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Análise toxicológica, anti-inflamatória e anti-nociceptiva do extrato etanólico 

e frações obtidas das folhas de Piper glabratum Kunth 

 

RESUMO 

 

A inflamação e a dor estão presentes em várias doenças como diabetes, câncer, artrite 

reumatoide e dislipidemias. As plantas medicinais são importantes para a pesquisa científica e 

desenvolvimento de novas terapias farmacológicas. Entre elas a Piper glabratum, por seu uso 

popular no tratamento de feridas e edemas, já possuindo evidencias científicas de efeito anti-

inflamatório e analgésico. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi realizar a análise fitoquímica 

e avaliar a toxicidade, atividade anti-inflamatória e anti-nociceptiva do extrato etanólico das 

folhas de P. glabratum (EEPG), e das frações hexânica (HXPG) e hidroalcóolica (HAPG) 

obtidas a partir do extrato, em modelos experimentais em animais. A avaliação toxicológica foi 

realizada a partir de ensaios de toxicidade aguda e genotoxicidade, além da avaliação do 

potencial quimiopreventivo do extrato etanólico. Foi demonstrado a baixa toxicidade do 

extrato, sendo a DL50 superior a 2000 mg/Kg, e um possível efeito quimiopreventivo do extrato 

frente a agentes indutores de dano ao DNA. A análise fitoquímica de HXPG, realizada por 

cromatografia em coluna de sílica e cromatografia em camada delgada preparativa, evidenciou 

a presença e isolamento de Fitol (17mg) e uma mistura de estigamastrol e β-sitosterol (14mg). 

A HAPG em cromatografia em fase reversa (C18), demonstrou a presença de dois compostos 

da classe dos flavonóis glicosilados. O potencial biológico foi determinado pelos testes de 

pleurisia e edema de pata induzidos por carragenina, dor espontânea induzida por formalina e 

inflamação articular induzida por zymosan, sendo observada a resposta nociceptiva espontânea, 

mecânica e térmica ao frio, formação de edema, migração leucocitária e exsudação proteica. 

Pode-se observar que no modelo de pleurisia induzida por carragenina, todos os tratamentos, 

mas não a dose de 30mg/Kg de EEPG, reduziram a migração leucocitária e apenas a dose de 

300mg/Kg de EEPG e HXPG (19,5mg/Kg) reverteram a exsudação proteica. O EEPG (30, 100 

e 300mg/Kg), a HXPG e HAPG (83,37mg/Kg), diminuíram o edema, hiperalgesia mecânica e 

térmica ao frio no modelo de edema de pata induzida por carragenina, com ênfase a HXPG e 

dose de 300mg/Kg de EEPG. No modelo de dor espontânea, EEPG (300mg/Kg), HXPG e 

HAPG, preveniram a formação de edema e alodinia ao frio, entretanto, apenas HXPG diminuiu 

a dor espontânea. Os tratamentos de 300mg/Kg de EEPG e HXPG foram testados frente a 

infamação articular induzida por zymosan, onde ambos reduziram a formação de edema, 



 

hiperalgesia mecânica e migração leucocitária de forma bastante semelhante. Concluímos que 

o EEPG e frações possuem atividade anti-inflamatória e analgésica, e que esta ação 

farmacológica pode estar relacionada a supra regulação de NFkB, induzida pela presença de 

fitol, estigmasterol e β-sitosterol encontrados na fração hexânica. 

 

Palavras-chave: Toxicidade; Inflamação; Jaborandi; Nocicepção; Quimioprevenção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Toxicological, anti-inflammatory and anti-nociceptive analysis of the 

ethanolic extract and fractions obtained from Piper glabratum Kunth leaves 

 

ABSTRACT 

 

Inflammation and pain are present in various diseases such as diabetes, cancer, rheumatoid 

arthritis and dyslipidemias. Medicinal plants are important for scientific research and 

development of new pharmacological therapies. Among them, Piper glabratum, for its popular 

use in the treatment of wounds and edemas, already possessing scientific evidences of anti-

inflammatory and analgesic effect. The objective of this study was to evaluate the toxicity, anti-

inflammatory and anti-nociceptive activity of the ethanolic extract of P. glabratum (EEPG) 

leaves and the hexanic (HXPG) and hydroalcoholic fractions (HAPG) obtained from the 

extract, in experimental models in animals. The toxicological evaluation was carried out from 

acute toxicity and genotoxicity tests, in addition to the evaluation of the chemopreventive 

potential of the ethanolic extract. The low toxicity of the extract was demonstrated, with the 

DL50 higher than 2000 mg/kg, and a possible chemopreventive effect of the extract against 

DNA damage inducing agents. The phytochemical analysis of HXPG, performed by silica 

column chromatography and preparative thin-layer chromatography, showed the presence and 

isolation of Fitol (17mg) and a mixture of stigmellastrol and β-sitosterol (14mg). HAPG on 

reverse phase chromatography (C18), demonstrated the presence of two compounds of the class 

of glycosylated flavonols. The biological potential was determined by the tests of pleurisy and 

paw edema induced by carrageenan, spontaneous pain induced by formalin and zymosan 

induced joint inflammation, being observed the spontaneous mechanical and thermal 

nociceptive response to cold, formation of edema, leukocyte migration and exudation protein. 

It can be observed that in the carrageenan-induced pleurisy model, all treatments, but not the 

30 mg/kg dose of EEPG, reduced the leukocyte migration and only the 300 mg/kg dose of 

EEPG and HXPG (19.5 mg/kg ) reversed protein exudation. The EEPG (30, 100 and 300 

mg/kg), HXPG and HAPG (83.37 mg/kg) decreased edema, mechanical and thermal 

hyperalgesia in the carrageenan-induced paw edema model, with emphasis on HXPG and dose 

of 300 mg/kg of EEPG. In the spontaneous pain model, EEPG (300 mg/kg), HXPG and HAPG, 

prevented cold edema and allodynia, but only HXPG reduced spontaneous pain. The 300 mg/kg 

treatments of EEPG and HXPG were tested against zymosan-induced joint inflammation, 

where both reduced the formation of edema, mechanical hyperalgesia and leukocyte migration 



 

in a very similar way. We conclude that the EEPG and fractions have anti-inflammatory and 

analgesic activity, and that this pharmacological action may be related to the up-regulation of 

NFκB, induced by the presence of phytol, stigmasterol and β-sitosterol found in the hexane 

fraction. 

 

Keywords: Toxicity; Inflammation; Jaborandi; Nociception; Chemoprevention.   
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os processos inflamatório e doloroso estão presentes em várias doenças como diabetes, 

câncer e artrite reumatoide, entre outras.  Diversos mediadores participam ativamente, tais 

como as prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, óxido nítrico e moléculas de adesão 

(OLIVEIRA JÚNIOR, et al., 2016).  

Em processos de inflamação articular, como na artrite reumatoide, pode ocorrer, como 

consequência, a expressão de sinais, tais como: dores constantes, hipersensibilidade em 

resposta para os estímulos térmicos e mecânicos, interferindo dessa maneira no funcionamento 

normal do sistema nervoso periférico e central (GOELDNER et al., 2011). Neste sentido, 

modelos experimentais em animais e os estudos clínicos têm sido utilizados para entendimento 

da complexa neurobiologia da dor e da inflamação, bem como o mecanismo de 

desenvolvimento de doenças inflamatórias (CARLINHO, et al., 2014).   

Atualmente, as estratégias terapêuticas para o controle e alívio da inflamação e dor, são 

restritas a medicamentos que quando utilizados cronicamente, apresentam efeitos adversos que 

por vezes sobrepõem os seus efeitos farmacológicos ou benéficos. Neste sentido, o 

desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas para o tratamento da dor e inflamação, 

tem se mostrado útil e clinicamente plausível (ELY et al., 2015).  

A fitoterapia mostra-se uma importante opção ou ferramenta farmacológica sendo uma 

excelente alternativa como exemplo destas novas estratégias.  Trabalhos de vários grupos de 

pesquisa mostram que extratos brutos e/ou purificados, bem como suas frações obtidas de 

diferentes partes de plantas, apresentam eficácia farmacológica contra a nocicepção e resposta 

inflamatória em modelos experimentais e estudos clínicos (MALAIRAJAN et al., 2006; 

VISCARDI et al., 2017). 

Neste sentido, plantas do gênero Piper, pertencente à família Piperaceae, que possui 

mais de 2000 espécies, têm sido quimicamente estudadas como fonte favorável de metabólitos 

secundários com atividade anticonvulsivante, ansiolítica, anti-inflamatória, anti-hiperalgésica, 

antiparasitárias e diuréticas (NAKAMURA et al., 2006; AMORIM et al., 2007; BARBOSA-

FILHO et al., 2008).  

Estudos mostram que P. glabratum têm atividade antiparasitária contra Leishmania spp. 

e Trypanosoma cruzi, atividade diurética, antidepressiva, atividade anti-inflamatória, anti-

edematogênica, antinociceptiva e ausência de efeitos tóxicos agudos e subagudos (FLORES et 

al., 2008; PRANDO et al., 2014; OESTERREICH et al., 2015; BRANQUINHO et al., 2017). 
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Embora o gênero Piper se mostre importante, poucas informações são encontradas sobre 

espécies deste gênero nativas do Brasil. Considerando a disponibilidade de P. glabratum no país 

e seu potencial farmacológico já evidenciado na medicina popular, o então incentivo por parte 

das políticas nacionais e organizações governamentais à pesquisa de plantas medicinais, torna-

se importante avaliar a toxicidade e atividade anti-hiperalgésica e anti-inflamatória do extrato 

etanólico e frações obtidas das folhas de P. glabratum.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Plantas medicinais 

 

  As plantas medicinais são importantes para a pesquisa e desenvolvimento de novos 

medicamentos, não só quando constituintes das plantas são usados diretamente como agentes 

terapêuticos, mas também como material de estudo para a síntese de novas moléculas (WHO, 

1998). Cerca de 50% dos medicamentos aprovados durante os últimos 30 anos foram obtidos a 

partir de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). 

O Brasil possui grande diversidade vegetal, com mais de 55.000 espécies catalogadas, 

sendo que apenas uma pequena parte já foi estuda quanto aos seus constituintes químicos e 

efeitos biológicos. Além disso, a população brasileira destaca-se pelo uso de plantas medicinais 

para o tratamento de enfermidades, fazendo com que esse conhecimento popular seja de grande 

relevância para a pesquisa científica, tornando-se possível aliar o conhecimento popular e 

científico em pesquisas experimentais e clínicas, para comprovar a atividade biológica das 

plantas utilizadas na medicina popular, identificar seus constituintes químicos e garantir a 

segurança de seu uso (MATIAS et al., 2013).  

Com relação a produção de medicamentos no Brasil, até meados de 1930, a base 

produtiva nacional, em termos de tecnologia e organização, apresentava os mesmos padrões e 

níveis capital dos demais países do mundo. Entretanto, a partir do final dos anos 1940, com a 

chegada de laboratórios europeus e empresas estadunidenses, houve uma mudança na forma de 

pensar e agir da indústria nacional (TEMPORÃO, 1989; GADELHA, 1990; BICUDO, 2006). 

Este fato gerou uma desmoralização e desprestígio da utilização de plantas medicinais, por 

conta de uma maior veiculação de campanhas publicitarias de produção e venda de 

medicamentos sintéticos no país (TEMPORÃO, 1989). 

Contudo, a utilização das plantas medicinais e fitoterápicos nunca deixou de existir em 

diversas partes do território nacional, por conta principalmente de sua importância cultural, 

social e econômica. Boa parte das regiões e populações brasileiras dispunham apenas da 

medicina popular como forma terapêutica no tratamento de doenças, situação que ainda persiste 

em algumas regiões, tanto pela falta de acesso ou escassez de medicamentos, como pela livre 

escolha de utilização de plantas (RIBEIRO, 2015). 

Durante anos importantes práticas de valorização a utilização de plantas medicinais 

foram desenvolvidas a nível mundial. No Brasil, a partir da década de 1990, houve um aumento 

progressivo de projetos de incorporação do uso de fitoterápicos e plantas medicinais no SUS 



 
17 

(Sistema Único de Saúde), mas só em 2006 o Ministério da Saúde (MS) determinou a criação 

da Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a). Após 

isso, foi instituída a Portaria Interministerial nº 2.960, de 9 de dezembro de 2008, criando o 

Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos e o Comitê Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, objetivando “garantir à população brasileira o acesso seguro e uso 

racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da biodiversidade, 

o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional” (BRASIL, 2008). 

No ano de 2009, foi lançada pelo Departamento de Assistência Farmacêutica a Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), contendo um lista de 71 espécies 

vegetais, com o objetivo de priorizar recursos e pesquisas para o desenvolvimento de 

medicamentos fitoterápicos e uso no Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2009). 

Recentemente a Anvisa (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), através da 

Resolução da Diretoria Colegiada nº 26 (RDC 26/14), atualizou as normas para registro de 

fitoterápicos, contemplando testes clínicos padronizados, criando o registro e notificação da 

categoria de produtos tradicionais fitoterápicos. A partir de então, é permitido o registro de 

fitoterápicos que apresentem eficácia e segurança reconhecidos através do uso tradicional por 

um período determinado pela agência em 30 anos, mesmo não sendo objetos de estudos 

experimentais e clínicos (RIBEIRO, 2015). 

Sendo assim, passam a ser reconhecidos pela Anvisa somente produtos fitoterápicos 

industrializados, não se aplicando o registro a formas tradicionais de terapia medicinal 

tradicional como “garrafadas, xaropes, misturas artesanais feitas por populações tradicionais 

(curandeiros, indígenas, quilombolas, ribeirinhos, entre outros). 

