RESUMO

Piper vicosanum (Piperaceae) ¢ uma espécie tradicionalmente utilizada na terapia popular
para o tratamento de dor, febre e inflamacdo. Entretanto, at¢ o momento, ha poucos estudos
que comprovem cientificamente esses efeitos. Dessa forma, objetivou-se neste estudo
avaliar as atividades anti-inflamatoria e antimicrobiana do o6leo essencial extraido das
folhas de P. vicosanum (OPV) e determinar o potencial toxicologico desta planta através
de testes de toxicidade aguda, genotdxicos e mutagénicos. Para os testes de toxicidade
aguda, ratas fémeas foram tratadas oralmente (gavage) com 0 ou 2000 mg/kg/massa
corporal de OPV. Sinais clinicos de toxicidade foram avaliados durante 14 dias. Para
avaliar o potencial genotdxico e mutagénico, camundongos fémeas foram divididas em
cinco grupos: grupo I: controle negativo; grupo II: controle positivo; grupo III: 500 mg/kg
de OPV; grupo IV: 1000 mg/kg de OPV; grupo V: 2000 mg/kg de OPV. O sangue
periférico foi coletado para o ensaio cometa e para o teste de microntcleo. A atividade
anti-inflamatéria de OPV foi avaliada através do teste de pleurisia ¢ de edema de pata
induzidos por carragenina. A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi analisada pelo
teste de Concentragao Inibitoria Minima (CIM) contra cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, Escherichia coli e Candida albicans. Nenhum
sinal de toxicidade foi observado nos animais expostos, indicando que a DLsy do 6leo ¢
maior que 2000 mg/kg. Os dados do ensaio cometa demonstraram que o OPV nao
aumentou a frequéncia ou a taxa de danos ao DNA nos grupos tratados com as doses
avaliadas em comparacdo com o grupo controle negativo. No teste de micronucleo, os
animais tratados nao apresentaram nenhuma alteracdo mutagé€nica ou citotoxica em
eritrocitos do sangue periférico. O 6leo da folha de P. vicosanum apresentou atividade anti-
inflamatoéria nas duas doses testadas (100 e 300 mg/kg) através dos testes de edema de pata
e pleurisia, sendo que para o teste de edema de pata, o melhor resultado foi obtido na
terceira hora apds a aplicacdo da carragenina. Além disso, o dleo essencial mostrou uma
atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, e C. albicans, com valor de CIM >500
ug/mL; P. aeruginosa >1000 ug/mL e Salmonella sp. >250 ug/mL. Conclui-se que o 6leo
essencial das folhas de P. vicosanum apresenta atividades anti-inflamatéria e
antimicrobiana, sem causar toxicidade aguda ou genotoxicidade.
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mutagenicidade; inflamagao; edema de pata; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Piper vicosanum (Piperaceae) is a species traditionally used in folk medicine for the treatment
of various diseases such as pain, fever and inflammation. However, there is little scientific
evidence of these effects. Thus, this study aimed to evaluate the anti-inflammatory and
antimicrobial effects of the essential oil from P. vicosanum leaves (OPV) and determined
the toxicological potential of this oil through acute toxicity, genotoxicity and mutagenicity
tests. The acute toxicity of OPV was evaluated by oral administration to female rats as
single doses of 2000 mg/kg/body weight. General behavior and toxic symptoms were
observed for 14 days. To evaluate the genotoxic and mutagenic potential, female mice
were divided into five groups: group I: negative control; group II: positive control; group
II: 500 mg/kg of OPV; group IV: 1000 mg/kg of OPV; group V: 2000 mg/kg of OPV.
Peripheral blood was collected for the comet assay and the micronucleus test. The anti-
inflammatory activity of essential oil was evaluated in carrageenan-induced pleurisy and
paw edema in rats. The antimicrobial activity of OPV was analyzed by the Minimum Inhibitory
Concentration test (MIC) against strains of Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella sp, Escherichia coli and Candida albicans. No signs of acute toxicity were
observed, indicating that the LD50 of this oil is greater than 2000 mg/kg. The comet assay
data demonstrated that OPV did not increase the frequency or rate of DNA damage in
groups treated with any of the doses assessed compared to that in the negative control
group. In the micronucleus test, the animals treated did not exhibit any cytotoxic or
mutagenic changes in peripheral blood erythrocytes. OPV (100 and 300 mg/kg)
significantly reduced edema formation and inhibited leukocyte migration analysed in
carrageenan induced oedema and pleurisy. Moreover, OPV presented antimicrobial
activity against all tested microorganisms, with MIC ranging from 250 to100 pg/mL. The
present study shows that essential oil of P. Vicosanum leaves has anti-inflammatory and
antimicrobial potential without causing acute toxicity or genotoxicity.

Keywords: Medicinal plants; Piper vicosanum; Acute toxicity, genotoxicity;
mutagenicity; inflammation; paw edema; antimicrobial activity.



1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 60 a 80% da populacao
mundial, principalmente de paises em desenvolvimento, recorrem ao uso de plantas como
tratamento alternativo contra diversas doengas. Isso ocorre, entre outras coisas, em virtude
da limitada disponibilidade de servigos de saude, o que faz com que os denominados
“remédios naturais” fiquem em uma 6tima posi¢do nos dias atuais. Fatores como baixo
custo, seguranca e eficacia dessas substincias estdo ganhando espaco entre as pessoas,
tanto das areas urbanas como das rurais [1].

Tendo em vista a grande aceitacdo do uso de plantas medicinais pela populagao,
torna-se de grande importincia estudos cientificos de validacdo da utilizagdo popular
dessas espécies em relagdo a sua eficacia e seguranca [1]. As plantas produzem substancias
quimicas que podem atuar beneficamente ou agirem de forma toxica sobre o organismo.
Portanto, para que o homem possa fazer uso medicinal de uma espécie vegetal com
seguranc¢a, ¢ necessario que a mesma seja estudada sob o ponto de vista quimico,
farmacoldgico e toxicologico [2]. Assim, ndo basta o conhecimento popular da planta
medicinal, os aspectos toxicologicos sao fundamentais para que a populagdo possa utilizar
os medicamentos naturais de forma segura e eficaz [3, 4].

