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RESUMO

A Piper margintum, pertencente a familia da Piperacea, € uma planta nativa e
endémica no Brasil. E uma importante planta utilizada medicinalmente na América do
Sul e Central. O uso mais comum da Piper marginatum esta relacionada a disturbios
gastrointestinais. O 0leo essenial da Piper marginatum (OEPM) vem sendo descrito
com as mais diversas atividades: atividade anti-inflamatéria e homeostética,
antibacteriana, fungicida e até larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti. O
objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis efeitos farmacoldgicos gastroprotetor e
antiedematogénico do Oleo Essencial da Piper marginatum. O 6leos essencial foi
obtido pelo processo de hidrodestilagdo. Foram utilizados camundongos albinos da
linhagem swiss. Para analise uimica foi utilizada Cromatografia gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GG- EM). A toxicidade aguda foi obtida através do
protocolo da OECD423/2001.Para atividade antiedematogénica utilizou-se o modelo
de edema de orelha induzido por Fenol. Para a atividade gastroprotetora, utilizou-se
os modelos de lesdo gastrica induzdida por Etanol Acifificado (0,3M HCL/Etanol 60%)
e Indometacina (100 mg/Kg). Apds os procedimentos, os animais foram sedados e
eutanasiados por deslocamento cervical. Foi constatado que, apds 1 hora da inducao
do edema, OEPM inibiu o0 edema tanto na dose de 1000 mg/Kg (55%) quanto na dose
de 500 mg/Kg (42%), quando comparadas com o grupo Fenol. No teste de lesdo
gastrica induzida por Etanol acidificado, o OEPM demonstrou menor porcentagem de
area ulcerada nas doses de 1000 (7,90%) e 500 mg/Kg (8,41%), quando comparadas
ao grupo controle (17,92%). No teste de lesdo gastrica induzida por Indometacina
observa-se menor porcentagem de area ulcerada nos grupos que recebera OEPM,
porém nao evidenciou diferenca estatistica nas doses utilizadas 1000 (9,02%), 500
(11,61%) e 250 mg/Kg (15,08%), quando comparadas ao grupo controle (16,92%). Os
resultados apresentados neste trabalho permitem sugerir que o OEPM possui
principios ativos com atividade gastroprotetora e antiedematogénica.

Palavras-chave: Oleo Essencial. Piper marginatum. Gastroprotecdo. Edema de
Orelha.



ABSTRACT

Piper margintum, in the Piperacea family is a native and endemic plant in Brazil. It is
an important plant used medicinally in South and Central America. The most common
use of Piper marginatum is related to gastrointestinal diseases. The aim of this study
was to evaluate the possible gastroprotective and antiedematogenic effects of Piper
marginatum Essential Oil. For antiedematogenic effect was used the ear edema
induced by Phenol. For the gastroprotective effect was used the gastric injury induced
by acified ethanol and Indomethacin. It was observed after 1 hour of edema induction,
the OEPM inhibited edema both at the dose of 1000 mg / kg (55%) and 500 mg / kg
(42%) when compared to the Phenol group. In the acidified acid-induced gastric injury
test, the OEPM showed a lower percentage of ulcerated area at the doses of 1000mg
/ kg (7.90%) and 500 mg / kg (8.41%), when compared to the control group (17.92%).
In the indomethacin-induced gastric test, a lower percentage of ulcerated area was
observed in the groups which received the OEPM; however, there was no statistically
significant difference at 1000 (9.02%), 500 (11.61%) and 250 mg / kg (15.08%), when
compared to the control group (16.92%). The results presented in this study showed

the OEPM has active compounds with gastroprotective and antiedematogenic effects.

Key-words: Essential Oil. Piper marginatum. Gastro protection. Ear edema.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados h& geracdes pelas populacdes
amazonicas. Seu uso tem as mais diversas especialidades. A utilizacdo de plantas
medicinais ainda € um importante recurso utilizado para a manutencao da saude de
comunidades (VASQUEZ, MENDONGCA E NODA, 2014). Embora as plantas venham
sendo utilizadas como remédio h4 tempos, estd havendo, atualmente, um aumento
no interesse pelos produtos naturais (CAMARGO, 2005). Entre esses produtos,

destacam-se os 0leos essenciais, sendo de facil obtencdo em mercados populares.

Atualmente, a crescente preocupacao com o meio ambiente tem conduzido a
um maior interesse por produtos naturais. As razdes para isso sdo diversas, entre 0s

principais estédo os precos dos medicamentos convencionais (CAMARGO, 2005).

O Uso de plantas como tratamento de doencas e processos inflamatorios é
rotineiro, sendo que produtos derivados de plantas tem grande consumo devido
também ao facil acesso da comunidade a uma variedade de produtos naturais em

muitas comunidades sem acesso a servigos de saude (BADKE et al.,2012).

O uso de substancias de origem natural € comum na cultura amazénica.
Estudos de que aliem o conhecimento popular com o conhecimento cientifico ainda
sdo poucos em comparacdo a grande variedade de material a ser estudado,
principalmente na Amazonia.