 

2.2 Piper glabratum 

 

 O gênero Piper pertence à família Piperaceae e possui mais de 2000 espécies. Essas 

espécies têm sido quimicamente estudadas como fonte favorável de metabólitos secundários 

com atividade anticonvulsivante, ansiolítica, anti-inflamatória, antiparasitárias e diuréticas 

(NAKAMURA et al., 2006; AMORIM et al., 2007; BARBOSA-FILHO et al., 2008). Estas 

espécies caracterizam-se como arbusto, com folhas simples alternas e ramos segmentados 

unidos por nós grossos (DYER; PALMER, 2004). Uma propriedade comum entre a maioria 

das espécies é a exalação de aroma característico facilmente identificado após partes da planta 

serem danificadas, mesmo que superficialmente (JARAMILLO; MANOS, 2001).  



 
18 

 Estas espécies são conhecidas popularmente como “pimenta-preta”, 

“pariparobacaapeba”, “falso jaborandi”, dentre outros (KATO; FURLAN, 2007). Seu 

reconhecimento comercial se dá na produção de pimenta e conteúdo oleífero, utilizadas também 

na medicinai popular, alimentícias, entre outras (JUNQUEIRA et al., 2007; GUIMARÃES et 

al., 2001);  

Embora a importância do gênero, há poucas informações encontradas sobre espécies de 

Piper nativas do Brasil. Estudos sobre a Piper glabratum Kunth (Figura 1) são muito restritos, 

considerando as propriedades químicas e farmacológicas da espécie. Esta espécie é 

popularmente utilizada no tratamento anti-inflamatório de inchaços, feridas e irritações de pele 

(BERGO, 2012).  

Existem relatos mostrando que derivados de ácido benzóico de P. glabratum têm 

atividade antiparasitária contra Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi (FLORES et al., 2008). 

Prando e colaboradores (2014) observaram a presença de aminas e determinaram a atividade 

diurética do extrato metanólico da espécie. Também foi demonstrada uma possível atividade 

antidepressiva do extrato etanólico das folhas de P. glabratum, além da presença de ácidos 

orgânicos, taninos, esteroides e triterpenos (OESTERREICH et al., 2015). Também foi 

determinada a atividade anti-inflamatória, anti-edematogênica e antinociceptiva do óleo 

essencial das folhas de P. glabratum, constatando por fim baixa toxicidade aguda e subaguda 

(BRANQUINHO et al., 2017). Neste caso, muito ainda pode-se prospectar a respeito desta 

espécie, levando em consideração seu uso popular e as evidencias encontradas em estudos 

anteriores.  

 

 

Figura 1. (A e B): Folhas de ramos de P. glabratum. Fonte: BRANQUINHO (2012, p. 5). 
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2.3 Toxicidade 

 

 A avaliação da segurança terapêutica é tão importante quanto a determinação da ação 

farmacológica de uma planta. Determinar os parâmetros toxicológicos levando em 

consideração a dose e frequência de exposição a compostos químicos presentes em plantas 

medicinais, torna possível determinar as condições seguras de uso da mesma. 

(BRANQUINHO, et al., 2017). Visando garantir a segurança e uso racional de plantas 

medicinais, foram padronizados diversos protocolos experimentais in vitro e in vivo, por 

agências regulatórias nacionais e internacionais, necessários para registro e comercialização de 

tais compostos naturais. (CARDOSO, et al., 2016).   

As etapas necessárias até a comercialização e uso de um novo fitoterápico, consiste em 

etapa botânica, a farmacêutica, os ensaios biológicos pré-clínicos, e etapa clínica. De modo 

geral trata-se da identificação do material em estudo, a preparação da forma farmacêutica de 

uso, testes farmacológicos e toxicológicos em animais experimentais e então o teste em seres 

humanos. É evidente que para que o produto seja indicado para uso em humanos, este deve ser 

certificado de que seus benefícios farmacológicos são superiores aos riscos de toxicidade. 

(ANVISA, 2010). 

A ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), órgão regulador do Brasil, 

publicou no ano de 2013 o “Guia para a condução de estudos não clínicos de Toxicologia e 

Segurança Farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos”, pontuando 

protocolos e parâmetros de análise toxicológica para ensaios pré-clínicos como toxicidade 

aguda, em doses repetidas (subaguda), dentre outros (ANVSA, 2013). Outro órgão regulador 

entretanto de caráter internacional é a OECD (Organisation for Economic Co-operation and 

Development), que assim como a ANVISA, preconiza os métodos e parâmetros a serem 

seguidos em testes de toxicidade pré-clínicos (OECD, 2008). 

Os ensaios mais utilizados são o de toxicidade aguda, o de doses repetidas (subaguda) e 

o ensaio crônico, mas podemos citar também os testes de genotoxicidade e mutagenicidade, 

que visão avaliar a capacidade do composto em alterar o material genético celular. 

 

2.3.1 Genotoxicidade e Quimioprevenção 

 

 A genética toxicológica surgiu no início dos anos 80, sendo introduzida como parte 

essencial na análise toxicológica de compostos antes de serem comercializados no mercado 
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(DOLL; PETO, 1981). Isso porque diversas substâncias podem determinar alterações no 

material genético, sendo estes compostos classificados como mutagênicos. Estes agentes 

genotóxicos possuem a capacidade de interagir diretamente no DNA, alterando ou rompendo a 

fita de DNA, comprometendo a replicação e transmissão gênica. Esta ação normalmente é 

passível de reparo pelo próprio organismo, entretanto, em casos persistentes, ocorre mutação 

gênica que pode ser repassado às células filhas durante o processo de replicação, tornando-se 

mutações hereditárias (EASTMOND et al., 2009).  

 Os estudos de genotoxicidade e mutagenicidade podem ser categorizados por 

permitirem a avaliação de mutação gênica, dano ao cromossomo e lesão ao DNA por meio de 

ensaios in vitro e in vivo, sendo considerados importantes no desenvolvimentos de inúmeros 

efeitos adversos, como por exemplo o câncer, visto que estes ensaios podem correlacionar-se 

aos eventos iniciais ou intermediários de tumorigênese (RIBEIRO; SALVADORI; 

MARQUES, 2003; ANVISA, 2013).  

 Além da capacidade de causar danos ao material genético, existem plantas que exercem 

o efeito quimiopreventivo, ou seja, previnem a lesão celular induzida por compostos químicos, 

ou mesmo de lesões naturais do metabolismo celular. Diversas pesquisas têm demonstrado o 

efeito anticâncer de substâncias naturais a partir deste mecanismo experimental. Muitos destes 

compostos podem ser sintetizados em laboratório, entretanto sabe-se de diversos compostos de 

origem natural que possuem esta característica como as isoflavonas da soja, o licopeno no 

tomate, a luteína do espinafre, dentre outros (BRASIL, 2006b; GAUTAM et al., 2014). 

 

2.3.2 Modelos experimentais de avaliação de toxicidade 

 

2.3.2.1 Toxicidade aguda 

 

 O ensaio de toxicidade aguda é um dos testes toxicológicos mais utilizados, pois permite 

obter informações preliminares sobre os eventuais efeitos tóxicos da substância teste, em uma 

administração única ou seriada ao longo de 24 horas, em animais experimentais acompanhados 

por 14 dias (ANVISA, 2013). A partir deste ensaio, torna-se possível determinar a DL50 (dose 

letal média) da substância em teste, isso significa que ao término do experimento, é estimada a 

dose da substância capaz de causar a morte de 50% dos animais experimentais (OECD, 2008). 

 Segundo a OECD (2008), substâncias que de alguma forma podem ser consideradas de 

baixa toxicidade, pode-se utilizar como limite de teste a dose de 2000 mg/Kg, iniciando a 

administração em um animal e, em caso de ausência morte nas primeiras 48 horas, passa-se a 



 
21 

administrar a mesma dose a outros 4 animais, que serão observados durante 14 dias. São 

observados os parâmetros de screening hipocráticos descritos por Malone & Robichaud (1962) 

nas primeiras 24 horas após a administração do composto e posteriormente, pelo menos uma 

vez ao dia até o término do experimento (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Screening hipocrático avaliados em teste de toxicidade aguda. 

 
Fonte: TRAESEL (2014, p.18). 
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2.3.2.2 Ensaio cometa 

 

 Esta técnica baseia na avaliação de quebras na fita de DNA, observadas na migração 

celular individual em gel de agarose pela eletroforese em alcalino. Este método também é 

conhecido por eletroforese de célula única (“Single cell electrophoresis test”). O teste foi 

descrito por Singh e colaboradores (1988), sendo reproduzida com algumas modificações 

descritas por diversos outros pesquisadores ao longo dos anos. 

 O teste permite avaliação de lesões genômicas, mas não de mutações, e tais lesões são 

passiveis de reparo, entretanto, tais alterações podem também gerar mutações celulares 

(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). A avaliação das lesões celulares ocorre pela 

observação em microscopia de fluorescência, onde a célula quando submetida a uma corrente 

elétrica, apresenta-se com aparência de um cometa, com a cabeça (região nuclear) e a cauda 

contendo as fitas ou fragmentos de DNA (WITTE et al., 2007) (Figura 2). Isso ocorre pela 

ocupação de proteínas nucleares (provenientes da lesão nuclear), no espaço de gel 

anteriormente ocupado por toda a célula. Neste teste é imprescindível a utilização de grupos 

controle positivo e controle negativo, visto que de maneira natural, nosso organismo produz em 

torno de 1000 lesões celular por dia (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). 

 

 

Figura 2. Característica de sangue periférico no ensaio cometa segundo sua classificação de 

dano: Classe 0 (A); Classe 1 (B); Classe 2 (C) e Classe 3 (D). Fonte: FREITAS (2007). 
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2.4 Inflamação 

 

A inflamação ocorre como resposta do tecido a uma lesão celular, tecidual ou infecção, 

manifestando-se a partir de um agente lesivo, podendo ser ele físico (extremos de temperatura, 

radiação ou trauma), químico (substância corrosiva) ou biológico (vírus, fungos, parasitas e 

bactérias) (SILVA, 2006). Deste modo, a inflamação caracteriza-se por processo de defesa do 

organismo, afim de remover o agente causador da injúria, dando condições necessárias para a 

restauração tecidual, podendo ser dividida em aguda e crônica (NOAH et al., 2012). 

As manifestações clínicas observadas na inflamação aguda são, principalmente, rubor, 

calor, edema e dor. Estes sinais característicos ocorrem em resposta a um complexo processo 

de interações entre componentes vasculares e celulares, como: aumento do fluxo sanguíneo na 

área lesionada; aumento da permeabilidade vascular, promovendo à formação do exsudato; 

migração leucocitária, especialmente de neutrófilos, estimulados por quimiocinas que 

favorecem a interação das células com moléculas de adesão endoteliais (integrinas e selectinas), 

estimulando a diapedese (MEDZHITOV, 2010). Na inflamação crônica, além das anteriores, 

pode ocorrer também ativação de linfócitos e de células imunológicas residentes, aumentando 

a liberação de mediadores inflamatórios e espécies reativas de oxigênio, culminando em lesão 

tecidual e perda da função (WILLIAMS, 1983; SPRINGER, 1994; NOURSHARGH et al., 

2010).  

Todas essas alterações são, em geral, iniciadas por células do sistema imunológico 

ativadas, como macrófagos e leucócitos, que produzem mediadores inflamatórios como 

interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), histamina, 

prostaglandinas (PG), óxido nítrico (NO), serotonina, leucotrienos e substância P, capazes de 

induzir a expressão de moléculas de adesão, permitindo a interação dos leucócitos com as 

células endoteliais e pôr fim a diapedese  (WALZOG; GAEHTGENS, 2000; RANG, et al. 

2007). Essa ativação inicia-se pela resposta das células de imunidade inata a padrões 

moleculares associados a danos (DAMPs (moléculas resultantes de dados celulares)) ou a 

patógenos (PAMPs (moléculas microbianas como lipídeos e proteínas)), por meio de receptores 

de reconhecimento padrão (PRRs), sendo os do tipo Toll (TLR – Toll-like receptors) os mais 

conhecidos (MARCOVECCHIO et al., 2012).  

A liberação destes mediadores inflamatórios, gera também uma alteração no mecanismo 

periférico do estímulo nociceptivo, ocasionando a hiperalgesia (resposta exagerada aos 

estímulos nociceptivos), alodinia (dor espontânea) ou a diminuição na percepção de estímulos 

dolorosos (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998). Isso ocorre pelo aumento da sensibilidade dos 
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nociceptores, que foram sensibilizados pela liberação de PG, citocinas e bradicinina (RANG, 

et al. 2007). 

No processo de formação e liberação de mediadores inflamatórios, também vale 

ressaltar a esterificação das fosfolipases A2 (FLA2), resultando na liberação de ácido 

araquidônico e posteriormente prostaglandinas (PGs) e tromboxanas (TXs) por meio das 

enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) (SILVA, 2006) (Figura 3). A COX-1, dentre 

outras funções, é responsável pela produção de PGs envolvidas na citoproteção gástrica, agregação 

plaquetária e regulação do fluxo sanguíneo renal. Já a COX-2, que é induzida por estímulos 

inflamatórios, produz grande quantidade de mediadores prostanóides, que possuem ações 

vasodilatadoras, aumentam a permeabilidade vascular e estão relacionadas a hiperalgesia 

(WILLIAMS; PECK, 1977; RANG, et al., 2007). Existe ainda a isoforma COX-3, uma variante da 

COX-1, sugerida para desvendar o mecanismo do acetaminofeno, que codifica proteínas 

completamente diferentes da COX-1 e COX-2, estando mais presente no sistema nervoso central, 

sendo improvável que atue com um papel nas respostas mediadas pelas prostaglandinas (SHARMA, 

et al., 2012). 

 
Figura 3: Cascata do ácido araquidônico. Fonte: GIORGI (2015, p.56). 