Nos tultimos anos, o uso de medicamentos naturais para dor, inflamagdo e
patologias infecciosas tem aumentado significativamente, tornando-se uma forma acessivel
de cuidados a satde da populagdo. No entanto, ¢ fundamental avaliar a toxicidade de um
produto ou substancia natural antes de sua utilizagdo terapéutica. Neste sentido, agéncias
reguladoras, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vém
estabelecendo normas para a utilizacdo de fitoterapicos, estipulando prazos para que a
industria farmacéutica apresente dados da eficacia e segurancga destes medicamentos [5].

Alves e colaboradores [6] fizeram um levantamento etnobotanico das espécies
vegetais que sdo utilizadas como plantas medicinais em dois fragmentos florestais
localizados no municipio de Dourados-MS, e identificaram 28 familias e 37 espécies
consideradas medicinais segundo uso popular na regido. Destas, as que apresentaram maior
nimero de espécies foram Piperaceae (10,8%), Moraceae (8,1%), Smilacaceae (8,1%),

Mpyrtaceae (5,4%) e Rubiaceae (5,4%).



A familia Piperaceae possui cerca de 2.515 espécies, distribuidas em oito géneros
[7, 8]. E representada como ervas, arbustos frequentemente epifitos ou lianas. As folhas
sao simples e o caule nodoso [9]. As espécies dessa familia encontram-se por toda
América, e no Brasil, estdo presentes cinco géneros de 500 espécies, geralmente na mata
atlantica [10].

Entre as diversas espécies conhecidas, destaca-se a P. vicosanum. A primeira
coleta de P. vicosanum foi em Vigosa, zona da mata mineira, por Y. Mexia, em 1930. Até
hoje, sdo poucos os estudos que abordam seus aspectos bioldgicos e farmacologicos [11,
12]. Em um dos poucos estudos realizados com P. vicosanum, foi observado que esta
espécie possui Oleos volateis com importantes atividades bioldgicas, tais como, limoleno
(45,5%), a-pineno (5,1%), piperitona (3,4%), E-cariofileno (1,4%), a-selineno (3,2%),
delta-cadineno (2,2%), espatulenol (0,3%), 6xido de cariofileno (0,4%), B-pineno (0,2%) e
vestigios de Linalol e Germacreno D, demonstrando a necessidade de mais estudos com
essa espécie [12].

Em virtude da escassez de trabalhos na literatura utilizando a espécie Piper, o
presente estudo se propds a fazer analises in vitro e in vivo do dleo essencial extraido das
folhas de P. vicosanum, testando suas atividades anti-inflamatdria e antimicrobiana e seu
perfil toxicoldgico. Essa pesquisa tem como um dos objetivos a descoberta de novos

agentes terapéuticos provenientes de 6leos vegetais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e familia Piperaceae

As espécies vegetais se tornaram parte da cultura popular por conta das suas
propriedades curativas, através de observacgao e experimentagao pelos povos [13]. Assim, o
uso de plantas medicinais para o tratamento e cura de doengas vem sendo utilizado desde o
inicio da civilizagdo, onde o homem comegou um longo percurso de manuseio, adaptacao e
modificagao destes recursos em seu beneficio [14].

De acordo com a OMS, 80% da populagdo de paises em desenvolvimento
utilizam tratamento tradicional nos seus cuidados basicos de saude e 60-80% recorrem ao
uso de plantas medicinais [15, 16]. Mesmo com esse aumento do uso de plantas pela
populagdo, muitas delas ainda ndao foram estudadas quimica ou farmacologicamente.
Assim, sérios problemas podem ser ocasionados, principalmente, se o material ndo for
cuidadosamente identificado, tendo certeza de que aquela ¢, realmente, a planta em questao
e se estdo sendo utilizadas em dosagens inadequadas [17]. Devido a estes possiveis riscos,
estao sendo conduzidas pesquisas a partir do conhecimento etnobotanico das comunidades,
para que sejam identificados seus beneficios e riscos [18, 19].

Atualmente, a area de pesquisa de medicamentos fitoterdpicos estd aumentando e
com isso, a busca de novas substancias ativas provenientes de produtos naturais estd se
intensificando [20]. Neste sentido, uma pesquisa realizada no periodo de fevereiro de 2007
a maio de 2008, em 21 comunidades rurais do municipio de Oeiras, Piaui, localizadas em
area de transi¢dao vegetacional Caatinga/Cerrado, teve como objetivo conhecer as plantas
tradicionalmente utilizadas pela populacdo, sendo identificadas 167 espécies, distribuidas
em 59 familias botanicas e 143 géneros, sendo 65,9% nativas. As familias com maior
representatividade de espécies foram Leguminosae e Euphorbiaceae. Salienta-se a elevada
frequéncia de usos terapéuticos destas espécies, concentradas no tratamento de transtornos
respiratdrios (56 espécies), doencas infecciosas intestinais, hepaticas e helmintiases (65
espécies) [21].

Alves e colaboradores [6] fizeram um levantamento etnobotanico das espécies
vegetais que sdo utilizadas como plantas medicinais em dois fragmentos florestais

localizados no municipio de Dourados-MS, e identificaram 28 familias e 37 espécies



consideradas medicinais, segundo uso popular na regido. Destas, as que apresentaram
maior nimero de espécies foram Piperaceae (10,8%), Moraceae (8,1%), Smilacaceae
(8,1%), Myrtaceae (5,4%) e Rubiaceae (5,4%).

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, ¢ utilizado para fins terapéuticos
e para o preparo de bebidas em diversas culturas [22]. Além disso, algumas espécies desta
familia sdo utilizadas comercialmente, como ¢ o caso da P. nigrum L (pimenta do reino),
comercializada desde o século XV, cujos frutos de sabor picante, sdo utilizados como
condimento. O potencial medicinal desta espécie € conhecido por muitos povos para
solugdo de problemas estomacais, diurese e falta de apetite [23]. Seus frutos maduros
produzem a pimenta branca, enquanto frutos colhidos verdes, secos, produzem a pimenta
preta do comércio [24].