A Piper marginatum € uma planta pertencente a familia Piperacea. Seu uso
comum esta relacionado principalmente e alteracdes gastrointestinais, porém néao ha
registros na literatura que comprovem a eficacia do uso desta planta e seus
metabdlitos para esse fim ((BRU & GUZMAN, 2016).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1FAMILIA PIPERACEA E GENERO PIPER

E formada por 2500 a 3500 espécies com 5 géneros, 3 deles existentes no
Brasil com mais de 400 espécies, entre eles a Piper marginatum. Dentro da familia
Piperacea, existe o género Piper, composta por 5 a 8 géneros, sendo o Piper e 0
Piperona os maiores. As plantas do género Piper sdo bastante uniformes
morfologicamente (DYER et al, 2004; GUIMARAES e CARVALHO-SILVA, 2012).

Em estudos sobre os constituintes quimicos encontrados em plantas do
género Piper, foram classificados quase seiscentos constituintes quimicos
pertencentes a diferentes classes de compostos bioativos, dentre eles: Alcaloides,
amidas, terpenos, esteroides, flavonoides, entre outros (PARMAR et al, 1997,
PELAYO et al, 2016).

Existem varias atividades biol6gicas descritas para plantas do género Piper
coletadas em varias partes do mundo como Africa, América Central e América do Sul,
dentre elas atividade anti-inflamatéria, antitumoral, antimalarica, antiparasitaria e
antimicrobiana (MGBEAHURUIKE et al, 2017; SILVIA e BASTOS, 2007; BEZERRA et
al 2007; BEZERRA et al, 2008). Silvia e Bastos (2007) comprovaram atividade
fungicida do 6leo essencial de 10 géneros Piper coletados na regido amazoénica,

dentre elas a Piper dilatatum, Piper taberculatum e Piper marginatum.

A Tabela 1 destaca o uso tradicional de varias espécies de Piper que foram

relatados na literatura.

Tabela 1- Uso tradicional de espécies do género Piper.

Espécie de Piper Uso tradicional/medicinal

Piper aborescens Roxb. Reumatismo, atividade citotoxica e

antiagregacao plaquetaria

Piper acutifolium Ruiz and Pav. Antisséptico, gastrite e ferimentos de
pele.
Piper aduncum L. Dor estomacal, influenza,

reumatismo, febre e tosse.



Piper alatabaccum Trel. And
Yunck

Piper angustifolium Lam.

Piper boehmeriifolium

Piper claussenianum

Piper cubeba L. F

Piper cumanense Kunth

Piper grande Vahl

Piper nigrum L.

Piper sanvicentense Trel. & Yunck

Dor estomacal e diarreia.
Lesbes cutaneas associadas a
leshimaniose, vaginite, desordens
hepaticas e antisséptico.

Analgésico, reumatismo e artrite.

Candidiase e infeccbes

ginecoldgicas.

Desordens renais, gonorreia, sifilis e

dor abdominal.

Maléaria e febre.

Antiplasmédica e lesdes de pele

associada a leishmaniose.

Diarreia, febre, tosse e

acometimentos gastricos.

Atividade antitumoral e anticancer.

Fonte: MGBEAHURUIKE et al, 2017.

2.2PIPER marginatum

11

A Piper margintum (Figura 1) da familia da Piperacea, conhecida

popularmente como Caapeba, € uma planta nativa e endémica no Brasil

(GUIMARAES et al, 2015). E uma importante planta utilizada medicinalmente na

América do Sul e Central.
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O uso popular mais comum da Piper marginatum (Figura 2) esta

relacionada a disturbios gastrointestinais, enquanto a analgesia € a segunda atividade

relatada mais destacada na literatura (BRU e GUZMAN, 2016). Porém ndo ha na

literatura tividade gstrointestinal comprovada.

Figura 2. Freqiiéncia de uso comum de Piper marginatum na cultura tradicional com base no

tipo de doenca a tratar.
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No Brasil, folhas de Piper marginatum podem ser utilizadas para tratar
afecccdes reumatoldgicas, gastrointestinais,sangramento de feridas e dor de dentes (
PEREIRA et al, 2011; CORREA e PENA, 1984; BRU e GUZMAN, 2016). Para
tratamento de doencas, o0 uso de 6leos essenciais torna-se comum e esta presente
ha geracdes pelas comunidades amazoénicas.

A funcdo dos Oleos essenciais nas plantas pode ser tanto para atrair
polinizadores, quanto para repelir insetos, pragas e patdgenos. Muitas plantas
desenvolveram substancias que funcionam como inseticidas ou fungicidas naturais
(CAMARGO, 2005).

O Oleo Essenial da Piper marginatum (OEPM) vem sendo descrito com as
mais diversas atividades: atividade anti-inflamatéria e homeostatica (D’ANGELO et al,
1997), atividade antibacteriana (SANCHEZ et al 2012), fungicida (AUTRAN et al,
2009; REIGADA et al, 2007) e até larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti
(COSTA et al, 2010).