 

Além dos mediadores pró-inflamatórios mencionados, é importante ressaltar a produção 

e liberação de substância anti-inflamatórias e/ou resolutórias pelo organismo, como resolvinas, 

protectinas e lipoxinas  (MEDZHITOV, 2010), apresentando ação anti-inflamatória, pró 

resolutoras e anti-fibróticas (SERHAN, 2008). Pode-se mencionar algumas citocinas como IL-

4, IL-10, IL-16 e TGF-β, responsáveis por inibir a produção das citocinas pró-inflamatórias, 

controlando a evolução do processo inflamatório (REN et al., 2013). Entretanto, estes 
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mecanismos fisiológicos, por vezes, não são capazes solucionar o processo inflamatório, 

tornando-se necessária a utilização de drogas anti-inflamatórias, afim de se evitar a lesão 

tecidual exacerbada e a evolução para um processo inflamatório crônico e aliviar sintomas 

(LAWRENCE et al., 2002).  

 

2.5 Dor 

 

Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP - International 

Association for the Study of Pain), dor é uma experiência sensorial desagradável que está 

associada com lesões reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesões sendo que as 

emoções podem influenciar o indivíduo nessa sensação (LUMLEY et al., 2011). A dor é uma 

experiência sensorial e emocional que é substancialmente modulada por fatores psicológicos, 

sociais e contextuais (CARLINO et al., 2014).  

Mesmo sendo uma sensação desagradável, a dor é extremamente importante para a 

conservação da integridade física do indivíduo, tendo como principal papel a sinalização da 

presença de um estímulo agressor. Entretanto, a dor pode desencadear consequências ao paciente, 

como depressão e ansiedade se persistir por longos períodos (KHUONG; NEELY, 2013; 

LUNDEBERG, 2015). 

Em termos de duração, a dor pode ser aguda ou crônica. A dor aguda está associada com 

uma lesão tecidual recente, ativação de nociceptores e pode desaparecer até mesmo antes da 

cura do dano tecidual.  Por outro lado, a dor crônica pode se perpetuar por meses ou anos, se 

caracterizando em relação à persistência de alterações, o que muitas vezes dificulta o tratamento 

(PARK; VASKO, 2005).  

A transmissão da dor aguda envolve uma interação complexa de estruturas centrais e 

periféricas desde a pele, vísceras ou outros tecidos até o córtex cerebral. Vários estímulos 

nocivos ativam as terminações nervosas livres e periféricas de fibras aferentes sensoriais 

delgadas do tipo C e Aδ, chamadas de nociceptores (JULIUS; BASBAUM, 2001). 

Os nociceptores das fibras Aδ respondem a estímulos nocivos mecânicos e térmicos, 

diferenciando-se em fibras Aδ, sendo responsivas a temperaturas elevadas (> 50º C) e as do 

tipo II, responsivas a temperaturas inferiores a 40º C. As fibras C também são polimodais, 

respondendo a estímulos térmicos, mecânicos e químicos (capsaicina e histamina) (JULIUS; 

BASBAUM, 2001). 

A capacidade de condução da dor e seu potencial de ação nos nervos periféricos, 

dependem do diâmetro da fibra sensibilizada, sendo a dor rápida e com localização precisa 
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conduzida por fibras Aδ, por possuírem diâmetro médio e serem pouco mielinizadas. Já a dor 

lenta, caracteriza-se por sensação de queimação, correspondente à ativação de fibras do tipo C, 

que não são mielinizadas e possuem diâmetro pequeno. Assim, a partir das propriedades dos 

nociceptores, podem ser modulados os sinais de dor aguda e também desenvolver a dor crônica 

(BASBAUM et al., 2009; GEFFENEY; GOODMAN, 2012). 

A dor pode ainda ser classificada como fisiológica ou nociceptiva (quando há ativação 

direta dos nociceptores sem alterações teciduais), inflamatória (provocada por danos teciduais), 

neuropática (provocada por lesão de células do sistema nervoso central) e idiopática, onde a 

causa não é identificada (THAKUR et al., 2014). A dor inflamatória está presente em várias 

doenças e essa distinção do tipo de dor é importante para direcionar o tratamento do paciente. 

 A dor inflamatória ou dor associada a processos inflamatórios é resultante de mudanças 

funcionais em neurônios aferentes e pela estimulação em algumas fibras do tipo C silenciosas, 

que são ativadas por estímulos químicos bem como por mediadores inflamatórios. A literatura 

relata que na dor inflamatória ocorre sensibilização dos nociceptores quimiosensíveis através 

da acetilcolina, serotonina, bradicinina, histamina, substância P, PAF, TNF, PGE, interleucinas 

(IL-1 e IL-8), AMPc, dentre outras (CUNHA et al., 1991; ROCHA et al., 2007), desencadeando 

a dor inflamatória e diminuindo o limiar de despolarização dos nociceptores, tornando-o 

responsivo a estímulos de intensidade baixa (COUTAUX et al., 2005). 

A dor inflamatória caracteriza-se por dor evocada por estímulos normalmente inócuos 

(alodinia) ou por uma sensibilidade exacerbada a estímulos nocivos ou não nocivos 

(hiperalgesia) (KUNER, 2010). O termo hipernocicepção refere-se à sensibilização dos 

nociceptores (central e periférica), isto é, a diminuição do seu limiar de ativação, e tem sido 

empregado para designar alodinia ou hiperalgesia em animais de experimentação (CUNHA et 

al., 2004). 

Alodinia, é uma resposta nociceptiva a um estímulo que anteriormente não era doloroso, 

já a hiperalgesia ocorre pela redução do limiar da dor, ativação exacerbada da via da dor, 

descargas ectópicas ou perda de processos inibitórios, determinando respostas dolorosas 

anormais, classificadas como hiperalgesia, ou seja, ocasionada por um aumento da 

sensibilidade à dor (LOESER; TREEDE, 2008; SANDKÜHLER, 2009). 

 

2.6 Anti-inflamatórios e analgésicos 

 

 Dentre os fármacos disponíves na prática clínica, os mais utilizados para fins anti-

inflamatórios, são os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) seletivos ou não à COX-2 e os 
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anti-inflamatórios esteroidais (AIEs), ambos apesar de possuírem execelentes propriedades 

anti-inflamatórios, por vezes, determinam efeitos adversos que sobrepujam seus efeitos 

benéficos (BATLOUNI, 2010). 

 Os AINEs atuam inibindo a enzima COX, interferindo então na produção de PGs e TXs. 

Entretanto a maior parte desses fármacos não são específicos e bloqueiam as duas isoformas, 

COX-1 (constitucional ou fisiológica) e COX-2 (induzida ou inflamatória), desencadeando 

efeitos gastrointestinais como úlceras e sangramentos, visto que inibem a ação da COX-1 na 

proteção da mucosa gástrica, além da inibição plaquetária, aumentando o risco de hemorragias. 

Até mesmo nos fármacos específicos para COX-2 (COXIBEs) pode-se listar efeitos colaterais 

como aumento no risco cardiovascular como infarto agudo do miocárdio, hipertensão arterial, 

insuficiência cardíaca e acidente vascular cerebral, e efeitos renais como insuficiência renal 

aguda e síndrome nefrótica (BATLOUNI, 2010; SOSTRES et al., 2010). 

 Já os AIEs ou glicocorticoides (GCs), são amplamente utilizados em protocolos de 

tratamento de doenças inflamatórias como alergias, dermatite, câncer e doenças autoimunes, 

como a artrite reumatoide (AR) e lúpus (DE BOSSCHER et al., 2010). Ainda assim, estes 

fármacos também determinam efeitos adversos como hipertensão, distúrbios metabólicos, 

resistência à insulina, irritação gástrica, osteoporose, dentre outros (TORRES et al., 2012). 

 Sua ação farmacológica se inicia a partir da sua ligação a receptores proteicos 

específicos de GC, GCR (Glucocorticoid cytosolic receptor), formando um complexo 

denominado GC/CR, que interage com sequências de DNA, induzindo a produção de proteínas 

anti-inflamatórias e reduzindo a produção de moléculas pró-inflamatórias. Mais precisamente, 

os AIE’s inibem a transcrição via NF-kB de mediadores inflamatórios como as citocinas (IL-1, 

interferon-γ (IFN-γ), TNF), e ativam genes anti-inflamatórios (IL-10 e lipocortina) (BARBOSA 

et al., 2013; TORRES et al., 2012).  

 Já no que diz a respeito ao tratamento da dor, é de extrema importância estabelecer um 

protocolo adequado, a partir do diagnóstico correto da etiologia da mesma. Para isso, é 

indispensável o conhecimento sobre a fisiopatologia e mecanismos que norteiam ao 

desequilíbrio orgânico do processo doloroso em questão (CALIL; PIMENTA, 2010). Deste 

modo, o fármaco de escolha deve ser embasado com relação ao tipo de dor a ser combatida. 

Neste sentido, podemos citar diversas classes de fármacos com propriedades analgésicas como 

relaxantes musculares, anestésicos gerais e locais, agonistas α-2 adrenérgicos, opióides, 

antagonistas de receptores adrenérgicos, AINEs, antidepressivos e antagonistas de NMDA, 

podendo ser utilizados isoladamente ou em conjunto, que por vezes, favorece o alívio da dor 

por meio de diferentes mecanismos de ação (CALIL; PIMENTA, 2010). 



 
28 

 Em relação aos anestésicos gerais, seu mecanismo de ação ocorre pelo bloqueio da 

percepção dolorosa induzindo o córtex cerebral a não percepção da informação nociceptiva 

recebida, ocorrendo a inconsciência. Anestésicos locais bloqueiam canais de sódio voltagem 

dependentes, interrompendo a passagem do sódio pelas membranas nervosas, diminuindo a 

velocidade de despolarização, retardando o potencial de ação, determinando um bloqueio da 

condução nervosa motora e sensorial, podendo ser utilizados na dor aguda, crônica ou neuropática 

(KLAUMANN et al., 2008). 

 Um outra classe de fármacos analgésicos são os opióides, caracterizados por possuírem uma 

alta potência terapêutica no alivio da dor, sendo representados pela morfina e seus derivados como 

fentanil e codeína. Esta classe de medicamentos são agonistas de receptores opióides (tipo μ, k e, 

em alguns casos δ), localizados principalmente no SNC e na medula espinhal, responsáveis pela 

transmissão e modulação da resposta dolorosa, podendo ser utilizados na dor aguda, inflamatória 

persistente e neuropática (FRAGATA; IMAGAWA, 2008). 

 A classe dos AINEs também podem ser utilizados como analgésicos, visto que no bloqueio 

do metabolismo do ácido araquidônico e formação de eicosanoides, como por exemplo as 

prostagladinas, prostaciclinas e tromboxanos, pela inibição da isoenzima COX, ocorre diminuição 

da sensibilização nociceptiva induzida pelos eicosanoides. A utilização desta classe de fármacos 

possui vantagens como a ausência de depressão do sistema nervoso, respiratório e cardiovascular, 

sendo possível potencializar seus efeitos analgésicos a partir da combinação com opiáceos 

(OTERO, 2007). 

 De modo alternativo ao tratamento no alívio da dor, fármacos da classe dos antidepressivos 

tricíclicos demonstram possuir eficácia medicamentosa, de modo particular na dor crônica 

neuropática. Essa classe medicamentosa inibe a receptação da noradrenalina e serotonina nos 

neurônios, além de ativar vias descendentes de inibição da dor, diminuem também o AMP cíclico, 

via ativação de receptores da adenosina e bloqueio de canais de sódio voltagem dependentes 

(DWORKIN, 1999). 

 Apesar da ampla variedade de protocolos terapêuticos direcionados especificamente para 

determinados tipos de dor através de diversas classes medicamentosas, o que se observa é a alta 

incidência de efeitos adversos oriundos da utilização da maioria destes fármacos, provocado por 

efeitos gastrointestinais, renais e hepáticos, além de disfunção plaquetária e cardiovascular (RAO; 

KNAUS, 2008; LAM; NG, 2010). 
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2.7 Modelos experimentais de inflamação e dor 

 

2.7.1 Pleurisia Induzida por Carragenina  

 

 Dentre os modelos experimentais de inflamação in vivo, os induzidos por carragenina 

são utilizados com frequência. A carragenina é um polissacarídeo sulfatado, proveniente de 

algas vermelhas, principalmente da alga Chondrus crispus, encontrada em Carragheen 

(Waterford, Irlanda) (DI ROSA et al., 1972).  

O modelo de pleurisia induzida por carragenina é caracterizado por apresentar uma 

resposta inflamatória bifásica (4 e 48 h) após injeção intrapleural do agente flogístico, com pico 

máximo de infiltração leucocitária e formação de edema na quarta hora (COELHO, 2009). 

 Tracey et al. (1995), demonstraram o envolvimento do óxido nítrico no processo 

inflamatório desencadeado neste modelo experimental, onde foi observado a atividade da óxido 

nítrico-sintase sobre as células inflamatórias na cavidade pleural. A importância do óxido 

nítrico no processo inflamatório também foi demonstrada em outros modelos de inflamação por 

carragenina, como no caso do edema de pata (IALENTI et al., 1992).  

 Na primeira fase (4 h) também ocorre aumento dos níveis de mieloperoxidade, 

correlacionada com o aumento do número de leucócitos no exsudato inflamatório desta fase 

(KRAWISZ et al., 1984; RAO et al., 1993). Nesta primeira fase, ocorre também uma resposta 

inflamatória mediada por bradicinina, que por meio de seu receptor B2 modula a resposta 

inflamatória, algésica e o extravasamento plasmático (HALL, 1992; MARCEAU, 1995; M. 

HALL; MORTON, 1997), além de aumentar a liberação de mieloperoxidase. Outro mediador 

envolvido no processo inflamatório na pleurisia induzida pela carragenina é a histamina, 

importante no processo de aumento da permeabilidade vascular, prostanóides, IL-1, IL-8 e TNF 

(FRÕDE, 2000).  

 

2.7.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 

 De modo particular, o edema de pata induzido por carragenina destaca-se pela 

possibilidade de mensurar o papel de diferentes mediadores presentes durante o processo 

inflamatório. O modelo experimental foi proposto por (WINTER et al., 1962), utilizando-se 

apenas ratos, porém, Levy (1969) demonstrou que o modelo poderia ser realizado também em 

camundongos. 
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Neste modelo, é possível avaliar não apenas o processo inflamatório, onde ocorre 

infiltração local de neutrófilos, aumentando o tamanho da pata (edema), mas também a 

nocicepção, visto que ocorre a sensibilização de nociceptores, que podem ser avaliados quando 

estimulados de forma mecânica ou térmica (ZHANG et al., 1997; PINHEIRO; CALIXTO, 

2002). 