Apesar de um grande desafio taxondmico, ha um grande interesse medicinal nas
espécies de Piper. A dificuldade de estudos com a planta se deve provavelmente pelo
diminuto tamanho das partes florais. Um estudo comparou folhas de nove espécies: P.
aduncum Vell, P. cermaan Vell, P. dilatatum Rich, P. gaudichaudianon Kunth, P.
hispidinervum C. DC, P. lindbergii C. DC, P. solmsianum C. DC, e P. umbellatum Jacq,
com o objetivo de avaliar o potencial dos caracteres anatdomicos para a separacdo da
espécie e concluiu-se que todas as espécies sdo hipoestomaticas (possuem estdmatos
localizados na epiderme inferior da folhas) exceto P. hispidinervum. Em geral, a andlise de
agrupamento identificou trés grupos distintos entre as espécies, com base nas
caracteristicas anatomicas estudadas [25]. A primeira coleta da P. vicosanum foi em
Vigosa, zona da mata mineira, por Y. Mexia, em 1930. Nesta ocasido, acreditava-se que a
familia Piperaceae possuia aproximadamente 2.000 espécies, distribuidas em 10 géneros,
sendo representados nas florestas brasileiras por 265 espécies [26]. No entanto, apos alguns
anos, evidenciou-se que o Brasil possui 500 espécies distribuidas em 5 géneros, os quais
sdo representados por Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis [27].

Algumas plantas do género Piper sdo conhecidas popularmente como “falso
Jaborandi”, “pariparoba” ou “jaborandi” e sdo utilizadas na terapia popular na regido de
Dourados-MS, como analgésicos, anestésicos, para o tratamento de queimaduras e de
problemas gastricos [6]. No entanto, ainda sdo poucos os estudos cientificos sobre espécies
desse género, sendo de suma importidncia pesquisas para a comprovacdo de suas

potencialidades terapéuticas. Abaixo, serdo descritos estudos encontrados na literatura



sobre algumas espécies desse género, que tiveram seus efeitos terapéuticos comprovados
cientificamente.

A espécie P. amalago ou popularmente conhecida como “Jaborandi”, ¢ distribuida
desde o México até o Brasil e utilizada pela populacao para o tratamento da inflamagao e
da dor, agindo como anti-inflamatério natural [28]. Uma pesquisa realizada em ratos
sugere que P. amalago atua no sistema nervoso, possuindo efeito ansiogénico [29]. Alguns
compostos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria foram identificados nas raizes
desta espécie, tais como amidas, piperina e sesquiterpenos [30]. Em outro estudo, foram
isoladas e caracterizadas duas amidas piperidinicas ou pirrolidinicas, com atividade
antibacteriana de extratos obtidos das folhas de P. amalago [31].

P. aduncum ¢ outra espécie de interesse medicinal. Além dos efeitos anti-
inflamatérios observados, esta planta apresentou efeitos antimicrobianos. Estudos
demonstraram que essa espécie possui atividade inibitéria contra microrganismos
relacionados com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, tais como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Mycobacterium intracellularae [32]. Além disso, inibiu 98%
do crescimento de Leishmania amazonensis in vitro, apresentando uma a¢ao molusticida e
bactericida [33, 34].

Em estudo da composicdo quimica de P. glabratum, foi demonstrado a
ocorréncia de um derivado de 4cido benzoico prenilado, bem como um cromeno [35]. Até
os dias atuais, ha poucos estudos e trabalhos que abordem os aspectos ecologicos e
farmacologicos desta espécie [36], no entanto, em estudo desenvolvido por Flores e
colaboradores [37], algumas substancias encontradas na P. glabratum mostraram efeito
leishmanicida contra trés espécies de Leishmania, e outros compostos apresentaram
significante atividade tripanocida, demonstrando a necessidade de mais testes
farmacologicos.

P. umbellatum, encontrada no México, América Central, América do Sul e Ilhas
das indias Ocidentais, ¢ uma espécie utilizada em varios tratamentos, como doenga renal,
diarréia, afeccdoes de pele, queimaduras, reumatismo, malaria, parasitoses intestinais,
inflamacao e febre. Estudos fitoquimicos demonstraram a presenga de terpenos, alcaloides,
flavonoides, esterdis e outras classes de metabolitos secundarios. O extrato e composto
puro mostrou amplo potencial farmacolégico, incluindo atividades antimicrobianas, anti-
inflamatoérias, analgésicas, anti-oxidantes, citotoxicas, antimaldricos, leshimanicidas e

atividade antitripanosomal [38].



Outra espécie de interesse terap€utico ¢ a P.vicosanum (Figura 1), a qual ¢ um
arbusto de 1 a 3 cm de altura, com crescimento monopodial. As folhas e os ramos sao
glabros e as espigas sdo curtas e eretas, as flores sdo aclamideas, bissexuadas, com ovario
supero (ovario acima do plano do receptaculo) e uniovular; os frutos sdo drupaceos. E uma
espécie que costuma ser observada na margem das trilhas em locais sombreados [39]. O
6leo essencial da P. vicosanum ¢ composto por hidrocarbonetos monoterpénicos em
composi¢do, com predomindncia de monoterpenos. A identificagdo por cromatografia
gasosa do oleo mostrou a presenca de B-pineno, espatulenol, E-cariofileno, 6xido de
cariofileno, a-pineno, o-selineno, piperitona, delta cadineno e limoneno [13]. Em
decorréncia dos poucos estudos cientificos relacionados a P.vicosanum, objetivou-se

avalia-la em relacdo ao seu potencial terapéutico e toxicologico.

Figura 1 (A e B): Folhas e ramos de P. vicosanum.
FONTE: Brait, 2014.

2.2 Processo Inflamatorio

A reacdo inflamatdria desempenha um importante papel fisiologico benéfico, pois
¢ uma resposta complexa do hospedeiro em defesa da invasdo de patdogenos ou, de uma
substancia nociva, limitando os efeitos da agressao desses microrganismos. Pode ocorrer a
partir de qualquer agente lesivo, sendo ele fisico (queimadura, trauma), bioldgico
(patogenos, como bactérias, virus, alérgenos) ou quimico (substincia 4cida ou caustica)
[40-42].

