leaves revealed the presence of
alkaloids and phenolic compounds, tannins, steroids and triterpenoids, a composition different
from those of other species in the genus [26]. A study using leaf essential oil of Piper
vicosanum demonstrated the anti-inflammatory potential of the plant and did not identify
acute toxicity or genotoxicity [20]. Nevertheless, there are no reports of the anti-inflammatory
and antinociceptive activity of the ethanolic extract of Piper vicosanum leaves (EEPV) in
experimental models.

In view of the need to expand the therapeutic strategies for the treatment of
inflammatory diseases, we analyzed the response to EEPV in experimental models of
inflammation: in situ microcirculation, carrageenan-induced pleurisy, and zymosan-induced
arthritis and peritonitis. In addition, antinociceptive activity was evaluated using the formalin-

induced nociception and acetic acid-induced abdominal writhing tests.

Materials and methods

Preparation of the ethanolic extract of Piper vicosanum leaves (EEPYV)
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The species Piper vicosanum was collected in February 2017 in Dourados, MS, Brazil,
(coordinates 22°12°37.8” S, 54°55°2.6” W) and identified by comparison with dried
exemplars (DDMS 4411) by Maria do Carmo at UFGD. In addition, the use of the species
was duly registered and approved by the National System for Management of Genetic
Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen Registry number AEO32EB).

Leaves (1430 g) were dried at room temperature, pulverized, and subjected to three
extractions by maceration with 70% ethanol for 7 days. The extract was concentrated in a
reduced-pressure rotary evaporator and dried in a hood. A total of 203 g of ethanolic extract

were obtained, as previously described [26].

Animals

Male Swiss mice (n=168, mean weight between 25 and 30 g) mice were allocated to
polypropylene boxes in the Central Warehouse of the Federal University of Grande Dourados
(UFGD). Subsequently, they were transferred to the Regional Warehouse of the Faculty of
Arts and Sciences (FCS) or UFGD and were maintained in controlled light conditions (12 h
light/dark) and temperature (mean 23 + 2 °C), receiving water and commercial feed ad
libitum. On the day of the experiment, they were taken to the laboratory for adaptation 60
minutes before the start. Anesthesia were induced with 20 pL of 10 mg/kg xylazine 2% + 100
mg/kg ketamine 10% intraperitoneally. When the animals were to be euthanized, we used a
solution 100 pL xylazine 2% + 100 pL of ketamine 10% intraperitoneally. The experiment
was conducted according to the animal rights guidelines with the approval of the UFGD

Committee on Animal Ethics under number 37/2017.

Carrageenan-induced pleurisy
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The animals were divided into six groups of six mice each: The control and naive groups were
treated with saline solution (0.9 %); the groups treated with oral EEPV at 100, 300 and 700
mg/kg; and the reference group receiving dexamethasone at 1 mg/kg IP. All the animals
(except the naive group that received 100 pL of sterile saline 09 % intrapleural) received 100
uL intrapleural injections of carrageenan 1% (500 pg/cavity) 60 min after the treatments [27].
After 4 hours, the animals were euthanized for collection of pleural exudates in 1 ml of PBS-
EDTA. Subsequently, samples were centrifuged at 2500 rpm for 10 min, the supernatants
were discarded and the pellets were resuspended in 0.5 ml PBS-EDTA. Aliquots of 50 uL of

samples were taken for counting total leukocytes in a Neubauer chamber [28].

Formalin-induced test of nociception

For the formalin test, mice were divided in 5 groups of 6 mice each. The experimental groups
were treated with oral EEPV (300 and 700 mg/kg); the vehicle group was treated with oral
sterile saline (0.9%); and the morphine group was treated with 5 mg/kg, subcutaneously. After
6 60 of administration of the treatment, the animals received intraplantar injections of
formalin 2.5% (20 pL/animal) in the right rear paw. After administration of formalin, the
animals were placed individually under a glass funnel, and the time the animals spent licking
the right hind paw was timed in two phases (phase I: 0 to 5 min; phase II: 15 to 30 min). Time
zero was considered immediately after formalin injection. At the end of phase 2 (30 min),
cold sensitivity tests (allodynia) were performed with the application of 20 pL. of acetone
topically on the right hind paw. After 60 minutes, paw edema analysis was performed using a

plethysmometer. At the end, the animals were euthanized [29].