O modelo caracteriza-se pela liberação de histamina, serotonina e bradicinina na 

primeira fase (1-2 h, após indução com carragenina), e uma elevada produção de 

prostaglandinas e NO na segunda fase (3-6 h) (DI ROSA et al., 1971; OGONOWSKI et al., 

1997). A formação do edema é oriundo do aumento da permeabilidade vascular, pela interação 

de substâncias como a histamina e a bradicinina por exemplo, com mediadores como as 

prostaglandinas E2, que causam principalmente vasodilatação, que por si só, aumentam a 

pressão de perfusão e o aporte sanguíneo nas vênulas da região inflamada (LAPA et al., 2007). 

 

 

2.7.3 Dor espontânea induzida por formalina  

 

 Este teste possibilita a avaliação de diferentes tipos de mecanismos de ação analgésica 

em um curto período de tempo, sendo esta a vantagem deste modelo em relação aos outros 

métodos de avaliação nociceptiva (RANDOLPH; PETERS, 1997). Após a injeção da formalina 

na pata do animal, torna-se possível a quantificação da resposta comportamental do animal, em 

resposta à lesão tecidual causada pela substância em questão (DUBUISSON; DENNIS, 1977; 

MARTINS et al., 2006). 

 As avaliações comportamentais à formalina são determinadas por um padrão bifásico 

bem definido, sendo uma fase inicial aguda (0-5min, primeira fase) - resultado da estimulação 

direta de nociceptores, refletindo na dor central - e por uma fase mais prolongada (15-30min, 

segunda fase) - caracterizada por dor inflamatória por liberação de mediadores inflamatórios 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987). O intervalo entre as duas fases denomina-se intervalo de 

quiescência (DUBUISSON; DENNIS, 1977; MARTINS et al., 2006).  

Na primeira fase ocorre à liberação de aminoácidos excitatórios, substância P e óxido 

nítrico (NO), com estimulação dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das 

fibras do tipo Aδ. Já na segunda fase, observa-se principalmente a liberação de mediadores pró-

inflamatórios, como bradicinina, serotonina e prostaglandinas. No intervalo de quiescência 

ocorre bloqueio da transmissão nociceptiva pelos circuitos supra-espinhais e espinhais 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987).  
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A resposta nociceptiva da primeira fase é responsiva a drogas que atuam no sistema 

opióide, como por exemplo a morfina, e a resposta nociceptiva da segunda fase é antagonizada 

por anti-inflamatórios não esteróidais (AINES). Neste caso, drogas que agem perifericamente 

modulam somente a segunda fase, enquanto drogas de ação central (opióides) modulam ambas 

as fases (ROSLAND et al., 1990). 

 

2.7.4 Inflamação articular induzida por Zymosan 

 

 Os modelos experimentais de inflamação articular colaboram com a elucidação de 

mecanismos de ação que envolvem o sistema imunológico e a inflamação desencadeadas por 

diversas doenças. Isso torna-se importante por contribuir para a descoberta de novas drogas e 

protocolos de tratamento (NGOC et al., 2005; COELHO et al., 2011). 

 No modelo em questão, é utilizado o zymosan, um polissacarídeo insolúvel, proveniente 

da parece celular do fungo Saccharomyces cerevisiae. Este modelo é comumente utilizado para 

investigação de potencial terapêutico de produtos sintéticos e naturais, com base na inflamação 

da articulação avaliada (GEGOUT et al., 1995). 

 O zymosan age como agonista de receptor TLR-1, TLR-2 e TLR-6, que ativa o fator de 

transcrição NF-κB, que por sua vez atua regulando a expressão de diversas citocinas pró-

inflamatórias como TNF, IL-1β, IL-6, NO e quimiocinas (OZINSKY et al., 2000; KAWAI; 

AKIRA, 2007). Primeiramente ocorre aumento da permeabilidade vascular, gerando a 

formação de edema local e influxo de células PMN, com destaque aos neutrófilos (FRASNELLI 

et al., 2005). Além disso, o zymosan induz a hipernocicepção entre a 3ª e 4ª hora após a indução 

e infiltração de células PMN na cavidade articular com pico máximo após 6 horas da indução 

da inflamação (ROCHA et al., 1999; DA ROCHA et al., 2004).  

 

3 OBJETIVOS 

 

GERAL 

 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a toxicidade aguda, quimiopreventivas e genotóxica 

do extrato etanólico, bem como a atividade anti-inflamatória e anti-nociceptiva do extrato e 

frações hexânica e hidroalcoólica obtidas a partir do extrato etanólico das folhas de P. 

glabratum e determinação dos constituintes químicos das frações. 
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ESPECÍFICOS  

 

Realizar a análise da toxicidade aguda do extrato etanólico das folhas da planta; 

Avaliar a genotoxicidade e capacidade quimiopreventivas do extrato etanólico das 

folhas da planta; 

Realizar a análise fitoquímica das frações hexânica e hidroalcoólica; 

Determinar a atividade anti-inflamatória em modelo de pleurisia induzida por 

carragenina; 

Avaliar atividade anti-inflamatória e analgésica (térmica e mecânica) no modelo de 

edema de pata induzido por carragenina; 

Avaliar a atividade analgésica na dor espontânea induzida por formalina, assim como a 

alodinia ao frio e formação de edema; 

Determinar a atividade anti-inflamatória e analgésica (mecânica) em modelo de 

inflamação articular induzida por zymosan. 
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5.1 Artigo 1: Avaliação da toxicidade aguda e efeito quimiopreventivo e gentóxico do extrato 

etanólico das folhas de Piper glabratum no dano ao DNA induzido por ciclofosfamida - a ser 

traduzido à língua inglesa e submetido à revista “Regulatory Toxicology and 

Pharmacology” (Qualis B1 – Medicina II: Fator de impacto = 2.815) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
46 

AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA E EFEITO QUIMIOPREVENTIVO E 

GENTÓXICO DO EXTRATO ETANÓLICO DAS FOLHAS DE Piper glabratum NO 

DANO AO DNA INDUZIDO POR CICLOFOSFAMIDA 

 

Maicon Matos Leitãoa, Joyce Alencar Santosa, Silvia Cordeiro das Nevesb, Jonas da 

Silva Motac, Rodrigo Juliano Oliveirab, Candida Aparecida Leite Kassuyaa, * 

 

a Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Grande Dourados - 

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. 

b Centro de Estudo de Células-Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicológica, 

Hospital Universitário Maria Aparecida Pedrossian, Empresa Brasileira de Serviços 

Hospitalares, Campo Grande, MS, Brasil. 

c Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS) - Dourados, Mato Grosso do 

Sul, Brasil. 

* Autor correspondente: Dra. Candida Aparecida Leite Kassuya (Docente permanente 

da Faculdade de Ciências da Saúde e Programa de Pós-graduação em Ciências da 

Saúde da Universidade Federal da Grande Dourados - Dourados, Brasil. Endereço: 

Rodovia Dourados-Itahum, km 12, 79825-070, MS, Brasil, Telefone: +55 67 3410-

2326 Fax: +55 67 3410-2326. E-mail: candida2005@gmail.com 

Contagem de palavras, resumo: 140 

Contagem de palavras, principal texto: 3.355 

Contagem de palavras, referências: 1.647 

Número de tabelas/figuras: 4/0 

 

 

 

 

 

 



 
47 

Resumo  

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a DL 50 e efeito quimiopreventivo e 

antigenotóxico do extrato etanólico das folhas de Piper glabratum (EEPG) em 

roedores. Foi realizado teste de toxicidade aguda em ratos Wistar, avaliando os 

parâmetros hipocráticos durante um período de 14 dias. Além disso, foi realizado 

testes de avaliação genotoxicológica através do ensaio cometa e análise da fagocitose 

esplênica, em camundongos C57BL/6 tratados por via oral com doses de 10, 100 e 

1000 mg/Kg do EEPG, associados ou não com ciclofosfamida. Foram analisados 

parâmetros de peso corporal dos animais e peso relativo dos órgãos fígado, rins, baço, 

coração e pulmão. O estudo demonstrou a incapacidade do EEPG em exercer efeitos 

tóxicos agudos, sendo a DL 50 superior a 2000 mg/Kg, indicando baixa toxicidade, e 

genotóxicos, evidenciando uma capacidade quimiopreventiva e anticarcinogênica do 

extrato em associação com a ciclofosfamida. 

 

Palavras-chave: Ensaio cometa, antitumoral, toxicidade, extrato, planta medicinal. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

 O uso de plantas medicinais, como alternativa farmacêutica (fitoterápico) ou 

como fonte de bioprospecção de novos compostos químicos, para o tratamento de 

diversas patologias, tem se elevado. Desta forma, é imprescindível a determinação de 

efeitos genotóxicos de compostos obtidos a partir de plantas medicinais (Chichioco-

Hernandez et al., 2011). Compostos que determinam aumento de efeitos genotóxicos, 

devem ser muito bem ponderados entre o risco e benefício à saúde humana (Pesarini 

et al., 2014; Oliveira et al., 2015). Em contrapartida, é possível também determinar o 

potencial antigenotóxico de um composto, que pode ser utilizado no tratamento de 

tumores e na prevenção ao câncer (Fedel-Miyasato et al., 2014; Mauro et al., 2014). 

 Diante disso, podemos citar a pariparoba, nome popularmente conhecido da 

planta Piper glabratum (Piperaceae). Este arbusto está presente em regiões de 

temperatura média no Brasil, como por exemplo no estado do Mato Grosso do Sul 

(Kato e Furlan, 2007), sendo utilizada na medicina popular como diurética (Prando et 

al., 2014). Entretanto, poucos estudos acerca dos efeitos farmacológicos desta planta 

foram realizados. Alguns autores, após testes in vivo e in vitro, descreveram os 

compostos químicos e diversas atividades terapêuticas referentes a estes compostos, 

presentes em diferentes partes da planta (Oesterreich et al., 2015). 

 Quanto às atividades terapêuticas, foram determinados efeito antiparasitário, 

anti-inflamatório, analgésico e diurético das folhas e raízes da planta (Prando et al., 

2014; Flores et al., 2008; Branquinho et al., 2017). Os componentes químicos 

relacionados a esta planta são da classe de ácidos orgânicos, triterpenos, esteróides 

e taninos no extrato etanólico das folhas (Oesterreich et al., 2015). 
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No entanto, o único estudo referente a toxicidade desta planta foi realizado por 

Prando et al. (2014), que demonstrou um efeito hepatotóxico do extrato metanólico 

das raízes de Piper glabratum em ratos e ratas tratados com dose de 3000 mg/Kg por 

via intraperitoneal e por via oral, na avaliação da toxicidade aguda. Diante disto, 

objetivou-se a avaliação desta planta, por meio de testes genotoxicológicos e 

antigenotoxicológicos in vivo, a avaliação de alteração da fagocitose esplênica e a 

formação ou prevenção de danos no DNA celular. As análises feitas neste estudo 

foram realizadas a partir do extrato etanólico das folhas de Piper glabratum.  

 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

O material de estudo foi obtido a partir da coleta de folhas de P. glabratum 

Kunth (latitude 2,209'37, 7 "sul e longitude 54055'03, 2" oeste) no segundo mês do 

ano de 2017, na cidade de Dourados-MS, Brasil. O Prof. Dr. Elsie Franklin Guimarães 

do Jardim Botânico do Rio de Janeiro-RJ, Brasil, identificou a amostra, preparou a 

exsicata e a incluiu no herbário da Universidade Federal da Grande Dourados/UFGD, 

MS, Brasil (DDMS4412). 

 

2.2 Preparação das drogas e extrato etanólico  

 

Ao final do processo de obtenção do extrato etanólico de Piper glabratum 

(EEPG), obteve-se uma massa de 203 g. O procedimento foi realizado após a coleta 

do material vegetal, onde as folhas foram secas à temperatura ambiente, moídas e 
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submetidas ao processo de extração por maceração, utilizado como solvente o etanol 

a 92% por sete dias. Posteriormente, com auxílio de evaporador rotativo, foi feita a 

concentração do material, que então foi seco em capela. O EEPG foi dissolvido por 

meio do veículo solução salina 0.9% e 1% de tween 80. A ciclofosfamida 

(Fosfaseron®, Ithaca Laboratório, Brazil), foi diluída em solução salina 0,9% (pH 7,4). 

 

 2.3. Animais experimentais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss, obtidos da Laboratório de Animais do 

Instituto de Biociências, da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) e 

ratos Wistar machos, obtidos no Biotério Central da Universidade Federal da Grande 

Dourados (UFGD). Todos os animais foram mantidos com livre acesso a alimentação 

e condições de temperatura (22 ± 2 ºC), umidade (50–10%) e ciclo de iluminação (12 

h) controlados. Aprovação do Comitê de Ético no Uso de Animal (CEUA/UFGD) nº 

26/2016. 

 

2.4. Desenho experimental 

 

 Para análise do ensaio cometa e fagocitose esplênica, quarenta camundongos 

C57BL/6J machos foram aleatoriamente divididos em oito grupos experimentais. O 

grupo controle negativo recebeu por via oral (v.o.) o veículo (solução salina 0.9% e 

1% de Tween 80) na proporção de 10 mL / Kg de peso corpóreo e intraperitonealmente 

(i.p.) solução salina 0,9% na mesma proporção; o grupo controle positivo recebeu 100 

mg / Kg de ciclofosfamida (i.p.) e veículo (10 mL / Kg, v.o.); três grupos foram tratados 

com diferentes doses de EEPG (10, 100 e 1000 mg / Kg, v.o.); três grupos foram 
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tratados em associação com a ciclofosfamida, recebendo diferentes de EEPG (10, 

100 e 1000 mg / Kg, v.o.) e ciclofosfamida (100 mg / Kg, i.p.). Os animais foram 

pesados antes e após 72 h de tratamento, feito isso, foi realizada a eutanásia e 

determinação do peso relativo dos órgãos coração, rins, fígado, baço e pulmões. O 

peso relativo foi calculado dividindo-se o peso absoluto do órgão pelo peso absoluto 

final do animal. 