Estudos realizados em diferentes ocasifes e lugares mostraram que ha
variacdo no tipo de componentes encontrados nos 6leos de acordo com a época e
lugar de onde foram coletadas (ANDRADE et al. 2008). Componentes quimicos como
flavondides, alcal6ides, monoterpenos, alcoois seisquiterpénicos, foram mencionados
em diversos estudos (TILLEQUIN et al, 1978; SILVA et al, 1973, SANTOS, CHAVES
e GRAY, 1998; CHAVES, OLIVEIRA e SANTOS, 2006).

2.3INFLAMACAO

A Inflamacdo é uma resposta dos tecidos vascularizados a infeccdes ou
leséo tecidual. Consiste em recrutar células e moléculas de defesa do hospedeiro da
circulacdo para os locais onde sdo necessarias, com a finalidade de eliminar os
agentes agresores, ou reparacdo tecidual. E um fendémeno essensial e benéfico (
HIGGINS & LEE, 1984; ROBBINS & COTRAN, 2015).

Na primeira fase, os vasos ao redor do local reagem para recrutar células
de defesa do sistema imune para o local da lesdo. Na segunda fase, ocorre remocéao
ou neutrlizacdo do estimulo que desencadeou a lesédo,e em seguida 0 ocorre 0
processo de reparacao tecidual (BOGLIOLO, 2011).

As alteracdes iniciais caracterizam-se por quatro sinais cardinais: calor,

hiperemia, edema, dor e perda de funcéo (KIM et al.,2004). Os trés primeiros devem-
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se ao aumento no fluxo sanguineo e aumento da permeabilidde vascular com
consequente recrutamento de leucdécitos. Os mediadores inflamatorios presentes
hipersensibilizam  terminagbes nervosa  nociceptivas  provocando  dor
(KAWAHARA,2014).

O mediadores inflamatorios ativados induzem alteragcdes vasculares e
extravazamento de exsudatos na fases incial da inflamacé&o. A vasodilatacéo arteriolar
devido agé&o principalmenrte de histamina, substancia P, bradicinina, Prostaglandinas;
aumenta o fluxo sanguineo no local de lesdo. Consequentemente, ha aumento na
permeabilidade vascular resultante da formacdo de poros interendoteliais por
contracdo do citoesqueleto dessas células, com extravasamento de exsudato
plasmatico rico em leucécitos especializados em eliminar infec¢des e reparo tecidual.
(BOGLIOLO,2011 BRANCO et al., 2018; HIGGINS & LEE, 1984).
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Figura 3- Esquema simplificado da resposta inflamatéria
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Fonte: Bogliolo,2011.

2.4AMEDIADORES INFLAMATORIOS
A Histamina é um dos principais mediadores inflamatorios, estando
presente em todos os tecidos. E liberada pelos mastdcitos frente a estimulos
(mecénicos, quimicos, citotoxicos) por meio da exocitose, sendo um importante
mediador que promove vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Ha
evidencias que também possui papel importante em lesdes inflamatérias na pele,
aumentando a recrutamento de celular (BEAVEN, 1976; BRANCO et al., 2018).
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Existem quatro tipos de receptores histaminicos e estdo relacionados a
modulacdo de AMPc intracelular por meio da ativacdo da proteina G e consequente
transducdo de sinais intracelulares. O receptor H1 estd relacionado a alteracdes
vasculares. Os receptores H2 encontrados nas células parietais do estbmago atuam
indiretamente na estimulacdo da bomba de protons promovendo aumento de
secrecdo de suco gastrico por meio do aumento do AMPc. Os receptores H3 estédo
relacionados a neurotransmissdo central e periférica. Os receptores H4 estédo
relacionados a resposta imune (BRANCO et al., 2018; OHSAWA e HIRASAWA,
2014.).

Outro mediador inflamatorio, as prostaglandinas, estdo entre os mediadores
mais importantes da resposta inflamatoria. A sintese (Figura3) esta ligada a liberacéo
de &cido araquiddnico (AA) intracelular, processo que € catalisado pela enzima
fosfolipase A2. O AA livre pode ser metabolizado em varios mediadores,
principalmente as prostaglandinas, por meio das enzimas Ciclo-Oxigenases (COX-1
e COX-2). Por essa razéo, as Ciclo-Oxigenases estdo entre os principais alvos de
farmacos com acdo anti-inflamatéria (KURUMBAIL et al.,1996 MITCHELL et al.,
1994).

Figura 4- Sintese de Prostaglandinas
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Fonte: Brooks et al.,1999.
As prostaglandinas 12(PGI2) e E2(PGE2) séo as principais envolvidas no
processo inflamatério agudo, promovendo a vasodilatacdo local. Podem potencializar

a acao de outros mediadores inflamatorios como a bradicinina e Histamina e também
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auxiliam no aumento da sensibilidade das fibras nociceptivas (BROOKS et al.,1999;
KAWAHARA,2014).