Acetic acid-induced abdominal writhing test
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For the abdominal writhing test, the animals were distributed in 5 groups of 6 mice each. The
EEPV groups were treated with oral doses of 300 and 700 mg/kg. The vehicle group was
treated with sterile saline solution (0.9 %); and the morphine group was treated with 5 mg/kg,
subcutaneously. After 60 minutes, we administered acetic acid 0.8% (0.1 ml/10 g)
intraperitoneally and observed behavior for over 20 minutes [30]. At the end the animals were

euthanized.

The zymosan-induced peritonitis model

To test the effect of EEPV in the peritonitis model, the mice were distributed in 4 groups of 6
mice each). The naive group received injections of saline (0.9 % and treatment with vehicle
(aqueous solution of Tween 80 0.5 %); the vehicle group received injection of zymosan and
treatment with vehicle; the treated group was injected with zymosan and EEPV 700 mg/kg;
the reference group received injections of zymosan followed by dexamethasone 1 mg/kg.
Peritonitis was induced by intraperitoneal (IP) injection of 300 uL zymosan at 1 mg/cavity.
The animals received oral (gavage) vehicle or EEPV 60 min after IP zymosan injection. After
6 hour, the animals were euthanized and the peritoneal cavities were washed with PBS-EDTA
(pH 7.4), after which peritoneal exudates were collected and centrifuged at 1000 rpm for 10

min. The pellets were resuspended to count leukocytes in a Neubauer chamber [31].

Zymosan-induced arthritis model

The animals were distributed in 4 groups of 6 animals each. The control and naive groups
were treated with saline (0.9 %); the treatment group was treated with EEPV 700 mg/kg
orally; and the reference group received dexamethasone at 1 mg/kg IP. After 60 min of
treatment, all animals received 20 pL injections of zymosan (500 pg/cavity) behind the

suprapatellar tendon of the left knee space [32,33]; the naive group received an equal volume
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of sterile saline (0.9 %). The control animals received intra-articular injections of equal
volumes of saline. After 4 and 6 hours of induction, the animals, the animals had the edema
volume measured using a digital micrometer.

For analysis of intra-articular migration, 6 hours after induction of arthritis, the
animals were euthanized. After exposure of the joint, cavity lavage was performed with 4
aliquots of 2.5 uLL PBS-EDTA to collect exudates. We added 40 pl Turk's liquid to a cryotube
tube with 10 pl of the wash. Leukocyte counts were then performed using the Neubauer

chamber [32,33].

Microcirculation in situ

The rolling and adhesion of the leukocytes in the vascular endothelium were evaluated
in the mesentery of the mice. The animals were distributed in 4 groups of 6 animals each.
After IP injection of carrageenan (500 pg/cavity), with the exception of the control animals,
who received saline solution (0.9 %), EEPV (300 mg/kg), indomethacin (5 mg/kg SC) or
vehicle (0.5% aqueous Tween 80) were given orally for 60 min before carrageenan injection
in their respective groups. Two hours after injection of the phlogiston agent, the animals were
anesthetized, and the mice were placed on a special plate, thermostatically controlled at 37
°C, with a transparent platform for transillumination of mesenteric tissue, exposed by surgical
incision and fixed for microscopic analysis in situ. The vessels selected were post-capillary
venules with diameters of 15-25 pum. The number of rolling leukocytes was determined at 10-
minute intervals. Leukocytes were considered adherent to the venous endothelium when they
adhered for a period equal to or greater than 30 seconds. At the end, the animals were

euthanized [31].

Statistical analysis
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The results were presented as + standard deviation of the mean (SD). To compare the
differences of the results between the groups, one-way statistical analysis of variance
(ANOVA) was used, followed by the Newman-Keuls test using GraphPad Prism 5.0

software. Differences were considered significant when p <0.05.