Na avaliação da toxicidade aguda, seguindo as orientações da Organisation for 

Economic Co-operation and Development (OECD, 2008) e Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (BRASIL, 2013), ratos Wistar machos foram divididos em dois 

grupos, sendo um grupo tratado com doses crescentes de EEPG (500, 1000 e 2000 

mg / Kg, v.o.) e um segundo grupo tratado com solução salina 0,9% e 1% de Tween 

80, sendo este o grupo controle negativo (OECD. 2008, BRASIL, 2013).  

 

2.5. Toxicidade oral aguda 

 

Seguindo o protocolo, foi administrado em cada animal, uma única 

administração via oral de extrato etanólico de Piper glabratum (EEPG). No animal 

número um, administrou-se a dose de 500 mg/Kg, sendo este observado por tempos 

pré-determinados de 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 e 48 h. Não havendo morte do 

animal, após esse período, um segundo animal recebeu uma dose de 1000 mg/Kg. 

Da mesma forma, não havendo morte após 48 h, um terceiro animal recebeu uma 

dose de 2000 mg/Kg.  Como não houve morte em nenhum dos animais, outros 4 

animais foram tratados com a dose de 2000 mg/Kg. O grupo controle negativo recebeu 

solução salina 0,9% também por via oral. 
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Todos os animais foram observados durante as primeiras 24 h após a 

administração dos respectivos tratamentos e, posteriormente, uma vez ao dia por 14 

dias. Nesta observação, foram verificados a presença ou não dos cinco parâmetros 

do screening hipocrático propostos por Malone e Robichaud (1962) e OECD (2008), 

sendo eles o estado consciente, atividade e coordenação do sistema motor e tônus 

muscular, reflexos, atividades sobre o sistema nervoso central e atividades sobre o 

sistema nervoso autônomo (OECD, 2008). Ao final do experimento, os animais foram 

eutanasiados e os órgãos (coração, baço e fígado) foram removidos, pesados e 

observados quanto a possíveis alterações macroscópicas. 

 

2.6. Ensaio do Cometa 

 

Seguindo a descrição feita por Singh (1988) e com modificações propostas por 

Oliveira (2009), após a administração em dose única dos respectivos tratamentos dos 

grupos experimentais, amostras de 20 µL de sangue periférico foi coletado de todos 

os animais 24 horas após o início dos testes. O sangue coletado foi homogeneizado 

em 120 µL de agarose de baixo peso molecular (LMP 0,5%). Esta mistura então foi 

adicionada em lâminas de microscopia com agarose (5%) previamente revestidas, e 

posteriormente recobertas com lamínula. Após este procedimento, as lâminas foram 

resfriadas a 4 °C por 20 min, e então colocadas contato com solução de lise (NaCl 2,5 

M, EDTA 100 mM, 10 mM Tris, pH 10,0 [corrigido com NaOH sólido], Triton X-100 e 

DMSO), sendo posteriormente incubadas por 1 h a 4 °C em ambiente livre de 

iluminação. Para a desnaturação do DNA, as lâminas foram submergidas em cuba de 

eletroforese com tampão em pH> 13,0 (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, a partir de 10 

N NaOH e 200mM EDTA, com pH 10.0) por 20 min a 4 °C. Posteriormente, foi iniciada 
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a eletroforese a 25 V e 300 mA (1,25 V/cm) e após 20 min as lâminas foram então 

neutralizadas em solução de Tris HCl 0,4 M, pH 7,5 por 3 ciclos de 5 min cada. O 

material foi então seco em temperatura ambiente e fixado em etanol absoluto por 10 

min. Por fim, as lâminas foram coradas (100 µL de brometo de etídio, 20 μg/mL) e 

posteriormente levadas para análise de 100 células em microscópio de fluorescência 

(Bioval®, Modelo L 2000A) com filtro de excitação de 420-490 nm e de barreira de 

520 nm em 40x ampliação (Kobayashi, 1995). O escore total foi calculado pela 

somatório dos valores resultantes da multiplicação do total de células observadas em 

cada classe de lesão a qual pertenciam pelo valor da classe. 

 

2.7. Fagocitose esplênica 

 

Após as 72 h horas de análise, foi realizada a eutanásia dos animais e o baço 

foi recolhido para o ensaio de fagocitose descrito por Schneider et al. (2016). O órgão 

foi macerado em solução salina 0,9%, obtendo-se uma suspensão celular 

homogênea. Lâminas de microscopia foram coradas com Alaranjado de Acridina (1 

mg/mL) e 100 μL de cada suspensão celular foi acrescentada em cada uma delas, 

sendo então recobertas com lamínula e acondicionadas a uma temperatura de -20ºC 

até o momento da análise. Em microscópio de fluorescência (Bioval® Modelo G2000 

A, Brasil), filtro de 420-490nm e de barreira de 520nm, analisou-se 200 células por 

animal no aumento de 40x. De acordo com a descrição de Hayashi et al. (1990), foi 

avaliada a ausência ou presença de fagocitose. 

 

2.8. Cálculo da redução percentual de danos (% RD) 
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O cálculo do %RD foi realizado para avaliar se o EEPG, quando em associação 

com uma substância genotóxica, possui propriedades quimiopreventivas (Manoharan 

e Banerjee, 1985; Waters et al., 1990). O cálculo foi realizado da seguinte maneira: 

(média do controle positivo - a média do tratamento combinado / média do controle 

positivo - a média do controle negativo x 100).  

 

2.9. Análise estatística 

 

 Os dados foram analisados por ANOVA com pós-teste de Tukey, utilizando o 

software GraphPad Prism (versão 2.3; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, 

EUA). Os valores são relatados como a média ± erro padrão da média. O nível de 

significância foi estabelecido em P <0,05. 

 

 3.  RESULTADOS 

 

3.1. Toxicidade aguda 

 

 Na avaliação da toxicidade aguda, nas primeiras 6 horas após o tratamento 

com EEPG na dose única de 2000 mg/Kg, os animais apresentaram sinais de 

depressão do sistema nervoso central, como sonolência e letargia, no entanto, ao 

longo do período de estudo, não foram observados morte ou sinais de toxicidade nos 

animais, indicados pela ausência de alterações nos parâmetros hipocráticos 

observados como piloereção, lacrimação, alteração nas mucosas, olhos ou fezes, 

resposta motora espontânea ou induzida, tremores, irritabilidade, contorção, 

convulsões e respiração.  
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3.2. Genotoxicidade e fagocitose 

 

 Quanto ao peso absoluto inicial e final dos animais, não houve diferença 

estatística entre o grupo controle negativo e positivo, entretanto, o grupo tratado com 

1000 mg/Kg de EEPG diferenciou-se estatisticamente do grupo controle positivo, 

ocorrendo uma menor redução de massa corporal do grupo EEPG comparado aos 

dois grupos (Tabela 1). 

O peso relativo dos órgãos fígado, rins, coração e pulmão não se diferenciaram 

estatisticamente entre os grupos. Entretanto, o peso relativo do baço foi 

estatisticamente diferente entre o grupo controle positivo e controle negativo, 

ocorrendo redução no peso do órgão no grupo ciclofosfamida. Esta redução ocorreu 

também nos grupos tratados com EEPG em associação a ciclofosfamida. Dentre os 

tratamentos isolados de EEPG, a dose de 10 mg/Kg foi similar ao controle negativo e 

as doses de 100 e 1000 mg/Kg geraram redução do peso relativo do órgão comparado 

ao controle negativo e grupo controle positivo, respectivamente (Tabela 2). 

No ensaio cometa, foram observados o número de células com dano no DNA, 

e classificadas de acordo com o grau de dano genético. Nos grupos em associação 

do EEPG com a ciclofosfamida, foi calculada a porcentagem de redução do dano 

(%RD). O resultado, apresentou um maior dano no DNA celular do grupo controle 

positivo quando comparado aos demais grupos. Os grupos tratados somente com 

EEPG não apresentaram danos significativos no material genético. Os tratamentos 

em associação demonstraram uma redução do dano ao DNA celular, com destaque 

ao grupo EEPG 10 mg/Kg em associação a ciclofosfamida, como mostra a tabela 3. 
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Na avaliação da fagocitose esplênica, observou-se um aumento significativo 

nos eventos fagocíticos no grupo controle positivo, quando comparado aos demais 

tratamentos, onde os grupos tratados com 10, 100 ou 1000 mg/Kg do EEPG não 

tiveram alteração fagocitária comparada ao grupo controle negativo. Entretanto, foi 

observada diferença significativa dos grupos com associação entre o extrato e a 

ciclofosfamida, onde as doses de 10 e 100 mg/Kg de EEPG, reverteram 

significativamente o processo de fagocitose induzido pela ciclofosfamida, quando 

comparado ao grupo controle positivo (Tabela 4). 

 

4. DISCUSSÃO 

 

 Muitas plantas medicinais possuem a capacidade de induzir efeitos 

tóxicos, portanto é muito importante a determinação destes possíveis efeitos para 

validar o uso terapêutico das mesmas (Melo et al., 2011). Na avaliação da toxicidade 

aguda do extrato etanólico de Piper glabratum (EEPG), a administração oral da dose 

de 2000 mg/Kg, determinou efeito de depressão do sistema nervoso central, expresso 

pela sedação e diminuição do movimento espontâneo ou induzido por estímulo tátil, 

nas primeiras 6 horas após a gavagem. Estes resultados também foram observados 

no estudo conduzido por Prando et al., (2014), onde foi determinado um possível efeito 

ansiolítico do extrato metanólico de Piper glabratum, nas doses de 1000 e 3000 mg/Kg 

administrados por via intraperitoneal e 3000 mg/Kg por via oral. 

No estudo realizado por Branquinho et al. 2017, foi determinado a ausência de 

toxicidade do óleo essencial de P. glabratum na dose de 5000 mg/Kg em testes de 

toxicidade aguda e subaguda. Prando et al., (2014) verificou toxicidade hepática na 

administração intraperitoneal de extrato metanólico de P. glabratum, com cálculo de 
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DL50 de 2426,216 mg/Kg em ratas, e superior a 3000 mg/Kg em ratos. Já na 

administração por via oral no mesmo estudo, não ocorreu morte dos animais, sendo 

a DL50 superior a 3000 mg/Kg em ambos os sexos dos animais. Diferentemente deste 

último estudo e corroborando com os achados de Branquinho et al. (2017), nossos 

resultados demonstraram que o EEPG na dose de 2000 mg/Kg, não determina efeitos 

de toxicidade aguda, visto que no decorrer do experimento não foram observados 

sinais de toxicidade ou morte nos animais, sendo a DL 50 superior a dose de 2000 

mg/Kg. 

A avaliação da genotoxicidade de plantas medicinais com potencial fitoterápico, 

como no caso da Piper glabratum, se faz necessário a fim de se obter dados 

comprobatórios referentes à possibilidade ou não de causar mutações celulares a 

nível genético. Da mesma maneira, a avaliação da fagocitose esplênica é importante 

para avaliação da atividade do baço em resposta aos respectivos tratamentos e 

possíveis danos nas células (Navarro et al., 2014; Carvalho et al., 2015). Alterações 

genéticas servem como marcadores precoces de alteração celular que podem levar 

ao câncer e outras doenças, e é por isso que a avaliação destas mudanças são 

importantes para o uso seguro do produto (Cardoso et al., 2016). 

Os animais submetidos aos testes genotoxicológicos tiveram diferenças 

significativas no peso corporal final, ocorrendo perda da massa corpórea. Entretanto 

estas alterações não tiveram diferenças significativas entre os grupos, o grupo 

controle positivo apresentou maior perda de peso, assim como demonstrado por 

Kanno et al. (2009), este grupo demonstrou-se análise estatística similar ao grupo 

controle negativo.  

Em relação à análise dos órgãos, em nosso estudo não foi observado diferença 

significativa no tamanho relativo dos órgãos pulmão, coração, rins e fígado, apesar 
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deste último ter seu tamanho levemente aumentado no grupo controle positivo, 

quando comparado ao controle negativo, esta diferença não foi estatisticamente 

diferente. A partir disso, pode-se concluir que não houve sinais de alteração hepática 

ou renal nos grupos testados, apesar da comprovada hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade da ciclofosfamida (DeLeve et al., 1996; Kanno et al., 2009).  

Na análise do peso relativo do baço, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos de EEPG e controle negativo. No entanto, foi observada uma diminuição 

significativa da massa tecidual do órgão no grupo controle positivo e associações 

entre EEPG e ciclofosfamida, em comparação ao grupo controle negativo. De acordo 

com Siegal et al. (1986), a ciclofosfamida pode levar a uma diminuição do peso do 

baço, nos quatro primeiros dias após a administração da droga. Esta diminuição pode 

estar relacionada à depleção da polpa branca do órgão, região que desempenha ação 

imunológica do mesmo, através da produção de anticorpos.  