Esta resposta geralmente ¢ acompanhada por uma cascata complexa de eventos

bioquimicos e celulares, como o extravasamento de fluidos ricos em proteinas de alto peso



molecular, ativagdo enzimdtica, migragdo celular, liberacio de mediadores quimicos,
sensibilizacdo e ativagdo de receptores, lise tecidual e resolucdo; e também por alguns
sinais clinicos classicos, resultantes desses eventos: aumento do fluxo sanguineo e
dilatacdo dos pequenos vasos, aumento da permeabilidade vascular (permitindo que as
proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a circulacdo e se acumulem no local da
inflamacdo), aumento da temperatura, dor e, as vezes, perda da funcdo do local afetado.
Esses sinais foram nomeados de sinais cardinais e foram resumidos em rubor, edema,
calor, dor e perda da funcao [41- 43].

Esse processo ¢ a base de varias doengas e pode ser dividido, conforme sua
duracdo e caracteristicas, em agudo e cronico. O primeiro, geralmente, tem uma duragdo de
algumas horas até poucos dias, apresentando edema, exsudato com migra¢ao de células
(primeiramente neutréfilos), como, por exemplo, na anafilaxia. J4 o segundo, pode durar
varios dias, semanas € até meses, como € o caso da asma, da aterosclerose e da artrite
reumatoide. Na reag¢do aguda, pode ocorrer uma resposta inata, ndo-adaptativa, que ¢
ativada logo apos uma infec¢ao ou lesdo e, a resposta imunologica adaptativa, que somente
¢ desencadeada apds o sistema imunoldgico inato reconhecer o patdgeno, ativando a

imunidade humoral e celular [40, 44].

2.2.1 Processo Inflamatério Agudo e Cronico

Na fase aguda ocorre extravasamento de liquido extracelular com liberacao de
mediadores. Com o reconhecimento do patégeno, o sistema imune ¢ ativado, levando a
liberagdo de macrofagos (neutrofilos fora da corrente sanguinea) e leucocitos
polimorfonucleares (PNMs), que sdo responsaveis por liberar fatores que regulam a
resposta inflamatoria e imunologica na fase aguda, chamados de citocinas, polipeptideos
produzidos por células do sistema imune, que direcionam a resposta inflamatoria até o
local afetado (quimiotaxia) [42, 45, 46]. As citocinas se ligam a receptores celulares
especificos, que resultam na ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular. Por este
mecanismo, elas regulam a producdo e a atividade de outras citocinas, o que pode
aumentar (acdo pro-inflamatéria) ou diminuir (acdo anti-inflamatdéria) a resposta
inflamatoria. Dentre as principais, encontram-se a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-

6), interferon-y (IFN-y) e o fator a de necrose tumoral (TNF-a) [45-47].
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A IL-1 ¢ produzida pelos macrofagos ativados e células endoteliais e, possui acdo
pré-inflamatéria. Tem meia-vida na circulacdo de, aproximadamente, seis minutos e, pode
ser dividida em IL-1-a e IL-1-P. E o principal mediador da resposta de fase aguda. O TNF-
a ¢ derivado das plaquetas, possui agdes tanto pro-inflamatdrias quanto anti-inflamatorias,
ativam a coagulagdo, promovendo a expressdo ou a liberacdo de moléculas de adesdo, a
prostaglandina E2, fator de ativa¢do de plaquetas (PAF), glicocorticoides e, eicosanoides.
E um dos primeiros mediadores a ser liberado, tendo uma vida util de cerca de 20 minutos
[46, 48, 49]. No caso da IL-6, ela ¢ produzida por diversos tipos celulares (monocitos,
macrofagos, linfocitos T e B, entre outros). S3o liberadas através de estimulos,
principalmente, de virus e bactérias, devido ao lipopolissacarideo bacteriano [46].

Com a vasodilatagcdo, que ¢ mediada basicamente por 6xido nitrico (ON) e
prostaglandinas vasodilatadoras, ocorre a liberacdao, além desses mediadores, de outras
substancias endogenas como, histamina, bradicinina, serotonina, produtos da cascata do
acido araquidonico, adenosina e substancia P. Todos eles estdo contidos no exsudato e
promovem o aumento da permeabilidade vascular, ocorrendo assim, o edema, que vem
acompanhado pela marginagao, adesao e migracao leucocitaria [45].

Depois disso, os macrofagos e neutrofilos liberam radicais livres, além de vérias
substancias oxidantes derivadas do oxigénio e do nitrogénio, criando um estresse oxidativo
e nitrosativo, promovendo a indu¢do de um grande numero de fatores transcricionais, como
o NF-kB, que atua como um mensageiro para a expressdo de moléculas de adesdo
intracelular, tais como as selectinas (L-selectina, P-selectina, E-selectina) e integrinas. Isso
resultara na infiltragao de leucocitos no tecido lesionado [51, 52].

O 4acido araquidonico sofre uma cascata de metabolizagdo provocada pela enzima
cicloxigenase (COX). Essa reacdo resulta em varios compostos, como prostaglandinas,
prostaciclinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas, que sao liberados no processo
inflamatorio. Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas desta enzima — COX-1, COX-2 e
COX-3, sendo esta ultima ainda pouco conhecida. Os anti-inflamatdrios nao-esteroides
[43] agem inibindo essa enzima, evitando assim a liberacdo dos mediadores inflamatorios
[52].

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada, estd presente nas células em
condicdes fisioldgicas, e tem relagdo com agdes nos vasos sanguineos, estbmago e rins. A

COX-2 ¢ induzida em células que sofreram exposicao de agentes pro-inflamatorios [52].
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Tipicamente, ao dar inicio a um evento inflamatdrio, o objetivo de uma resposta
inflamatoria € o de reparar os locais afetados, e permitir retorno a homeostase sem deixar
sinais ou vestigios desse processo. Se a resolucdo do processo ndo esta completa, ocorre a
progressao para a inflamacao cronica e, até mesmo fibrose tecidual, onde os mecanismos
patologicos sdo mais complicados e os resultados sdo muitas vezes mais duradouros e
prejudiciais. Muitas doencgas sdo consideradas como processos inflamatorios cronicos, tais

como obesidade, diabetes tipo 2, doengas neurodegenerativas e cancer [42, 53].