Results

Effects of EEPV on carrageenan-induced pleurisy
The dose of 700 mg/kg EEPV inhibited (p < 0.01) leukocyte recruitment 26% compared to
the group treated with vehicle. The group treated with dexamethasone showed 81% inhibition

(Figure 1).
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Figure 1. Evaluation of leukocyte recruitment in a carrageenan-induced pleurisy model. Treatment with EEPV
at 100, 300 700 mg/kg, oral; vehicle — sterile saline 0.9%, oral; and positive control - dexamethasone 1 mg/kg,
subcutaneously. The naive group (### P < 0.001, significantly different from the vehicle group), was equal
amounts of saline solution 0.9%. Bars represent mean + SE. Asterisks indicate levels of significance: ** p <0.01;
*##% p <0.001, comparing treated and control groups. Unidirectional analysis of variance (ANOVA) followed by
the Newman-Keuls test.

Evaluation of antinociceptive effect of formalin-induced EEPV
Antinociceptive activity was observed with treatment in animals receiving treatment
following intraplantar injection of formalin. In stage 1 we observed inhibition of pain

sensation at 300 and 700 mg/kg, respectively, 81% and 78%, respectively (Figure 2A). In
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phase 2, the inhibition was 93% and 68%, respectively (Figure 2B). None of the doses tested
showed paw edema activity (Figure 2C). In the cold response test, the inhibition results were
70% and 74% for 300 and 700 mg/kg, respectively. The same result was observed for the

group treated with morphine, with total inhibition of the nociceptive stimulus (Figure 2D).
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Figure 2. Effect of treatment with EEPV in a model of formalin-induced nociception. The animals were treated
with 300 or 700 mg/kg; vehicle group received orally saline solution (0.9%); and the morphine group received
subcutaneous doses of 5 mg/kg. Antinociceptive activity observed through phases I (Figure 2A) and II (Figure
2B). Sensitivity to cold with acetone after 30 min of intraplantar formalin injection (Figure 2C). Edema
evaluated 1 h after intraplantar injection of formalin 2.5% (Figure 2D). Bars represent mean + SE. Asterisks
indicate levels of significance: ** p <0.01; *** p <0.001, comparing treated and control groups. Unidirectional
analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test.

Effect of EEPV on the nociceptive control of acetic acid-induced abdominal writhing
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In the analysis of the antinociceptive effect of EEPV on acetic acid-induced abdominal
writhing, a significant effect was observed at both doses (300 and 700 mg /kg), 36% and 44%,

respectively. The morphine group showed total inhibition of the effect (Figure 3).
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Figure 3. Effect of EEPV treatment on acetic acid-induced abdominal writhing. After injection of acetic acid
0.8% IP, the count of the number of writhings. Bars represent mean + SE. Asterisks indicate levels of
significance: ** p <0.01; *** p <0.001, comparing treated and control groups. Unidirectional analysis of
variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test.

Analysis of the effect of EEPYV on the zymosan-induced peritonitis model
In the analysis of zymosan-induced peritonitis, 700 mg/kg EEPV caused a 41% reduction

compared to the control (**p<0.01, Figure 4).
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Figure 4. Leukocyte migration in the zymosan-induced peritonitis model. Treatment with oral EEPV at 700
mg/kg; vehicle group treated with 0.9% oral sterile saline solution; and dexamethasone group treated with 1
mg/kg (SC). # indicates the statistical comparison between the naive group and the control group (P<0.001).
Bars represent mean + SE. Asterisks indicate levels of significance: ** p <0.01; *** p <0.001, comparing treated
and control groups. Unidirectional analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test.
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EEPYV activity in zymosan-induced arthritis

In the zymosan-induced arthritis model, in terms of joint edema formation, EEPV did not
cause significant differences (Figure 5A and 5B). In the evaluation of leukocyte recruitment,
we observed a significant difference in the EEPV group at 700 mg/kg (*** p <0.001), with
maximum inhibition of 40%, similar to that of the dexamethasone-treated group, with

maximum inhibition of 54% (Figure 5C).
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Figure 5. Effect of EEPV on the zymosan-induced arthritis model. Evaluation of knee edema after 4 (A) and 6 h
(B) and recruitment of leukocytes (C) induced by zymosan. Treatment with oral EEPV at 700 mg/kg, vehicle
group treated with oral sterile saline solution 0.9% and dexamethasone group treated with 1 mg/kg (SC). #i##
indicates the comparison between the naive and vehicle groups (P<0.001). Bars represent mean + SE. Asterisks
indicate levels of significance: ** p <0.01; *** p <0.001, comparing treated and control groups. Unidirectional
analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls test.
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Effects of EEPV on mesenteric in situ microcirculation