O ensaio cometa, serve para avaliar danos celulares ocasionados por agentes 

genotóxicos diretamente no núcleo celular (Ishikawa et al., 2017). O grupo controle 

positivo, apresentou uma elevada contagem celular de danos ao DNA, assim como já 

reportado na literatura (Araújo et al., 2017; Radai, 2018; Ishikawa et al., 2017). A 

análise do ensaio cometa resultou em diferença estatística entre os grupos tratados 

isoladamente com EEPG e o grupo controle negativo, sugerindo que a planta possa 

determinar efeitos genotóxicos, no entanto, apesar de ter ocorrido um aumento de 

eventos celulares com dano no DNA nos grupos tratados apenas com EEPG, como 

observado no teste de fagocitose, tais danos não chegam ao ponto de alterar a 

fagocitose esplênica, que é um mecanismo de remoção de células lesadas do corpo 

(Ishii et al., 2011; Fedel-Miyasato et al., 2014).  
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As associações entre EEPG e ciclofosfamida se diferenciaram dos demais 

tratamentos, ocorrendo redução do dano celular em comparação ao grupo controle 

positivo, com um %RD significativa na dose de 10 mg/Kg de EEPG. Neste sentido, 

pode-se observar que a planta quando administrada de forma isolada em doses 

elevadas (1000mg/Kg), possui um potencial genotóxico, e quando associada a um 

quimioterápico, possui capacidade quimiopreventiva e antigenotóxica. 

Compostos com efeitos bifuncionais já foram descritos na literatura. Araújo et 

al. (2017) observou que uma nova isocumarina avaliada no teste de micronúcleo, 

demonstrou resultados similares aos encontrados em nosso estudo, onde foi atribuído 

ao composto a capacidade genotóxica quando administrado isoladamente e 

quimiopreventiva frente a cisplatina e ciclofosfamida. 

Esta capacidade quimiopreventiva pode estar relacionada a diversas atividades 

biológicas já atribuídas a plantas do gênero Piper, como por exemplo a capacidade 

antioxidante, anticâncer e anti-inflamatória (Li et al., 2014; Tasleem et al., 2014; 

Iawamoto et al., 2015; Branquinho et al, 2017). Atividade antioxidante está relacionada 

a capacidade quimiopreventiva e imunomoduladora (Murakami et al., 2000; Ishii et al., 

2011; Oliveira et al., 2013, 2014) sobre os ânions superóxido que podem causar 

lesões ao DNA. A inflamação pode ser considerada como um processo facilitador do 

desenvolvimento de câncer, através da liberação de moléculas bioativas, fatores 

angiogênicos e enzimas que modificam a matriz extracelular, como sendo agentes 

mutagênicos, estando presente já em estágios iniciais da carcinogênese (Walczak, 

2011; Hanahan e Weinberg, 2011; Vendramini-Costa e Carvalho, 2012). 

 Ao observar os dados da análise de fagocitose no baço, pode-se inferir que não 

houve diferença entre os grupos tratados isoladamente com EEPG e o grupo controle 

negativo. O grupo controle positivo, tratado apenas com a ciclofosfamida, demonstrou 
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elevação fagocítica quando comparado ao grupo controle negativo. Esta elevação já 

é bem difundida no meio científico (Magosso et al., 2016; Okamoto et al., 2018; 

Oliveira et al., 2018).  

Os grupos tratados em associação entre as doses de 10 e 100 mg/Kg de EEPG 

e a ciclofosfamida, diminuíram a fagocitose esplênica significativamente, quando 

comparados ao controle positivo. Como comentado anteriormente, como resposta ao 

aumento de danos ao DNA, o baço aumenta sua capacidade de fagocitose, com o 

intuito de reduzir a quantidade de células circulantes com dano no DNA (Carvalho et 

al., 2015; Oliveira et al., 2015).  

Vários estudos demonstraram atividade antimutagênica de diferentes plantas 

do gênero Piper (Hamss et al., 2003; Dhote et al., 2007). No estudo realizado por 

Wongpa et al. (2007), foi elucidada uma redução estatisticamente significativa nas 

alterações cromossômicas induzidas pela ciclofosfamida em células da medula óssea 

de ratos pela piperina, um composto presente em várias espécies do gênero Piper, 

demonstrando um potencial antimutagênico do composto, assim como no estudo de 

Balakrishnan et al. (2008). 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Os achados no teste cometa, onde as associações reverteram 

significativamente os eventos de dano ao DNA, sendo assim, diminuindo a fagocitose 

esplênica em comparação ao grupo ciclofosfamida, reforça a hipótese de 

quimioprevenção e antigenotoxicidade do EEPG, nas doses testadas, frente a 

ciclofosfamida. Por fim, a partir de todas as análises, pode-se observar a ausência de 

toxicidade aguda, com DL 50 superior a 2000 mg/Kg e uma possível ação protetora 

do EEPG em doses baixas, frente a agentes indutores de dano no DNA. 
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TABELAS E FIGURAS 

 

Tabela 1. Parâmetros biométricos (massa corporal inicial, final e ganho de peso) de avaliação do 
extrato etanólico de Piper glabratum (EEPG). 
 

Grupos 

experimentais 

Parâmetros Biométricos (g) 

Inicial Final Ganho de Peso 

CN 39,36±0,99a,b 36,24±1,24a,b,c -3,13±0,44a,b 

CP 37,95±2,12a,b 33,69±1,22a -4,26±0,99a 

EEPG 10 36,71±1,49a 34,97±1,60a,b -1,75±0,34a,b 

EEPG 100 44,64±1,54a,b 43,17±1,09c,d -1,47±0,61a,b 

EEPG 1000 42,92±1,21a,b 41,69±1,17b,c,d -1,23±0,32b 

EEPG 10 + CP 46,29±1,14b 44,33±1,43d -1,96±0,48a,b 

EEPG 100 + CP 46,00±2,96b 43,18±2,06c,d -2,83±0,98a,b 

EEPG 1000 + CP 44,70±3,21a,b 41,04±2,63a,b,c,d -3,66±0,61a,b 

 

Legenda: Controle Negativo (CN) - camundongos tratados com veículo (solução fisiológica 0,9% por 
via oral (v.o.) (10 ml/Kg de peso corporal (g) e Tween a 1%) e com solução fisiológica intraperitoneal 
(i.p.) (10 ml/Kg). Controle positivo (CP) - animais tratados com veículo (v.o.) e ciclofosfamida a 100 
mg/Kg (i.p.); grupos PG 10, PG 100 e PG 1000 - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes 
(10, 100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e com solução fisiológica (10 ml/Kg, i.p.); grupos EEPG 
10 + CP, EEPG 100 + CP e EEPG 1000 + CP - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes (10, 
100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e ciclofosfamida (100 mg/Kg, i.p.). Letras diferentes indicam 
diferença estatística significativa. Testes estatísticos utilizados: ANOVA/Tukey-Kramer (P <0,05).  
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Tabela 2. Peso relativo dos órgãos baço, fígado, rins, pulmão e coração na avaliação do extrato 
etanólico de Piper glabratum (EEPG). 
 
 

Grupos 

experimentais 

Peso Relativo dos órgãos  

Baço Fígado Rins Pulmão  Coração 

CN 0,006±0,0003d 0,049±0,0018ab 0,012±0,0003a,b 0,008±0,0011a 0,005±0,0002a 

CP 0,004 ±0,0007a,b,c 0,052±0,0014b 0,014±0,0003b 0,007±0,0003a 0,005±0,0001a 

EEPG 10 0,007±0,0006d 0,040±0,0012a 0,011±0,0006a 0,007±0,0004a 0,005±0,0004a 

EEPG 100 0,005±0,0009c,d 0,046±0,0006a,b 0,014±0,0005a,b 0,006±0,0005a 0,005±0,0004a 

EEPG 1000 0,004±0,0002b,c 0,042±0,0046a 0,012±0,0004a,b 0,006±0,0003a 0,005±0,0004a 

EEPG 10 + CP 0,002±0,0001a 0,044±0,0018a,b 0,013±0,0006a,b 0,006±0,0003a 0,004±0,0001a 

EEPG 100 + CP 0,002±0,0002a 0,042±0,0010a 0,013±0,0006a,b 0,006±0,0002a 0,005±0,0003a 

EEPG 1000 + CP 0,002±0,0002a 0,042±0,0017a 0,013±0,0006a,b 0,006±0,0007a 0,004±0,0004a 

 
 
Legenda: Controle Negativo (CN) - camundongos tratados com veículo (solução fisiológica 0,9% por 
via oral (v.o.) (10 ml/Kg de peso corporal (g) e Tween a 1%) e com solução fisiológica intraperitoneal 
(i.p.) (10 ml/Kg). Controle positivo (CP) - animais tratados com veículo (v.o.) e ciclofosfamida a 100 
mg/Kg (i.p.); grupos PG 10, PG 100 e PG 1000 - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes 
(10, 100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e com solução fisiológica (10 ml/Kg, i.p.); grupos EEPG 
10 + CP, EEPG 100 + CP e EEPG 1000 + CP - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes (10, 
100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e ciclofosfamida com 100 mg/Kg (i.p.). Letras diferentes 
indicam diferença estatística significativa. Testes estatísticos utilizados: ANOVA/Tukey-Kramer (P 
<0,05).  
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Tabela 3. Ensaio cometa do extrato etanólico de Piper glabratum (EEPG). 
               

Grupos 

experimentais 

Células com 

dano no DNA 

Classificação de dano no DNA Score %RD 

0 1 2 3 

CN 8,8±1,07a 91,2±1,07 8,8±1,07 0,0±0,00 0,0±0,00 8,8±1,07a  

CP 94,4±0,93e 5,6±0,93 67,2±4,09 22,0±8,66 5,2±2,08 126,8±6,40d  

EEPG 10 23,0±1,09b 77,2±1,07 22,6±1,08 0,4±0,40 0,0±0,00 23,4±1,25a  

EEPG 100 22,8±1,74b 77,2±1,74 22,6±1,80 0,2±0,20 0,0±0,00 23,0±1,70a  

EEPG 1000 23,2±3,54b 76,8±3,54 23,6±3,54 0,0±0,0 0,0±0,00 23,2±3,54a  

EEPG 10 + CP 59,8±1,20c 40,2±1,20 48,2±2,01 9,8±1,24 1,8±0,58 73,2±2,48b 40,42 

EEPG 100 + CP 76±1,79d 24,0±1,79 63,2±1,46 12,2±2,25 0,6±0,40 89,4±4,18b,c 21,50 

EEPG + 1000 CP 80,2±3,25d 19,8±3,25 71,0±2,28 8,4±2,11 0,8±0,58 90,2±5,17d 16,59 

        

Legenda: Controle Negativo (CN) - camundongos tratados com veículo (solução fisiológica 0,9% por 
via oral (v.o.) (10 ml/Kg de peso corporal (g) e Tween a 1%) e com solução fisiológica intraperitoneal 
(i.p.) (10 ml/Kg). Controle positivo (CP) - animais tratados com veículo (v.o.) e ciclofosfamida a 100 
mg/Kg (i.p.); grupos PG 10, PG 100 e PG 1000 - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes 
(10, 100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e com solução fisiológica (10 ml/Kg, i.p.); grupos EEPG 
10 + CP, EEPG 100 + CP e EEPG 1000 + CP - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes (10, 
100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e ciclofosfamida com 100 mg/Kg (i.p.). Letras diferentes 
indicam diferença estatística significativa. Testes estatísticos utilizados: ANOVA/Tukey-Kramer (P 
<0,05).  
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Tabela 4. Ensaio de fagocitose esplênica do extrato etanólico de Piper glabratum (EEPG). 
  

Grupos 

experimentais 

Fagocitose 

CN 3,4±1,17a 

CP 53,4±2,29c 

EEPG 10 2,2±1,28a 

EEPG 100 4,2±1,39a 

EEPG 1000 1,2±1,39a 

EEPG 10 + CP 25,0±2,61b 

EEPG 100 + CP 19,4±3,12b 

EEPG 1000 + CP 43,6±4,37c 

  

Legenda: Controle Negativo (CN) - camundongos tratados com veículo (solução fisiológica 0,9% por 
via oral (v.o.) (10 ml/Kg de peso corporal (g) e Tween a 1%) e com solução fisiológica intraperitoneal 
(i.p.) (10 ml/Kg). Controle positivo (CP) - animais tratados com veículo (v.o.) e ciclofosfamida a 100 
mg/Kg (i.p.); grupos PG 10, PG 100 e PG 1000 - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes 
(10, 100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e com solução fisiológica (10 ml/Kg, i.p.); grupos EEPG 
10 + CP, EEPG 100 + CP e EEPG 1000 + CP - animais tratados com EEPG em 3 doses diferentes (10, 
100 e, 1000 mg/Kg, v.o., respectivamente) e ciclofosfamida com 100 mg/Kg (i.p.). Letras diferentes 
indicam diferença estatística significativa. Testes estatísticos utilizados: ANOVA/Tukey-Kramer (P 
<0,05). 
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5.2 Artigo 2: Effects of an ethanolic extract and fractions from Piper glabratum (Piperaceae) 

leaves on pain and inflammation - Submetido à revista “Journal of Ethnopharmacology” 

(Qualis A2 – Medicina II: Fator de impacto = 3.115) 
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ABSTRACT 

Etnopharmacological relevance 

In the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, Piper glabratum leaves are used as a popular 

medicine for pain and inflammation.  

Aim of the study 

In this study, we performed a phytochemical analysis and evaluated the effects of application 

of an ethanolic extract (EEPG) obtained from leaves of P. glabratum as well as the effects of 

application of the hexanic fraction (HXPG) and the hydroalcoholic fraction (HAPG) obtained 

from the EEPG on inflammatory parameters and pain in mice.  

Materials and Methods 

Swiss mice were treated with EEPG (30-300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg) or HAPG (83.37 

mg/kg) and then subjected to carrageenan-induced pleurisy and paw oedema tests, the 

spontaneous pain, and zymosan-induced intra-articular inflammation.  

Results 

Phytochemical analysis of the fractions demonstrated the presence of phytol, a mixture of 

stigmasterol and β-sitosterol, and glycosylated flavonols in the fractions. In the pleurisy test, 

there was a significant reduction in leukocyte migration and protein exudation. All treatments 

reduced cold and mechanical hyperalgesia and were anti-oedematogenic in the carrageenan-

induced paw inflammation test. All treatments inhibited an oedematogenic effect and cold 

allodynia in the formalin test, but only HXPG significantly reduced paw licking in the second 

phase. All treatments significantly reduced oedema, mechanical hyperalgesia, and leukocyte 

migration in the zymosan-induced intra-articular inflammation model. 