As prostaglandinas também exercem outras fungdes no organismo como protecao
gastrica, regulacdo do sono e temperatura corporal e, no Utero, auxiliam no processo
de implantacéo do embrido (BROOKS et al., 1999). Séo produzidas por varios tecidos
e agem como mediadores celulares tanto autécrinos como paracrinos (DUBOIS et al.,
1998). A figura 4 esquematiza a sintese de prostaglandinas. A tabela 2 resume a acéo

dos mediadores presentes no processo inflamatorio.

Tabela 2- Func¢des dos mediadores inflamatdrios

Resposta Mediadores Inflamatérios
Vasodilatacao Prostaglandinas (PG) PGI2, PGEL1l,
PGE2, PGD2, Oxido nitrico (NO).

Aumento da permeabilidade vascular  Histamina
C3a, Cha (componentes do
complemento)
Bradicinina
Leucotrienos (LT), particularmente
LTCA4, LTD4, LTE4
Fator de ativacdo das plaguetas
Substancia P
Peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP)

Lesao tecidual Produtos lisossomais dos
neutroéfilos e macrofagos
Radicais de oxigénio
NO

Quimiotaxia e ativacdo dos leucocitos  Cba
LTB4, lipoxinas (LX), LXA4,
LXB4

Produtos bacterianos
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Dor Bradicinina
CGRP
Febre Interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator

de necrose tumoral (TNF)
LTB4, LXA4, LXB4
PGE2, PGI2

2.5FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

Os farmacos antiinflamatorios nao-esteroidais (AINE's) sdo amplamanete
utilizados para o tratamento de processos inflamatorios. Sao capazes de inibir a
sintese e liberacdo de prostaglandinas sintetizados a partir das COX 1 e COX2. Os
AINE’s bloqueiam a entrada de acido araquidénico pelos canais hidrofébico das COX
e impedem a chegada até o sitio ativo das enzimas e consequentemente, a producao
de prostaglandinas (BJARNASON et al,2018).

As enzimas ciclo-oxigenases tem fungOes parecidas dentro do processo
inflamatorio, porém, a COX-1 constitutiva difere-se por ser expressa continuamente
pelos tecidos mantendo a producédo de Prostanglandinas, responsaveis também pela
protecdo gastrica. A COX-2 induzivel é expressao frente a processos
inflamatorios,logo, AINE’s inibidores seletivos da COX 2 (COXIB’s) sdo considerados
menos danosos do que 0Ss convencionais pois promovem menos danos mucosa
gastrica decorrente da inibicdo de prostaglandinas (KURUMBAIL et al.,1996;
RODRIGUEZ e TOLOSA, 2007; MITCHELL et al., 1994.).

A outra classe de antiinflamatorios utilizadas séo os glicocorticéides. Eles
séo capazes de inibir a Fosfolipase A2, impedindo a liberagéo de acido araquidénico,
retardando toda a cascata inflamatoria devido a limitacdo de mediadores inflamatorios
derivados deste componetes, como as prostaglandinas, leucotrienos e tramboxanos.
Também tem a funcédo de interferir na atividade das COX’s, inibir citocinas e outras
enzimas envolvidas no processo inflamatorio, tendo atividade anti-inflamatéria mais
eficiente que outros farmacos anti-inflamtérios como os AINE’s. (GOPPELT-
STRUEBE, 1997; MASFERRER et al., 1990). Apesar disso, possuem mais efeitos

colaterais como:
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2.6 ULCERA GASTRICA

Fatores ambientais, fumo, consumo excessivo de &lcool e entorpecentes,
e uso de AINE’s estdo entre as causas mais frequentes de ulceras gastricas
(MALFEITHEINER, CHAN e MCCOLL, 2009).

Os maiores fatores de risco para Ulcera sao uso de AINE’s e infecgao por
Helicobacter pylori (LANAS, 2017). O uso a curto ou longo prazo esta relacionando a
um maior risco de desenvolver complicagbdes gastricas. Usuarios cronicos de AINE’s
tem chance de 3 a 5 vezes maior do que n&o usuarios (RODRIGUEZ e TOLOSA,
2007).

Os Aines’s inibem a sintese de prostaglandinas, mecanismos de reparo
tecidual do tecido gastrico e agregacao plaquetaria. A soma desses fatores leva a uma
reducdo da barreira de defesa e de reparo e maior predisposicdo a hemorragia da

mucosa gastrica, favorecendo o aparecimento de Ulceras (HALTER et al., 2001).

A patogénese esté relacionada a uma alteragcao no equilibrio entre fatores
que agridem a mucosa, como aumento da producdo de suco gastrico, e fatores de
defesa da mucosa, como diminuicdo da barreira de muco (MALFEITHEINER, CHAN
e MCCOLL, 2009).

O estimulo ao nervo vago esta relacionado a estimulacdo de agentes
envolvidos na patogénese da Ulcera gastrica. Este nervo controla diretamente a
secrecédo gastrica e de pepsina (ABDEL-SALAN et al, 2001).