Carrageenan injection (IP) significantly augmented rolling (Figure 6A) and adhesion (Figure
6B) of leukocytes in the endothelium, 2 h after stimulation with carrageenan, compared with
vehicle. Oral pre-treatment with EEPV (300 mg/kg) significantly diminished leukocyte
rolling by 48.84%, and adhesion by 48.2%. Indomethacin reduced leukocyte rolling by

59.67% and adhesion by 49.51%.
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Figure 6. The effect of EEPV on carrageenan-induced leukocyte rolling (A) and adhesion (B). Mice were pre-
treated orally with EEPV (300 mg/kg), indomethacin (5 mg/kg) or vehicle. Treatment with oral EEPV at the
dose of 300 mg/kg, control treated with oral sterile saline solution 0.9% and indomethacin group at 5 mg/kg IP.
After 60 min, saline or carrageenan was injected IP. Leukocyte rolling (A) and adhesion (B) was evaluated by
using intravital microscopy of the mesentery 2 h later. ### indicates comparison between naive and control
groups (P<0.001). Bars represent mean + SE. Asterisks indicate levels of significance: ** p <0.01; *** p <0.001,
comparing treated and control groups. Unidirectional analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-
Keuls test.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first report of the anti-inflammatory, antiarthritic and
antinociceptive effects of Piper vicosanum leaf ethanolic extract (EEPV), on in vivo models
of inflammation (carrageenan-induced pleurisy and mesenteric in situ microcirculation,
zymosan-induced arthritis and zymosan-induced peritonitis) and nociceptive models

(formalin-induced nociception test and acetic acid-induced abdominal writhing test).
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In carrageenan-induced inflammation, a two-stage process is observed: an acute phase
(60 to 120 minutes), where there is the release of preformed inflammatory mediators,
including histamine, serotonin and kinins; and a late phase (180 to 360 minutes), with release
of prostanoids and reactive oxygen species (ROS) [34-36]. We demonstrated that EEPV
exhibits anti-inflammatory activities capable of inhibiting carrageenan-induced inflammation.

A study demonstrated that alpha-pinene (a compound present in the essential oil of
Piper vicosanum) reduced leukocyte recruitment in acute inflammation models by inhibiting
the production of proinflammatory cytokines, prostaglandins and nitric oxide [37]. Therefore,
because in our study we observed reduction of the inflammatory process, we suggest that the
EEPV effect may be related to the inhibition of these mediators.

Zymosan is a polysaccharide obtained from the membrane of the yeast Saccharomyces
cerevisiae [38]. It is frequently used as an inducing agent for inflammation in various
experimental models. Zymosan activates toll-like receptors (TLR-1, TLR-2 and TLR-6) in
inflammatory cells [38] and activates the NF-xB pathway with consequent release of
proinflammatory cytokines such as TNF, IL-1f and IL-6 and ROS [39-42].

Zymosan-induced arthritis in the knee joints of the mice evolves with increased vascular
permeability, leukocyte migration and pain. This process is caused by large influx of
neutrophils into the region of the joint capsule that leads to the development of the
inflammatory process [40]. The presence of limonene (45.5%)e a-pinene (5.1 %) found in the
essential oil of this species [13] may contribute significantly to the anti-inflammatory effect of
EEPV seen in the zymosan-induced arthritis and peritonitis models; there have been reports
that these substances are related to the inhibition of zymosan-induced MAPK and NF-xB
leading to the reduction of proinflammatory cytokines such as IL-6, TNF and NO [43,44].

In the zymosan-induced arthritis test, EEPV showed no anti-edematogenic activity.