Conclusions 

In this work, the antihyperalgesic and anti-inflammatory properties of an ethanolic extract of P. 

glabratum and fractions were demonstrated for the first time. These results may be related, at 
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least in part, to modulation of the activity of adhesion molecules and transcription factors by 

phytol, stigmasterol and β-sitosterol. 

 

Keywords: Piper glabratum; analgesy; inflammation; carrageenan; formalin. 
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1. INTRODUCTION 

 

The inflammatory process produces cardinal signals in response to the action of 

exogenous and/or endogenous inducers such as microorganisms and cellular derivatives (Noah 

et al., 2012). Pain, which is an unpleasant sensory and emotional experience but useful for the 

preservation of homeostasis, occurs in several inflammatory and non-inflammatory states 

(Carlino et al., 2014). 

New anti-inflammatory and analgesic drugs can be bioprospected from medicinal plants 

that are commonly used by the general population (Cabral Silva et al., 2013; Carlino et al., 

2014). In Mato Grosso do Sul, one can find the plant used in folk medicine Piper glabratum 

Kunth (Piperaceae), popularly known as pariparoba or false jaborandi (Kato and Furlan, 2007; 

Prando et al., 2014; Branquinho et al., 2017). Only a few studies have described the 

pharmacological properties of this plant. It was shown that a methanolic extract of its roots has 

diuretic and hepatotoxic effects at high doses Prando et al., (2014) and that an ethanolic extract 

of its leaves that contains triterpenes, steroids, organic acids and tannins has antiparasitic and 

possible antidepressant effects (Flores et al., 2008, Oesterreich et al., 2015). Anti-inflammatory 

and analgesic effects of the essential oil of the leaves of P. glabratum have also been observed 

(Branquinho et al., 2017). 

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), which are often used to treat acute 

inflammation, can trigger gastrointestinal lesions, causing bleeding and stomach ulcers, and 

may also result in renal complications and increase thrombotic and cardiovascular risk, as in 

the case of the second-generation specific COX-2 inhibitors (COXIBS); some of the anti-

inflammatory drugs in this class were withdrawn from the market for this reason (Lapeyre-

Mestre et al., 2013; Moore et al., 2015). 
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Considering the chemical and biological properties of P. glabratum and its popular use 

as an analgesic and anti-inflammatory agent, the aim of this study was to evaluate the anti-

inflammatory and analgesic effects of an ethanolic extract (EEPG) of P. glabratum leaves and 

those of the hexanic (HXPG) and hydroalcoholic (HAPG) fractions obtained from the extract. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Plant material 

Leaves of P. glabratum Kunth were collected in February 2017 in Dourados-MS 

(latitude 2.209'37, 7" south and longitude 54055'03, 2" west). An exsiccate of the species was 

identified by Prof. Elsie Franklin Guimarães of the Botanical Garden of Rio de Janeiro, RJ, 

Brazil and deposited (DDMS 4412) in the herbarium of the Federal University of Grande 

Dourados (UFGD), MS, Brazil. 

 

2.2. Preparation of ethanolic extract, fractions, and phytochemical analysis 

The P. glabratum leaves (1430 g) were dried at room temperature for 7 days, sprayed 

and subjected to 3 extractions by maceration using 92% ethanol. Thereafter, the extracts were 

concentrated under reduced pressure on a rotary evaporator, and the final extract was dried in 

a hood, yielding 203 g of EEPG. A portion of the EEPG (38 g) was dissolved in 500 mL of 

methanol/water (8/2) and subjected to liquid-liquid extraction with hexane, yielding HXPG (6.5 

g) and HAPG (27.9 g). 

HXPG (4.11 g) was subjected to silica gel column chromatography by elution with 

increasing concentrations of AcOEt in hexane and to preparative layer chromatography in a 

system consisting of 95% hexane and 5% acetate. The compounds were identified by analysis 

of 1D and 2D NMR data, and the results were compared with data reported in the literature 

(Arigoni et al., 1999; Subhadhirasakul and Pharkphoom, 2005; Melos et al., 2007). 
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HAPG (3.0 g) was fractionated by reverse-phase (C18) bench chromatography by 

elution with increasing concentrations of methanol in water. The chromatographic fractionation 

resulted in two samples. 1H-NMR experiments using the two samples resulted in proton signals 

between δ 7.00 and 8.0 and between 3 and 5, indicating that these two compounds belong to 

the class of glycosylated flavonols (Agrawal, 1989). 

2.2.1. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometry 

To obtain the NMR spectra of the samples, the Bruker AC 600 MRI spectrometer of the 

Institute of Chemistry of Araraquara was used; it was operated at 600 MHz frequency for 1H 

and at 150.86 MHz frequency for 13C. 

 

2.3. Drug preparation 

For the in vivo assays, the EEPG and the HXPG and HAPG fractions were dissolved in 

saline solution containing Tween 80 (1% Tween 80 in 0.9% saline). The animals in the control 

groups received the vehicle (1% Tween 80 in 0.9% saline). 

Calculation of the doses for HXPG (6.5%) and HAPG (27.79%) was performed 

according to the yield of the fractions from the EEPG. 

 

2.4. Animals 

The experiments were conducted using male and female Swiss mice (20-30 g, 60 days 

old) obtained from the Central Animal Laboratory of the Federal University of Grande 

Dourados (UFGD) and maintained in the Animal Laboratory Sector of the School of Health 

Sciences of the UFGD. The mice were kept at a controlled temperature (22 ± 2 ºC) with a 

light/dark cycle of 12 h and free access to water and food. The experimental protocol was 

approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation (026/2016). 
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2.5 Pleurisy test 

Female Swiss mice were divided into eight groups (n=6). The animals received EEPG 

(30, 100 or 300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg), HAPG (83.37 mg/kg) or vehicle orally. The 

animals that received the latter treatment were designated control and naïve. The animals that 

were used as positive controls received subcutaneous (s.c.) injections of dexamethasone (1 

mg/kg). Using an adapted needle, the animals were then injected intrapleurally on the right side 

of the thoracic cavity with 100 µL of 1% carrageenan diluted in saline solution. The animals in 

the naïve group received similar injections of 0.9% saline solution. Four hours after pleurisy 

induction, the animals were euthanized, thoracic opening was performed, and the thoracic 

cavity was washed with 1 mL of PBS/EDTA solution. Quantitative analysis of leukocytes and 

total proteins (Vinegar et al., 1973) was performed using an automated haematology analyser 

(KX-21N Sysmex), and analysis of the protein exudate was determined by the Bradford method 

using a commercial kit (Bioagency, São Paulo, Brazil). 

 

2.6 Oedema, mechanical and cold hyperalgesia induced by the intraplantar carrageenan 

test 

Male Swiss mice were divided into seven groups (n=6) and received their treatments 1 

h prior to induction of oedema. The groups received EEPG (30, 100 or 300 mg/kg, oral route), 

HXPG (19.5 mg/kg, oral route), HAPG (83.37 mg/kg, oral route) or vehicle (oral route, 

control). The animals in the positive control group were treated with dexamethasone (1 mg/kg, 

s.c.). Oedema induction was performed by injecting 100 μL of carrageenan (1%) dissolved in 

0.9% saline solution into the right hind paw of each animal. In the contralateral paw, 0.9% 

saline solution was injected. At preselected time intervals (0.5, 1, 2 and 4 h) after induction, 

carrageenan-induced paw oedema was determined using a plethysmometer device (Panlab, 

Spain), and the degree of oedema was compared to that in the contralateral paw. At 3 h and 4 h 
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after induction, analyses of mechanical hyperalgesia and cold allodynia were performed (Silva 

Balin et al., 2018). 

 

2.7 Spontaneous pain test 

Male Swiss mice were divided into five groups with six animals in each group. One hour 

before induction, the mice were treated with EEPG (300 mg/kg; oral route), HXPG (19.5 mg/kg, 

oral route), HAPG (83.37 mg/kg, oral route) or vehicle (control). One group was treated with 

morphine (10 mg/kg) intraperitoneally 45 minutes prior to induction. After treatment, each 

animal received an intraplantar injection of 30 μL of 1% formalin in the right hind paw 

(Hunskaar and Hole, 1987). Immediately after induction, the animals were placed individually 

in glass funnels and observed for time to paw lick during two phases (0-5 min initially and a 

second phase at 15-30 min). Shortly thereafter, cold allodynia was determined by the acetone 

drop method, and paw oedema was measured using a plethysmometer. 

 

2.8. Zymosan-induced articular inflammation test 

Female Swiss mice were divided into 6 groups (n=6). The animals were treated orally 

with EEPG (300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg), vehicle (control and naïve). One group received 

subcutaneous injection of dexamethasone (1 mg/kg). Joint inflammation was induced by intra-

articular injection of 20 μL zymosan (200 μg/joint) at the right hind knee joint through the 

suprapatellar ligament (Yamada et al., 2013). The animals in the naïve group received intra-

articular injection of an equal volume of 0.9% saline solution. Mechanical analgesia was 

analysed 3 and 4 h after zymosan injection by measuring the paw withdrawal limit using an 

electronic analgesimeter (InSight®, Ribeirão Preto, Brazil) and the Von Frey method. Knee 

oedema was determined using a digital micrometre by measuring the difference in the diameters 

of the test and contralateral knees (in µm) at 4 and 6 h after zymosan injection. Six hours after 
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zymosan injection, the animals were euthanized, and their knee joint cavities were washed with 

PBS/EDTA for evaluation of leukocyte migration. 

 

2. 9. Statistical analysis 

The results are expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM). To compare 

the results, one-way ANOVA analysis followed by the Newman-Keuls test was used. 

Differences were considered significant at P < 0.05. Statistical analysis and graphing were 

performed using GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA). 

 

3. RESULTS 

3.1. Phytochemical analysis 

  Chromatographic fractionation of the hexanic fraction resulted in the isolation of phytol 

(1) (17 mg) and in the identification of stigmasterol (2) and β-sitosterol (3) in a mixture (14 mg) 

(Figure 1). The chemical study of the hydroalcoholic fraction indicated the presence of 

glycosylated flavonols.  

 

3.2. Effects of the ethanolic extract and fractions on carrageenan-induced pleurisy 

  In carrageenan-induced pleurisy, administration of EEPG at doses of 100 and 300 mg/kg 

resulted in significantly reduced leukocyte migration. The maximum observed inhibition was 

81% at 300 mg/kg, demonstrating a dose-dependent effect of the extract. The dexamethasone 

group displayed a maximal inhibition of 69% compared to the control group. Protein exudation 

was significantly reduced after EEPG treatment at a dose of 300 mg/kg, with maximum 

inhibition of 77%. Protein exudation also decreased significantly (by 68%) in the 

dexamethasone group. Treatment with the fractions resulted in significant inhibition of 

leukocyte migration. The effects of HXPG, which showed a maximum inhibition of 68%, were 



 
84 

more prominent, whereas HXPG only resulted in a significant decrease in protein exudation 

(54%) in relation to the control group (Figure 2).  

 

3.3. Effects of treatments on oedema and on mechanical and cold hyperalgesia induced by 

carrageenan 

The evaluation of paw oedema showed that doses of 30, 100 and 300 mg/kg EEPG 

reduced paw volume at all times, with maximum inhibition of 48%, 45% and 51%, respectively, 

at one hour after induction, 61%, 46% and 69%, respectively, at two hours after induction, and 

62%, 57% and 63%, respectively, at four hours after induction (Figure 3C). Treatment with 

HXPG significantly reduced oedema at all times, with 83% inhibition at 1 h after injection 

(Figure 3D). Dexamethasone was effective in all evaluations (Figure 3A). Administration of 

the HAPG fraction resulted in a significant (39%) reduction of oedema 2 h after carrageenan 

injection (Figure 3E).  

Oral administration of EEPG and HAPG at all tested doses blocked mechanical 

hyperalgesia 3 h after carrageenan injection. Only doses of 100 and 300 mg/kg resulted in 

significant responses at 4 h after injection. The dexamethasone group showed significant results 

in all evaluations (Figure 4).  

The evaluation of cold allodynia showed that EEPG at doses of 100 and 300 mg/kg 

decreased cold sensitivity in all analyses. The 30 mg/kg dose produced a significant result only 

at 4 h after carrageenan injection (Figure 5A-B). The most effective dose was 300 mg/kg; 

animals that received this dose showed a maximum inhibition of 80% at 4 h after the injection. 

Treatment with the HXPG and HAPG fractions decreased the animals’ sensitivity to cold at 3 

h and 4 h after carrageenan injection compared to the control group (Figure 5C and D). The 

maximum inhibition by the HXPG and HAPG fractions was 55% and 65%, respectively. 

Significant inhibition was observed in the dexamethasone group.  
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3.4. Effects of spontaneus pain test 

In the first phase of spontaneous pain induced by formalin, only the morphine group 

displayed reduced nociception. Treatment with the HXPG fraction reduced nociceptive pain 

significantly in the second phase (by 39%); significant reduction was also observed in the 

morphine group. Treatment with EEPG (300 mg/kg) and HXPG (19.5 mg/kg) resulted in 

significant reduction in formalin-induced paw oedema (56% and 68%, respectively). All groups 

showed significant reductions in cold allodynia (EEPG 90%, HXPG 80%, HAPG 92% and 

morphine 100%) (Figure 6). 

 

3.5. Effects of the treatments on articular inflammation induced by zymosan  

In the zymosan-induced intra-articular inflammation test, HXPG treatment produced a 

significant decrease in oedema compared to the control group (Figure 7A-B), with maximum 

inhibition of 37% and 46% at 4 h and 6 h, respectively, after injection. Administration of EEGG 

resulted in a significant difference in all evaluations, with maximum inhibition of 47% at 4 h 

after injection. The dexamethasone group showed a significant difference in all evaluations. 

In the evaluation of mechanical hyperalgesia, all treatments resulted in significant differences 

relative to the control group. All treatments except HXPG produced a significant difference in 

mechanical pain block at 3 h after injection (Figure 7C-D). 