Varios produtos naturais vem sendo apresentados com atividade
gastroprotetora e como alternativa de facil acesso para tratamento de desordens

gastricas (Borelli & 1zzo, 2000).
2.7SECRECAO GASTRICA

O interior das ceélulas parietais € preenchido com um sistema tubulo
vesicular contendo proteinas transportadoras, H*/K* - ATPase “bomba de prétons”, os
canais de Cloro (CI") e a anidrase carb6nica. Em condi¢des basais, os canaliculos das
células parietais estéo fechados para o limen do estdbmago. Porém, apés estimuladas,
rapidamente a superficie aumenta de tamanho e ocorre a fusdo entre o sistema

tubulovestibular e os canaliculos excretores (AIRES, 2012)
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Frente a estimulos, as células parietais iniciam o processo de producao de
suco gastrico. Ocorrera a reacdo de hidratacdo de CO2, catalisada pela anidrase
carbdnica, resultando em &cido carbonico. Este pode dissociar-se em ions hidrogénio
(H*) e Bicarbonato (HCO3). O H* é excretado para o limen do estomago através de
um contra transporte de potassio (K*), mediado pela bomba de prétons presente na
membrana das células parietais (RANG&DALE, 2015; HELANDER e KEELING,1993).

O bicarbonato é transportado para o plasma em troca por Cl- e este é
transportado para o interior das células parietais. Com aumento da concentracdo de
CI- intracelular e alteracédo do equilibrio eletroquimico, h& liberacéo passiva de Cloro
(CI) para o lumen do estomago (RANG&DALE, 2015; SOLL e GROSSMAN, 1978).

Vérios fatores sdo responsaveis pelo estimulo e controle da secrecao de

suco gastrico:

e acetilcolina como neurotransmissor parassimpatico vagal;

e gastrina sintetizada por células G gastricas;

e Histamina: produzida pelas Células enterocromafimsimiles (ECL);
e Somatostantina: liberado pelas células D;

e Prostaglandinas: PGE2e PGEI2

A acetilcolina liga-se a receptores muscarinicos colinérgicos (M3) na
superficie das células parietais, e age aumentando a concentracdo de Ca* intracelular,
que ativam proteinoquinases dependentes de Ca*(PKC) e fosforilam proteinas
especificas que estimulam a secrecdo de HCL por meio da bomba de prétons. De
modo semelhante, a gastrina também aumenta a concentracdo de Ca* ao ligar-se aos
receptores CCK2. Ambos sdo capazes também de estimular as células ECL a liberar
histamina, induzindo indiretamente a produ¢do de suco gastrico (CUl e WALDUM,
2007; MCPHEE E GANONG, 2011)

A Histamina, ligando-se ao seu receptor H2, estimula a liberacdo de AMP.
intracelular capaz de induzir a bomba de protons das células parietais para sintese de
HCL por meio de proteinquinases do tipo A (PKA) (HELANDER e KEELING,1993;
SOLL e GROSSMAN, 1978)

O controle e inibicdo da sintese de suco géstrico é feito por meio da

somastostatina, que ao ligar-se ao seu receptor, reduz a concentracdo de AMPc
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intracelular tendo efeito direto sobre a sintese de suco gastrico. Também atua na
inibicdo da liberacdo de Histamina pelas células ECL e Gastrina pelas células G
(HELANDER e KEELING,1993; SHAMBUREK e SCHUBERT, 1993)

As prostaglandinas tém efeito de protecdo gastrica como aumento de
producdo de bicarbonato e muco via receptor EP3 (isoforma de receptor da PGE>),
mas também atuam na reducdo da producdo de suco gastrico ao ligar-se aos
receptores especificos das células ECL (de LUCIA, 2014; SHAMBUREK e
SCHUBERT, 1993)

Os receptores envolvidos tanto no estimulo quanto na inibicdo da secregéao
de suco gastrico sdo um dos principais alvos dos farmacos utilizados para o
tratamento de Ulcera gastrica (MALFERTHEINER, CHAN e MCCOLL, 2009). A Figura
4 exemplifica a regulacéo da secrecao de suco gastrico e o alvo de parte dos farmacos

existentes.

Figura 5- Esquema do controle de liberacao e inibicdo do suco gastrico.
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2.8FATORES DE PROTECAO DA MUCOSA GASTRICA

A manutencdo da integridade da mucosa gastrica deve-se ao equilibrio
entre fatores que agridem a mucosa e as barreiras de protecdo da mucosa (ABDEL-
SALAN et al, 2001). A barreira de protecdo da mucosa gastrica consiste em: barreira
de muco e Bicarbonato (HCO3"), regulacdo de prostaglandinas, Oxido Nitrico (NO),

citocinas, inervacao entérica e fluxo sanguineo local ( TAKEUCHI e WANG, 2014).