However, after 6 h of induction of the inflammatory process, at the peak of articular exudate
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generation, with intense leukocyte migration, we observed inhibition with administration of
EEPV and dexamethasone. In previous work by our research group with leaf essential oil of
Piper vicosanum, anti-inflammatory activity was observed in a carrageenan-induced paw
edema model [20].

To verify the stage in leukocyte migration at which EEPV interferes, we performed an
in situ microcirculation assay. In this assay, we observed decreased leukocyte rolling in
animals treated with EEPV and indomethacin, possibly associated with inhibition of the
expression of adhesion molecules such as L-selectin [45]. Oesterreich et al. described the
presence of triterpenic compounds in EEPV [16]; in addition, there are studies that support
our results obtained on rolling and leukocyte adhesion, many of which relate to activities of
terpene compounds [46,47].

The analysis of the results obtained in the nociception, intraplantar formalin injection
and acetic acid-induced writhing models showed dose-dependent inhibition of inflammatory
pain in mice. Although they are simple tests, they are sensitive to measure effects on opioid
receptors (phase I) and on the prostaglandin pathway (phase II), as with NSAIDs [29].

Several studies using R-(+)-limonene have demonstrated its antinociceptive potential of
[48,49]. It was reported that limonene comprises 45.5% of the volatile oils present in the
composition of P. vicosanum extracts [13]. Therefore, it is possible that the high content of
this monoterpene may be responsible for the reduction of nociception induced in the

intraplantar formalin model and the acetic acid-induced abdominal writhing model.

Conclusion
For the first time, we report on the effects of EEPV in models of inflammation, zymosan-

induced arthritis and nociception models.



44

In the present study, the various experimental models demonstrated that the EEPV has
important anti-inflammatory, antiarthritic and antinociceptive activities. From analysis of
inflammation, arthritis and nociception models, our data support the suggest anti-
inflammatory activity in terms of inhibition of leukocyte migration, characterized by
reduction of leukocyte infiltration, adhesion and rolling. Antinociceptive activity was also
observed in the intraplantar formalin injection model and the acetic acid-induced abdominal

writhing model. Taken together, the data suggest that EEPV has therapeutic potential.
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6 ANEXOS

6.1 Parecer de aprovacao do comité de ética

MINISTERIO DA EDUCACAO
FUNDAGCAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE P()S-GRADUA(}AO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Atividade anti-inflamatoria,
analgésica e antidepressiva de Piper vicosanum”, registrada sob o protocolo
de n°® 37/2017, sob a responsabilidade de Cindida Aparecida Leite Kassuya e
Armando Jorge Junior — que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em

reunido de 17/11/2017.

Dourados-MS, 30 de margo de 2018.

Finalidade

( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo

22/04/2018 a 31/03/2019

Espécie/linhagemy/raca

Rattus norvegicus — Wistar / Mus musculus

NO de animais

255

Peso/idade 60 dias
Swiss — 147 machos e 48 fémeas/ Wistar - 60
Sexo
machos
. Biotério Central da Universidade Federal da
Origem

Grande Dourados- UFGD

Sprelie. Voo fupudoen

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA

Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFGD — Rua Joao Rosa Gées, 1761 — Vila Progresso

Dourados/MS. E-mail: cenva@ufgd.edu.br
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6.2 Certidao do Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen)

Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n? AE032EB

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestéao
do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagéo néo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: AE032EB

Usuario: ARMANDO JORGE JUNIOR
CPF/CNPJ: 010.674.591-38

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Piper vicosanum
Piper vicosanum
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Atividade anti-inflamatéria, analgésica e antidepressiva de Piper vicosanum
Equipe

Candida A. Leite Kassuya UFGD

Marcia Midori Shinzato UFGD

Laura Priscila Toledo Bernal HU-UFGD

Joyce Alencar UFGD

Maicon Matos Leitdo UFGD

Paulo Cesar de Paula Vasconcelos HU-UFGD

Marcia Strassburger Aratjo HU-UFGD

Jorge Sales de Almeida HU-UFGD

Jefferson Teodoro HU-UFGD

Armando Jorge Jinior HU-UFGD

Data do Cadastro: 11/02/2018 00:15:22 El E
Situacéo do Cadastro: Concluido 1:

Conselho de Gestao do Patriménio Genético