In the evaluation of total leukocytes, all treatments resulted in significant differences in 

relation to the control group. HXPG treatment inhibited leukocyte migration by 33%, treatment 

with EEPG inhibited it by 35%, and treatment with dexamethasone inhibited it by 43% (Figure 

7E). 
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4. DISCUSSION 

This work demonstrates the antinociceptive and anti-inflammatory action of an 

ethanolic extract of P. glabratum based on analyses of inflammation, nociception, and 

mechanical and cold hyperalgesia. The results of our in vivo tests of animals treated with HXPG 

and HAPG confirmed the anti-inflammatory and analgesic action of EEPG. The results 

obtained in this study are consistent with those reported by Branquinho et al. (2017), who 

demonstrated the anti-inflammatory effect of P. glabratum leaf essential oil. 

In the pleurisy model, carrageenan generates maximal activation of an inflammatory 

response four hours after its administration. This response is caused by the release of histamine, 

bradykinin and nitric oxide (NO), which leads to increased vascular permeability and favours 

leukocyte migration (Frõde, 2000). Evaluations of leukocyte migration and protein exudation 

were performed in mice treated with EEPG, HXPG and HAPG; treatment with EEPG or HXPG 

reduced both parameters compared to the control group, suggesting that EEPG and HXPG may 

act as modulators of vasodilation. 

In addition to carrageenan-induced inflammation, pain may be present because 

bradykinin and prostaglandin E2 may cause sensitization of nociceptors (Posadas et al., 2004). 

TNF, IL-1β, chemokines and quinine favour an increase in the sensitivity to pain induced by 

mechanical or thermal stimuli; this is due to a decrease in the activation threshold of type C 

nerve fibres, leading to hyperalgesia (Zhang and An, 2007). EEPG reduced the formation of 

oedema at 4 hours, suggesting that the components of this extract affect the production of 

prostaglandins. The effects of all tested doses of EEPG and the hexane fraction were similar to 

those observed for dexamethasone. In this case, it can be inferred that EEPG and HXPG act to 

inhibit the release of prostaglandins, thereby interfering with vasodilation and cell migration. 

Treatment with EEPG increased the paw withdrawal threshold and reduced the hyperalgesia 

induced by the administration of carrageenan. In our evaluation, only HAPG increased the paw 
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withdrawal threshold two hours after the injection of carrageenan. In nociception induced by 

acetone, EEPG and its fractions decreased the duration of sensitivity to cold, demonstrating its 

antihyperalgesic and antinociceptive potential. 

The formalin-induced spontaneous nociception model is used to evaluate neurogenic 

pain (first stage) and inflammatory pain (second stage). The first phase primarily involves direct 

stimulation of type C and Aδ fibres. In the second phase, inflammatory mediators such as 

bradykinin, serotonin and prostaglandins are released (Hunskaar and Hole, 1987). In this model, 

both phases of the process that leads to pain can be inhibited by morphine. Non-steroidal anti-

inflammatory drugs are inhibitory only in the second phase (Jorge et al., 2006; Berrocoso et al., 

2013). Treatment with HXPG produced significant results only in the second phase of the test. 

The decrease in inflammatory pain suggests that this fraction acts only on inflammatory pain 

and that it does not have central effects such as those produced by opioids. The ability of 

formalin to induce oedema (Nucci-Martins et al., 2016) was antagonized by EEPG and HXPG, 

again demonstrating the similarity in the effects of the HXPG fraction and those of the crude 

extract. It is also possible to use the acetone test, which produces an exaggerated cooling 

sensation in animals sensitized by formalin (Bergeson et al., 2016). Our results indicated a 

significant decrease in cold sensitivity in animals treated with EEPG or with either fraction after 

formalin injection. These results support our other evidence for the anti-inflammatory and 

analgesic activity of EEPG, HXPG and HAPG. 

When tested in the models of pleurisy and paw oedema induced by carrageenan and in 

a model of paw oedema induced by formalin, the HXPG fraction and the 300 mg/kg dose of 

EEPG yielded the best results. These two treatments were therefore used in the zymosan-

induced joint inflammation test. In this model, it is possible to induce activation of the 

transcription factor NF-κB through the activation of TLR-1, TLR-2 and TLR-6 receptors by 

zymosan; this favours the production of proinflammatory cytokines such as TNF, IL-1β, IL-6, 
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NO and chemokines. This activation generates peripheral hypernociception at 3 h and 4 h after 

induction, in addition to generating an increase in vascular permeability that favours chemotaxis 

and cellular infiltration at 6 h after induction (Rocha et al., 2004). 

EEPG and HXPG demonstrated anti-oedematogenic and antihyperalgesic effects during 

the evaluation of the animals’ mechanical nociceptive responses. In addition, the peak of 

leukocyte infiltration that normally occurs 6 h after induction of the inflammatory process was 

attenuated by the treatments, confirming the anti-inflammatory activity of EEPG and HXPG. 

The study by Oesterreich et al. (2015) demonstrated the presence of organic acids, 

tannins, steroids and triterpenoids in ethanolic extracts of P. glabratum leaves. According to 

our phytochemical analyses, HXPG contains a mixture of phytol, stigmasterol and β-sitosterol. 

Phytol is a long-chain branched diterpene that originates from chlorophyll metabolism, whereas 

stigmasterol and β-sitosterol are pentacyclic triterpenoids (Tatiya et al., 2017). 

Studies have demonstrated that phytol compounds possess anti-inflammatory and 

antinociceptive activities. In a study conducted by Santos et al. (2013), an antinociceptive effect 

was demonstrated in the acetic acid-induced contortions test and in the formalin test; the 

antinociceptive effect was produced without affecting the performance of the animals. In 

addition, an antioxidant effect involving a reduction in the levels of hydroxylated reactive 

substances, nitric oxide and thiobarbituric acid has been demonstrated. Silva et al. (2014) 

demonstrated an anti-inflammatory action of phytol in the reduction of paw oedema induced 

by carrageenan and other inflammatory agents, in addition to decreased leukocyte recruitment, 

decreased MPO, TNF and IL-1β activities, and an antioxidant effect. Other studies have 

demonstrated the anti-inflammatory effects of stigmasterol (García et al., 1999) and β-sitosterol 

(Gupta et al., 1980; Paniagua-Pérez et al., 2017), compounds that are also found in HXPG. 

Loizou et al. (2010) and Antwi et al. (2017) showed that β-sitosterol significantly inhibits 

monocyte binding, vascular adhesion molecule 1 expression (VCAM-1) and intracellular 
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adhesion molecule 1 (ICAM-1) activity in TNF-stimulated aortic endothelial cells. Decreased 

expression of nuclear factor κB (NFκB) has also been demonstrated. These results suggest that 

the β-sitosterol and phytol found in HXPG may also take part in the anti-inflammatory process 

by regulating the phosphorylation of NFκB as well as that of IL-1β and TNF. 

In conclusion, an ethanolic extract of P. glabratum was shown to have antihyperalgesic, 

antinociceptive and anti-inflammatory activities in models of acute inflammation. The observed 

effects may be related to the inhibition of inflammatory mediators by phytol, stigmasterol and 

β-sitosterol present in the hexanic fraction of the extract. 
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Figures and legends 
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Figure 1. Isolated and identified chemical compounds of the hexane fraction of Piper glabratum 

after chromatographic to silica gel column eluted with increasing concentrations of AcOEt in 

hexane, and preparative thin layer chromatography eluted in 95% hexane and 5% acetate 

system. The compounds were identified by Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (RMN) 

1D and 2D. Fitol (1), stigmastrol (2) and β-sitosterol (3) in a mixture.  
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Figure 2. Effect of ethanolic extract (EEPG) (Figure A and B), hexane fraction (HXPG) and 

hydroalcoholic fraction (HAPG) (Figure C and D) on carrageenan-induced pleurisy in mice. 

The animals received EEPG (30, 100 and 300 mg/kg, p.o.), HXPG (19.5 mg/kg), HAPG (83.37 

mg/kg) and control group (vehicle, p.o.) or dexamethasone 1 mg/kg, subcutaneous (s.c.) 

(DEXA). After 1 h, 100 μL of carrageenan (Cg) 1% was injected into the pleural cavity of each 

animal. In the naive animals, (## indicates a statistically significant difference from the control 

group) same amount of 0.9% saline solution was injected. The animals were sacrificed 4 h after 

Cg injection and leukocyte migration and protein extravasation were analyzed. Each bar 

represents mean ± S.E.M. of 6 animals. Asterisks indicate levels of significance: ** P <0.01, 

*** P <0.001, ##p< 0.001 compared to the control group. One-way ANOVA followed by the 

Newman-Keuls test. 
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Figure 3. Effect of ethanolic extract (EEPG) (Figure A-C), hexane fraction (HXPG) and 

hydroalcoholic fraction (HAPG) (Figure D-F) on carrageenan induced paw edema in mice. 

Animals received EEPG (30, 100 and 300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg), HAPG (83.37 mg/kg) 

and control group (vehicle, p.o.) or dexamethasone 1 mg/kg, subcutaneous (s.c.) (DEXA). After 

1 h, 100 μL of 1% carrageenan was injected into the right hind paw of each animal. The figures 

represent the analysis of paw edema 1 h (Figure A and D), 2 h (Figure B and E) and 4 h (Figure 

C and F) after carrageenan injection, respectively. Each bar represents mean ± S.E.M. of 6 

animals. * P <0.05, ** P <0.01 and *** P <0.001 compared to the control group. One-way 

ANOVA followed by the Newman-Keuls test. 
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Figure 4. Effect of ethanolic extract (EEPG), hexane fraction (HXPG) and hydroalcoholic 

fraction (HAPG) on mechanical hyperalgesia in carrageenan-induced paw edema in mice. 

Animals received EEPG (30, 100 and 300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg), HAPG (83.37 mg/kg) 

and control group (vehicle, p.o.) or dexamethasone 1 mg/kg, subcutaneous (s.c.) (DEXA). After 

1 h, 100 μL of 1% carrageenan was injected into the right hind paw of each animal. Figures A 

and C, B and D, represent the analysis of mechanical hyperalgesia 3 h and 4 h after carrageenan 

injection, respectively. Each bar represents mean ± S.E.M. of 6 animals. ** P <0.01 and *** P 

<0.001 compared to the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.   
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Figure 5. Effect of ethanolic extract (EEPG), hexane fraction (HXPG) and hydroalcoholic 

fraction (HAPG) on the cold nociceptive response to carrageenan induced paw edema in mice. 

Animals received EEPG (30, 100 and 300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg), HAPG (83.37 mg/kg) 

and control group (vehicle, p.o.) or dexamethasone 1 mg/kg, subcutaneous (s.c.) (DEXA). After 

1 h, 100 μL of 1% carrageenan was injected into the right hind paw of each animal. Figures A 

and C, B and D, represent the analysis of cold allodynia 3 h and 4 h after carrageenan injection, 

respectively. Each bar represents mean ± S.E.M. of 6 animals. * P <0.05, ** P <0.01 and *** 

P <0.001 compared to the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls 

test. 
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Figure 6. Effect of ethanolic extract (EEPG), hexane fraction (HXPG) and hydroalcoholic 

fraction (HAPG) on formalin-induced paw licking or biting in mice and on formalin-induced 

cold sensitivity and edema induced by formalin. Animals received EEPG (300 mg/kg), HXPG 

(19.5 mg/kg), HAPG (83.37 mg/kg) and control group (vehicle, p.o.) or Morphine (MORPH) 

(5 mg/kg, subcutaneous (s.c.)). Antinociceptive effects in phase I and II test (Figure A). Edema 

induced by formalin 1 h after treatment (Figure B). Cold sensitivity 30 min after treatment 

(Figure C). Each bar represents mean ± S.E.M. of 6 animals. ** P <0.01 and *** P <0.001 

compared to the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test.  
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Figure 7. Effect of ethanolic extract (EEPG) and hexane fraction (HXPG) on oedema, 

mechanical hiperalgesia and leukocyte recruitment in zymosan-induced articular inflammation 

test in mice. Animals received EEPG (300 mg/kg), HXPG (19.5 mg/kg) and control group 

(vehicle, p.o.) or dexamethasone 1 mg/kg, subcutaneous (s.c.) (DEXA). After 1 h, 200 μg of 

zymosan was injected into the left knee of each animal. In the naive animals, (### indicates a 

statistically significant difference from the vehicle group) same amount of 0.9% saline solution 

was injected. Figures A and B, represent the analysis of oedema in 4 h and 6h after injection, 

respectively. Figures C and D, represent the analysis of mechanical hyperalgesia in 3 h and 4 h 

after injection, respectively. Figure E represent the analysis of leukocyte recruitment 6 h after 

injection. Each bar represents mean ± S.E.M. of 5 animals. * P <0.05, ** P <0.01 compared to 

the control group. One-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Pela primeira vez foi evidenciado os efeitos anti-inflamatórios e anti-hiperalgésicos do 

extrato etanólico e frações do extrato obtidas a partir das folhas de P. glrabratum. Pode-se 

concluir que o extrato etanólico de Piper glabratum e as frações hexânica e hidroalcoólica 

obtidas a partir do extrato, determinam efeitos anti-inflamatórios e alívio da sensação dolorosa 

nas doses testadas. De acordo com a análise fitoquímica das frações, evidenciou-se a presença 

de compostos fitol, estigmasterol e β-sitosterol que são relacionados na literatura a efeitos anti-

inflamatórios e analgésicas, pela modulação de moléculas de adesão celular e regulação de 

NFkB, importantes vias de indução inflamatória. Sendo assim, atribuímos os efeitos 

farmacológicos da planta a estes compostos presentes em sua composição. Os ensaio 

toxicológicos demonstraram uma DL50 superior a 2000 mg/kg, ausência de genotoxicidade e 

uma possível ação quimiopreventiva do extrato estanólico frente a agentes indutores de dano 

ao DNA. 
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7 ANEXOS 
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