2.2.2 Anti-inflamatorios Nao Esteroides e Plantas Medicinais

Existem trés grupos principais de anti-inflamatorios, que sao os anti-inflamatorios
nao-esteroides [43], os farmacos anti-reumatoides e os glicocorticoides [40].

A classe de anti-inflamatorios ndo-esteroides estd entre as mais utilizadas, pois
possui como principais propriedades: ser anti-inflamatério propriamente dito, analgésico e
antipirético. Temos como exemplos dessa classe a aspirina, o diclofenaco, o ibuprofeno, o
piroxicam e o celecoxibe [40].

Estas substancias promovem o bloqueio da sintese de prostaglandinas por inibi¢do
da COX, produzindo assim os efeitos desejados e reduzindo os sinais cardinais da
inflamacdo. No entanto, a maioria das substincias existentes hoje no mercado, possui a
capacidade de inibir tanto a COX-1 quanto a COX-2. Isso acarreta muitos efeitos
colaterais, ja& que os efeitos terapéuticos (analgésicos e anti-inflamatérios) estao
relacionados somente a inibi¢ao da COX-2 [45, 53].

Além das drogas sintéticas, varios extratos extraidos de plantas ja mostraram
atividades anti-inflamatoria, antinoniceptiva e antipirética em modelos experimentais.
Dentre estes, podemos citar: o extrato metanolico de Cariniana rubra (Jequitiba-vermelho)
[54], o extrato hidroalcodlico de Officinali semblica [55], o 6leo essencial de Tagetes
minuta (planta da familia do Girassol), dentre outros.

A piperina (composto alcaldide de Piper nigrum), além das suas propriedades
antioxidantes, pode exercer um efeito protetor através do mecanismo anti-apoptético e
anti-inflamatorio [56]. Estudo mostrou que este composto inibiu a apoptose das células
neuronais, demonstrando que a piperina age em marcadores anti-inflamatérios TNF-a e IL-
1B em ratos 6-OHDA-induzido por Parkinson. Assim, esse composto pode tornar-se um

forte candidato para o desenvolvimento de fArmacos com atividade anti-inflamatoria.
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2.3 Patologias Infecciosas e Resisténcia Bacteriana

As bactérias sdo microrganismos procarioticos pertencentes ao Reino Monera,
com tamanho de aproximadamente 0,2 a 2 um de didmetro ¢ 1 a 6 um de comprimento.
Podem se apresentar de diferentes formas, como cocos, bacilos, espirilos e vibrides.
Apresentam na sua estrutura capsula (camada mucosa), parede celular, membrana celular,
citoplasma, inclusdes, ribossomos, cromossomos, plasmideos, fimbrias e flagelos [57].

Bactérias como Citrobacter freiindii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Salmonella sp., Shiguella sp., Staphylococcus aureus, Streptococcuspneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., entre outras, sao
responsaveis por varias doencas em seres humanos. Enquanto as bactérias citadas podem
ser patogénicas, outras estdo presentes na microbiota natural dos seres humanos, sendo
importantes para o bom funcionamento e protecao de alguns 6rgaos [58].

As infecgdes bacterianas tém sido umas das principais causas de doengas ao longo
da histéria da humanidade. Com a descoberta e introducao de antibidticos, este problema
tendeu a desaparecer. No entanto, atualmente, os microrganismos tém desenvolvido
mecanismos de resisténcia que contrariam os avancos alcangados nos tratamentos das
infecgcdes [52].

O primeiro caso de resisténcia bacteriana a antibioticos foi publicado em 1947,
quando foi relatado o isolamento de S. pyogenes (atualmente S. aureus) resistente a
penicilina em 38 de 100 pacientes com infecgdes estafilococicas na Inglaterra [59]. Em
1961, cepas de S. aureus resistentes a meticilina e outras penicilinas semissintéticas
também foram isoladas [60]. Em 2003, foi relatada que a ocorréncia de S. aureus
meticilina resistente (MRSA) isolado de swab nasal de individuos sadios, foi de 91% na
Coré¢ia [61] e 82,1% na Alemanha [62].

Existem dois tipos de resisténcia aos antimicrobianos, a natural e a adquirida. Na
resisténcia natural, qualquer individuo isolado da espécie, independentemente de onde foi
isolado, apresenta resisténcia. E uma caracteristica intrinseca de um microrganismo, que
ocorre sem a exposi¢ao ao antibidtico [57]. Ja4 na adquirida, apenas algumas cepas a
apresentam, justamente porque desenvolveram ao longo do tempo. Existem quatro grandes
mecanismos de resisténcia aos antibidticos que sdo: alteracdo da permeabilidade, altera¢ao
do local de agdo, a bomba de efluxo e o mecanismo enzimatico, que altera a estrutura

quimica do antibiotico [52].
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A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos varia de local para local, de
regido, de pais e tem relagcdo com a terapia antimicrobiana mais frequentemente utilizada
pelos profissionais de satde [57]. Para auxiliar no controle de desenvolvimento da
resisténcia ¢ preciso tracar os perfis dos locais de hospitais e instituicdes de modo a
conhecer a tendéncia de comportamento e desta forma viabilizar formas eficientes de
controle. Sabe-se da dificuldade de eliminar por completo o fendomeno da resisténcia
bacteriana em ambientes hospitalares, em virtude do mecanismo de disseminagao, portanto
¢ fundamental a andlise e controle deste processo, uma vez que essas cepas
multirresistentes colocam em risco toda a populacdo [62,63]. Como o problema da
resisténcia a droga continua aumentando, torna-se necessario o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos Uteis ou novas formas de tratar o microrganismo resistente [64].
Uma nova forma de terapia que estd sendo utilizada ¢ a combinacao de terapia
antimicrobiana sinérgica entre agentes antimicrobianos conhecidos e extratos de plantas
naturais. Estudos sugerem que a terapia da combinacdo entre extratos de plantas e
antibioticos pode expandir o espectro antimicrobiano, evitando o aparecimento da
resisténcia mutante e minimizando a toxicidade [65].