O muco e 0 HCO3s séo secretados pelas células superficiais das gandulas
gastricas. O Bicarbonato fica retido na barreira de muco e juntos deixam o pH local
proximo a 7. Serve como protecdo da parede gastrica por tamponamento do HCL pelo
HCOs, e previne a difusdo de H* para o intersticio pela barreira de muco
(COSTANZO,2014).

O muco serve como uma barreira de fosfolipideos que aderem a superficie
da mucosa gastrica e a protegem. A interacdo entre AINE’s e esses fosfolipideos
danifica a estrutura desse revestimento hidrofobico, deixando a mucosa a mostra e
vulneravel a agentes agressores (BLACKLER et al, 2014; BJARNASON et al,2018).

A mucosa gastrica € bastante vascularizada, o que auxilia na remocéo e
neutralizacdo de acido de volta a lamina e a chegada de suprimento correto de
oxigénio e nutrientes e fatores de protecdo da mucosa como as prostaglandinas. As
prostaglandinas tém funcéo primordial na reducdo de vasoconstricao frente a injurias.
Diminuicdo do fluxo sanguineo exacerba os efeitos de agentes ulcerogénicos
(ABDEL-SALAN et al, 2001).

O Oxido Nitrico possui capacidade de reducdo do efeito da inibicdo de
prostaglandinas, pois possibilitava aumento no fluxo sanguineo por vasodilatacao
local e maior aderéncia de neutrdfilos, possibilitando reparo tecidual (HALTER et al.,
2001).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar possiveis efeitos farmacoldgicos gastroprotetores e anti-

edematogémicos do Oleo Essencial da Piper marginatum.

3.2 ESPECIFICOS

o Realizar a andlise fitoquimica do OEPM.
o Avaliar toxicidade aguda do OEPM em camundongos.
o Avaliar atividade gastroprotetora do OEPM em modelos de Ulcera

induzida por etanol acidificado e indometacina;
. Avaliar atividade anti-edematogénica do OEPM em modelo de edema de

orelha induzido por fenol.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BOTANICO

As folhas de Piper marginatum utilizadas para producdo do 6leo essencial
foram coletadas na comunidade Cipoal, situada na BR 163, municipio de Santarém,
Km 10 (S 02°30°06.4”; W 054°43'45.4”), no dia 15 de julho de 2017, de 10-12 horas.
a exsicata foi Depositada no herbério da Universidade Federal do Oeste do Para sob
0 nimero HSTM-10926.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) da variedade
Swiss, machos e fémeas (22-359), de seis a 10 semanas, mantidos em caixas de
propileno, com ciclos de claro/escuro de 12 horas, temperatura de * 23°, recebendo
racdo balanceada diariamente e agua a vontade. Os animais eram procedentes do

Biotério do Instituto Esperanca de Ensino Superior- IESPES.

Todos os animais permaneceram no laborat6rio Laboratdrio de Quimica
Aplicada a Andlise Toxicoldgicas e Sanitaria da UFOPA, Unidade Tapajds, Santarém

— Para por um periodo de 24 horas antes da realiza¢do dos testes para adaptacao.

Todos os testes desenvolvidos seguiram as normas de ética com animais,
tendo aprovacédo do CEUA-UFOPA, protocolo 0220180020.

4.3 OBTENCAO DE OLEOS ESSENCIAIS

As folhas inicialmente passaram por processo de desinfec¢do por meio de
3 banhos com 2 minutos cada: hipoclorito, alcool e dgua. Apés os procedimentos,

foram secas e colocadas em estufa por 7 dias em uma temperatura constante de 40°.

O dleo essencial foi obtido através do processo de hidrodestilacdo. Foram
utilizadas 1200g de folhas de Piper marginatum. Apés secas, as folhas foram
trituradas e mantidas em ebulicdo por 4 horas, em um sistema de doseamento tipo
Cleavenger. Ao final do processo, o 0Oleo foi retirado do aparato e mantido em vidro

ambar, em resfriamento na geladeira.
Para avaliagdo do rendimento do OEPM, foi utilizado a seguinte formula:

massa do OEPM

Rendimento = 100 X
massa do amostra
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4.4ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

A andlise quimica foi realizada através da Cromatografia gasosa acoplada
a Espectrometria de Massa (GG- EM) na divisdo de Quimica Orgéanica e Farmacéutica
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA),
da Universidade de Campinas (UNICAMP). Foi utilizado cromatégrafo a gas Agilent,
modelo HP-6890 equipado com um detector seletivo de massas Agilet, modelo HP-
5975 utilizando uma coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) nas seguintes
condicbes: temperatura do injetor 250°C, Coluna 80°C, taxa de aquecimento 5°C/min
até 280° e detector 300°C. Foi utilizado gas Hélio como gas de arraste numa vazao
de 1mL/min e detector seletivo de massas operando a 70 eV, m/z 30 a 500 u.m.a.. O
OEPM foi solubilizado e a identificacdo dos compostos majoritarios realizada através
da comparacio entre os indices de Retencéo (IR) calculados, com os disponiveis na