Extratos de diversas plantas tém apresentado, além de propriedades
antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade antibidtica e uma forte tendéncia na
potencializacdo de antibidticos. Esta interagdo positiva ja foi demonstrada em varios
estudos, com muitos resultados promissores [65].

Assim, estudos de novos agentes antimicrobianos em plantas sdo de grande
importancia e ¢ crucial em diversos setores de empresas farmacéuticas. Além disso, as
plantas sdo fortes candidatos em estudos de bioprospec¢do, atuando nas descobertas da
atividade farmacologica de novos agentes antimicrobianos, especialmente em paises como

o Brasil, que oferece uma biodiversidade a ser estudada e analisada [66].

2.3.1 Concentracao Inibitéria Minima - CIM

Utilizam-se os testes de diluigdo em caldo ou em dagar para determinar a
sensibilidade de um microrganismo in vitro a um agente microbiano. Pelo CIM (ou MIC)
determina-se a concentracdo inibitdria minima de um antimicrobiano, ou seja, a menor

concentracdo de antimicrobiano que inibe o crescimento de um microrganismo [67].
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Em alguns casos, tanto a concentracdo minima bactericida quanto a bacteriostatica
tem sido denominada CIM [68]. Alguns autores descreveram concentracao bacteriostatica
e bactericida como a menor concentragdo na qual a bactéria deixa de crescer em caldo, mas
desenvolve quando o caldo ¢ repicado para outro meio de cultura ou nao desenvolve
quando repicada, respectivamente [69].

Os antibidticos sdo classificados em bactericidas e bacteriostaticos. Os
bactericidas provocam alteracdes incompativeis com a sobrevida bacteriana. Os
bacteriostaticos inibem o crescimento e a reprodugdo bacteriana sem provocar sua morte
imediata [63]. A CIM obtida no teste de dilui¢do pode dizer a concentragdo de agente
antimicrobiano necessario no local da infec¢do para inibir o organismo infectante [67].

Os termos utilizados no resultado da CIM sao: a) susceptivel, significando que os
microrganismos isolados sdao inibidos pelas concentragdes normalmente realizdveis de
agente antimicrobiano; b) intermedidrio, inclui isolados com agente antimicrobiano em
concentragdes inibitdrias minimas que se aproximam dos niveis sanguineos e de tecidos
geralmente atingiveis e para a qual, as taxas de respostas podem ser menores do que para
os isolados sensiveis; c¢) resistente, implica que os isolados nao sdao inibidos pelas
concentragdes realizaveis do agente com esquemas de dosagens normais e/ou em que as
concentragdes inibitérias minimas demonstram que caem no intervalo no qual os
mecanismos especificos de resisténcia microbiana [67].

Os testes de CIM realizados neste estudo utilizaram cepas ATCC de bactérias
como Staphylococcus aureus (bactéria gram-positva), Escherichia coli, Samonellasp.
(gram-negativas), Pseudomonas aeruginosas (gram-negativa nao fermentadora) e Candida
albicans (levedura).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, possui 33 espécies,
sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras biologicas humanas. A principal
espécie deste género € o S. aureus, que tem a forma esférica (sdo cocos), cerca de 1um de
didmetro, e formam grupos com aspecto de cachos de uvas. Este microorganismo ¢ um
importante patdogeno envolvido na etiologia das infec¢des humanas, sendo encontrado,
como microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e axilas. E responsavel por diferentes
tipos de infec¢des, a maioria infec¢des ligeiras da pele e tecidos moles, mas também ¢
agente etiologico de formas graves de pneumonia, endocardites e sepses [70]. Qualquer
sistema de 6rgaos € propenso a infeccdo por S. aureus, as infecgdes mais importantes sao a

bacteremia, endocardites e infecgdes do trato respiratério [71].
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Escherichia coli é uma Enterobactéria (gram-negativa) que compreende grande
nimero de grupos e tipos soroldgicos, identificados por anti-soros preparados contra as trés
variedades de antigenos que ocorrem na espécie (O, K e H). Nao sao todas as cepas de E.
coli provenientes do intestino humano ou de qualquer outro lugar do organismo que
apresentam os trés tipos de antigenos a0 mesmo tempo [57]. E uma espécie podendo ser
comensal e que pode causar infecgdes intestinais, urindrias, septicemias, meningites, entre
outros. As estirpes de E. coli enteropatogénicas sao classificadas em seis grupos: E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), e E.coli que adere
difusamente (DAEC) [72].

Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo aerobio Gram-negativo nao fermentador de
agucar, pertencente a familia Pseudomonaceae. Patdgeno oportunista presente em
infecgdes hospitalares, urindrias e sepse, estando mais suscetiveis em pacientes com
queimaduras, possui alta mortalidade, podendo chegar a 33% em pacientes
imunodeprimidos [73]. A umidade ¢ um fator critico em reservatorios hospitalares de P.
aeruginosa, como: equipamentos de ventilagdio mecanica, solugdes de limpeza,
desinfetantes, pias e panos de chio, sendo altamente resistentes a variacdo de temperatura
[73].

O género Candida, representados por leveduras, atuam como patdgenos
oportunistas, desencadeando doencas em individuos com fatores adversos, essencialmente
os imunocomprometidos [74]. Por compor a microbiota, fazendo parte das mucosas
digestivas e genital dos seres humanos e de muitos mamiferos, C. albicans € a espécie mais
comumente envolvida em infecgdes [75]. No hospedeiro, a prote¢do contra infecgdes
fingicas ocorre em primeiro momento pelas barreiras fisicas, como pele, mucosas,
secrecoes e pH, e pelo sistema imunologico [76].