literatura e a base de dados da biblioteca NIST.
45 TOXICIDADE AGUDA

Foi utilizado o protocolo da OECD 423/2001, para obtencéo da faixa de
toxicidade. Foram utilizados camundongos albinos da linhagem Swiss, fémeas,
pesando entre 32-36g. O Oleo Essencial da Piper marginatum (OEPM) foi diluido em
solucéo Salina (0,9%) e Tween 80. Os animais foram divididos em 4 grupos com 3
animais cada e separados quanto a dose de 6leo a ser recebida: :grupo (1)
controle/salina.; grupo (2) 50mg/kg; grupo (3)300 mg/kg e grupo (4) 2000mg/kg. Os
animais foram observados a cada 30 minutos nas primeiras 4 horas, e depois
diariamente na mesma hora de administracdo durante 14 dias. Foram observados
parametros como: alteracdes na pele, nos pelos, nos olhos, mucosas, desconforto
respiratério, alteragcbes motoras do comportamento, tremores, convulsées, salivagéo,
diarreia, letargia, sonoléncia e morte, sendo anotado o dia de aparecimento de
sintomas e morte caso ocorresse. O peso inicial e final também foi avaliado. Ap6s o

teste, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA

4.6.1 Ulcera Gastrica induzida por Etanol acidificado

Seguindo protocolo de Mizui e Doteuchi (1983), com modificacdes, apos

um jejum prévio de 24 horas, os animais foram divididos em 5 grupos com 7 animais
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cada: controle/salina, lansoprazol (30mg/Kg), OEPM (1000, 500 e 250 mg/Kg). Todas
as solucoes foram administradas oralmente 1 hora antes da administracéo do agente
lesivo (0,2mL de 0,3M HCL/etanol 60%). Uma hora apos a administracdo do agente
lesivo, os animais foram sedados e eutanasiados por deslocamento cervical, tiveram
seus estbmagos retirados, abertos pela grande curvatura e limpos com agua destilada
para avaliacdo das Ulceras. Os estdbmagos foram comprimidos em laminas
histol6gicas e escaneados (scanner HP PSC 1315) e as imagens foram analisadas
através do software ImageJ®. A porcentagem de area ulcerada foi utilizada como

parametros para avaliacao.
4.6.2 Ulcera gastrica induzida por Indometacina

Este teste foi realizado seguindo o protocolo de Rainsford (1980) com
modificacdes. Apos um jejum prévio de 24 horas, os animais foram divididos em 5
grupos com 6 animais cada: controle/salina, Cimetidina (100mg/Kg), OEPM (1000,
500 e 250 mg/Kg). Todas as solucdes foram administradas oralmente 1 hora antes da
administracdo do agente lesivo (indometacina 100mg/Kg p.o.). Quatro horas apés a
administracdo do agente lesivo, os animais foram sedados e eutanasiados por
deslocamento cervical, tiveram seus estOmagos retirados, abertos pela grande
curvatura e limpos com agua destilada para avaliacdo das Ulceras como descrito no
item 3.6.1.

4.7AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA
4.7.1 Edemade orelhainduzido por Fenol

Seguindo o protocolo de Lim (2004), com adaptacdes, os animais foram
divididos em 4 grupos com 7 animais cada: controle/acetona, Dexametasona (0,1
mg/orelha), OEPM (20 uL nas doses de 1000 e 500 mg/Kg). O agente lesivo (20 pL
de fenol 10%/acetona) foi administrado topicamente na orelha direita dos animais e
em seguida as substéncias testadas. Uma hora depois, os animais foram sedados e
eutanasiados por deslocamento cervical e foram retirados pequenos fragmentos de
6mm de didmetro de cada orelha com uso de “punch” de bidpsia. A diferenga no peso

das orelhas (mg) foi utilizada como medida de avaliacao.

4.8 ANALISE HISTOLOGICA
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Todos os fragmentos foram fixados por 48 horas em formol tamponado

(10%), corados posteriormente processados para analise.
4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 6. Os
resultados foram expressos por meio de média + erro padrdo médio (EPM.). Foi
utilizado o teste de andlise de variancia (one- way ANOVA), seguido Newman-Keuls

para comparacfes multiplas (*p<0,05).



5 RESULTADOS
5.1 RENDIMENTO
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A partir de 12009 de folhas secas de Piper marginatum, obteve-se 5,65169g

de Oleo essencial. O rendimento total correspondeu a 0,47%.