As salmonelas sdo divididas em duas espécies: S. entérica, que € dividida em seis
subespécies, e S. bongori [77]. Uma terceira espécie foi descrita e isolada de um sedimento
de regides aquiferas, denominada S. subterranea [78]. Microrganismos pertencentes a
familia das enterobactérias, as Salmonellas sao iméveis (com excecao da S. pullorum e S.
gallinarum), anaerdbios facultativos e crescem a uma temperatura entre 5 a 45 C. Podem
crescer em pH baixo e quase sempre sdo sensiveis ao aumento da concentragdo salina [78].

Algumas espécies de Salmonella sp. sdo mais virulentas, como S. typhi e S.

parathyphi, que sao causadoras de febres tifoides e paratifoides. A S. thyphimurium é uma
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das principais bactérias causadoras de uma doenca gastrointestinal menos grave nos
animais ¢ no homem em todo o mundo. No Brasil, cepas de S. typhimurium foram isoladas
de alimentos para o consumo humano. A multirresisténcia dessas cepas a diversos
antimicrobianos ocorre devido ao uso indiscriminado de antibioticos em produtos agricolas

e no tratamento de pacientes [79].

2.4 Estudos toxicoldogicos

Com a oferta de novas drogas e de novos compostos, bem como o aumento dos
casos de intoxicacdo, a toxicologia torna-se uma importante ferramenta para se avaliar a
seguranca € o risco no emprego de tais agentes. Assim, para obter-se seguranca no uso de
qualquer substancia, devem ser feitos estudos nado clinicos, nos quais incluem estudos de
toxicidade aguda (dose unica), toxicidade subaguda ou cronica (doses repetidas),
toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, e alguns outros testes dependendo do objetivo do
estudo [80].

Estudos de toxicidade aguda devem ser feitos primeiro para selecionar a dose
adequada para os estudos posteriores (subagudo e cronico). No entanto, a avaliagdo dos
efeitos adversos da administracdo de doses repetidas em animais pode ser mais relevante
para a determinagdo da toxicidade geral da preparacao vegetal [81, 83].

ApOs esses testes feitos em animais, conseguem-se diretrizes para a escolha de
uma dose que possa ser usada com “seguranca” em seres humanos, ja que os resultados
relacionados, principalmente, com a parte hematoldgica, gastrointestinal, cardiovascular e
efeitos adversos obtidos nos animais podem ser correlacionados com o homem. Além
disso, € muito dificil determinar certos efeitos adversos em animais, tais como dor de

cabeca, dor abdominal, tonturas e disturbios visuais [84].

2.4.1 Toxicidade Aguda

O guia desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [85] traz a
definigdo deste tipo de estudo: “Os estudos de toxicidade aguda sdo aqueles utilizados para
avaliar a toxicidade produzida por uma droga quando esta ¢ administrada em uma ou mais
doses durante um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observacao dos animais por

14 dias ap6s a administragao”.
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Este tipo de estudo deve ser realizado com uma espécie de animais mamiferos
adultos (de 8 a 12 semanas de idade), de preferéncia roedores, que ndo sejam
geneticamente modificados, utilizando-se machos e fémeas, no minimo de seis animais de
cada sexo por grupo de teste. A via de administragdo escolhida deve ser a proposta para o
uso da substancia em questdo, testando-se doses suficientes para que possa ser determinada
a DL50 (dose letal 50%), dose que mata 50% dos animais e que possa ser observado os
possiveis efeitos adversos provocados pelo produto. Caso ndo apareca nenhum tipo de
efeito adverso, deve ser utilizada a dose méxima possivel. A observagao apos o tratamento
deve ser feita para identificar sinais de toxicidade, tais como: variacdes de peso corporal e
no consumo de ragdo e agua, sinais clinicos (piloere¢do, contor¢des, tremores, convulsdes,
cianose, ataxia e diarreia), tempo de aparecimento, progressao e reversibilidade desses
sintomas, anotando-se o maior nimero de parametros possiveis [81, 82].

Além dos ensaios de toxicidade aguda e subaguda, a OECD e normativas da
ANVISA também sugerem estudos de genotoxicidade, quando houver indicacdo de uso

continuo ou prolongado da planta por humanos.

2.5 Ensaios de Genotoxicidade

A genotoxicidade ¢ uma modalidade/especialidade que se situa entre a
toxicologia e a genética, [86] avaliando os potenciais e efeitos genotdxicos de uma
substancia [87, 88], através de ensaios que sdo categorizados pelos indicadores biologicos,
ou seja: mutagdo génica, dano cromossomico ou lesdo no DNA [89].

Os estudos de genotoxicidade sdo testes in vitro e in vivo utilizados para detectar o
potencial das substancias sob investigacao de causar mutacdes génicas, lesdes gé€nicas e
alteragdes cromossOmicas [5], visto que tais eventos sdo considerados pré-requisitos
importantes para o desenvolvimento de efeitos adversos a satde, como o cancer [§89]. A
genotoxicidade ndo ¢ uma medida de carcinogenicidade, mas ¢ frequentemente utilizada
como um indicador para o cancer, uma vez que os testes medem um evento inicial ou
intermediario da tumorigénese [89].

Testes de genotoxicidade sdo rotineiramente utilizados para uma avaliagdo do
espectro toxicologico de compostos quimicos, plantas e medicamentos. Os ensaios

comumente utilizados para avaliar o potencial genotoxico e mutagénico de substancias sao
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o teste do microntcleo e o ensaio cometa. Sdo testes rapidos, simples e sensiveis na

avaliagdo de varios tipos de danos genéticos e citogenéticos [89].

2.5.1 Ensaio Cometa - Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

O teste cometa ¢ uma técnica rapida, sensivel e simples, de baixo custo com
finalidade de detectar e analisar lesdes no DNA [89, 90]. Este teste pode ser considerado
um biomonitoramento a niveis cronicos de exposicao, podendo ser utilizado em iniimeras
analises onde se podem avaliar células viaveis [91].

O teste cometa se difere de outros ensaios que detectam danos no DNA por
requerer células viaveis, mas nao em divisdo, permitindo sua aplicacao a qualquer tipo de
tecido dos quais células vivas possam ser obtidas [92].

O Ensaio Cometa ou “single cell gel electrophoresistest” (SCGE) introduzido por
Singh et al.,[93] e modificado por Speit e Hartman [94] € realizado um ensaio com células
sanguineas de um tratado (in vivo ou in vitro) com as substancias teste em analise. O
sangue coletado ¢ misturado com agarose de baixo ponto de fusdo no momento que a
agarose solidifica. Apo6s a solidificacdo, as células sdo lisadas em solucdo detergente, por
pelo menos uma hora, e entdo as ldminas sdo colocadas em camara de eletroforese com
solugdo alcalina, permitindo o desenrolar do DNA. Quando a substancia ou composto em
analise provoca alguma modificacdo no material genético, isso resulta na migragdo de
pequenos fragmentos do DNA através do gel de agarose na eletroforese, caracterizando
imagens de nucledides como cometas (cabega e cauda), que, quando corados pelo brometo
de etidio, podem ser observados em microscopio de fluorescéncia [92].

O cometa ¢ classificado em quatro categorias (Figura 2), distribuidos desde a
classe zero, em que as células nao apresentam cauda (dano minimo), até a classe quatro,
em que as células apresentam tamanho da cauda superior a duas vezes mais o tamanho da
cabeca (dano maximo). Cometas sem cabega ou com caudas muito extensas sdo

consideradas células apoptoticas (células mortas) [94, 95].
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Figura 2. Classificagdo dos cometas em células de sangue periférico no ensaio SCGE. Classe 0 (A); Classe 1
(B); Classe 2 (C); Classe 3 (D); Classe 4 (E); Classe 5 (F) apoptose.
FONTE: Freitas, 2007.

O teste cometa ¢ utilizado para detectar lesdes genOmicas, que, apos serem
processadas podem resultar em mutagdo. As lesoes detectadas pelo ensaio sdo passiveis de

correcdo, possibilitando o uso do teste para estudos de reparo no DNA [96].

2.5.2 Teste do Micronucleo

O micronucleo se constitui de uma pequena massa nuclear delimitada por
membrana e separada do nticleo principal. Eles sdo formados durante a telofase da mitose
ou meiose, quando o envoltério nuclear ¢ reconstituido ao redor dos cromossomos das
células filhas. Sao resultantes de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nticleo principal. Portanto o microntcleo
representa perda de cromatina em consequéncia do dano cromossomico estrutural ou dano
no aparelho mitotico [96].

Fragmentos cromossdmicos também denominados microntcleos sao pedagos que
resultam de quebras de cromossomos, ou de cromossomos inteiros que se atrasam durante
a anafase, e podem ndo ser incorporados no nucleo principal das células filhas apos a
divisdo celular. O indice de microntcleos em células humanas ou de roedores tem se

tornado um dos parametros citogenéticos empregados na rotina de testes de genética
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toxicoldgica dos agentes quimicos e radiagdes in vivo e in vitro. O ensaio pode ser
analisado em eritrocitos, células da mucosa oral ou linfocitos para estimativa de dano
genético induzido in vivo [97].

O ensaio do Micronucleo detecta agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos), € agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregagdo
cromossOomica anormal) [98, 99]. O objetivo do ensaio ¢ a deteccdo de danos induzidos
pelo composto testado nos cromossomos ou no aparelho de eritroblastos [100].

Durante o processo de divisao celular na medula 6ssea (Figura 3), os eritrocitos
sofrem duplicacdo final dos cromossomos, diferenciando-se em eritrécitos policromaticos.
Eritrdcitos jovens sdo ricos em ribossomos, justamente por isso sdo facilmente corados,
diferenciando-se em eritrocitos maduros ou normocromaticos que nao contem ribossomos.
Na presenca de agentes clastogénicos e de agentes aneugénicos, os fragmentos
cromossOmicos resultantes das quebras do material genético podem nao ser incorporados
no nucleo principal das células filhas apos a mitose, originando o micronucleo. Este, por
sua vez, permanece no citoplasma e pode ser facilmente visualizado em eritrocitos
policromaticos (tempo de vida relativamente curto). Assim, qualquer microntcleo que ele
contenha, tem grande possibilidade de ter sido gerado como aberragdes cromossomicas

induzidas recentemente, na presenga da substancia que causou esse dano [101].

Agente Mutagénico
MNPCE MNNCE
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Figura 3. Eritropoiese in vivo. Formacao de eritrdcitos policromaticos, normocromaticos € micronucleos. N:
Nucleo. PCE: eritrocito policromatico. NCE: eritrocito normocromatico. MNPCE: Eritrocito policromatico
micronucleado

FONTE: Adaptado de Krishna e Hayashi, 2000.

Segundo o protocolo original de Heddle [102] e Schmid [103], os micronucleos
sao encontrados nos eritrocitos jovens. Quando os eritroblastos expelem seu nucleo, ao se

transformarem em eritrocitos, os micronucleos permanecem no citoplasma onde sdo
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facilmente reconheciveis. Se forem contados os micronticleos apenas nesse tipo de célula,
havera a seguranga de que eles se formaram na mitose anterior, na presen¢a do agente
mutagénico. O periodo entre a ultima divisdo e a formagao de eritrocitos policromatico €
de 8 a 12 horas, ¢ 6bvio que sé serdo encontrados micronucleos induzidos pelo agente
cerca de 10 horas apds o tratamento. Além disso, o intervalo minimo no qual os
microndcleos podem ser detectados corresponde a duragdo do estagio policromatico entre

10 a 24 horas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil toxicolégico e genotoxico e as atividades anti-inflamatoria e

antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de P. vicosanum.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar o potencial anti-inflamatério do dleo essencial das folhas
de P. vicosanum em ratos, por meio dos testes de edema de pata e pleurisia;

e Investigar o potencial antimicrobiano in vifro do 6leo essencial das folhas de P.
vicosanum frente as cepas ATCCs de fungos e Dbactérias, através do teste
de Concentracao Inibitéria Minima,;

e Investigar o potencial toxico do dleo essencial das folhas de P. vicosanum, através
do teste de toxicidade aguda em ratos;

e Avaliar os possiveis efeitos mutagénicos e genotoxicos do oleo essencial das folhas

de P. vicosanum em camundongos, pelo teste de micronucleo e ensaio cometa.
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