5.2 COMPONENTES QUIMICOS DO OEPM

Tabela 3. Componentes Quimicos encontrados no OEPM

tr (Min) | IR Identificacdo % rel.
5,388 | 932 a-pineno 2,01%
6,501 | 975 B-pineno 1,51%
6,857 | 989 B-mirceno 0,38%
7,473 |1010 A- 3- careno 3,13%
8,048 | 1026 Limoneno 0,27%
8,337 | 1034 trans-beta-ocimeno 1,39%
8,691 | 1044 B-ocimeno 1,43%
10,60 | 1099 Linalol* 5,81%
18,219 | 1286 Safrol* 5,70%
20,225 | 1334 A-Elemeno 0,42%
21,348 | 1361 Ciclosativeno 0,66%
21,850 | 1373 a-Copaeno* 6,19%
22,189 | 1381 B-borboneno 1,97%
22,407 | 1386 B-Copaneno 0,30%
22,495 | 1389 B-elemeno 0,59%
23,062 | 1402 Metileugenol 1,63%
23,627 | 1416 cariofileno* 7,82%
23,975 | 1425 2-isopropil-5-metil-9-metilenebiciclo [4.4.0]dec-1-eno 0,97%
24,363 | 1435 Alloaromadendreno 0,39%
24,568 | 1440 Ni 0,44%
24,938 | 1449 Humuleno 1,56%
25,057 | 1452 beta-Guaieno 0,33%
25,221 | 1456 Ni 0,34%
25,696 | 1468 Ni 0,71%
25,921 | 1474 y- muuroleno 0,84%
26,089 | 1478 Germacreno D 4,87%
26,285 | 1483 B- Selineno 3,20%
26,721 | 1494 y-Elemeno* 7,61%
26,860 | 1497 a-muuroleno 1,41%
27,016 | 1501 Ni 0,006%
27,368 | 1510 Ni 0,58%
27,481 | 1513 Eudesma-3,7(11)-Dieno 0,24%
27,761 | 1520 A-cadineno 2,86%
28,211 | 1532 3,4- metilenodioxipropiofenona* 15,29%
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28,746 | 1546 Elemol 0,003
29,109 | 1555 Elemicina 0,99%
29,354 | 1561 Isoelemicina 0,99%
29,837 | 1574 Espatulenol 3,89%
30,016 | 1578 Oxido de Cariofileno 2,08%
31,729 | 1624 Ni** 0,74%
31,909 | 1629 2-Hidroxi-4,5-metilenidioxipropiofenona 2,31%
32,076 | 1633 Ni** 0,77%
32,219 | 1637 epi-a-Muurolol 1,00%
32,488 | 1644 B-Selinenol 0,93%
32,665 | 1649 a-Cadinol 1,69%
32,780 | 1652 B-Maalieno 0,37%
35,541 | 1729 Ni** 0,46%

* Componentes majoritarios
** ni: ndo identificado.

Os principais constituintes quimicos encontrados no OEPM 3,4-
metilenodioxipropiofenona, Cariofileno, Linalol, Safrol, a- Copaeno. Ente o0s
componentes majoritarios, foi encontrado diversas classes de compostos que estao
presentes em plantas com funcgéo principal a protecdo contra predadores. O local de
coleta das folhas de Piper margnatum, foi em local aberto e suscetivel a predadores

naturais. Assim foi encontrado compostos com atividade protetiva de plantas.
5.3 TOXICIDADE AGUDA

O OEPM foi administrado oralmente nas doses de 2000 mg/kg, 300 mg/kg
e 50 mg/Kg. Os animais foram observados durante 14 dias e pesados diariamente.

Durante os 14 dias de teste de toxicidade, o grupo 4 (2000mg/Kg)
apresentou sonoléncia durante o primeiro dia de teste, ndo apresentando essa
alteracdo durante o restante do periodo do teste. Ndo foi observada essa alteracao

nas outras doses avaliadas.

Tabela 4- Média de Peso Inicial e Final da Toxicidade aguda do OEPM

Grupos Dia 0 Dial4d
2000mg/Kg 32 £+ 1g 32 + 0,57g
300 mg/Kg 33 £ 1g 36,7 + 1.52g
50 mg/Kg 32 + 1g 36,7 £ 1.52¢g

Veiculo 259 29.4 + 2.30g

A Tabela apresenta os valores médios (g) + EPM por grupo, do peso inicial e final.

A Tabela 4 mostra a evolucao do peso durante o teste de toxicidade. Nao

houve alteragbes significativas entre os grupos testados e o controle. Houve
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sonoléncia no primeiro dia de administracdo da solu¢cbes na maior dose (2000
mg/Kg).Nado houve quaisquer outras alteracbes no comportamento dos demais

animais avaliados, assim como nao houve mortes. Relatar sonoléncia.
5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA

Para avaliar o efeito antiedematogénico do OEPM foi utilizado o teste de
edema induzido por Fenol a 10%. Foi constatado que, apdés 1 hora da inducéo do
edema, OEPM inibiu o edema tanto na dose de 1000 mg/Kg (55%) quanto na dose de

500 mg/Kg (42%), quando comparadas com o grupo Fenol.

Tabela 5- Efeitos do OEPM no edema de orelha induzido por Fenol

Grupo Dose Edema (mg) Inibicao (%)
Fenol 20uL/orelha 0,010 + 0,011
Dexametasona 0,1 mg/orelha 0,004 = 0,007 58% + 0,001
1000 mg/Kg 0,005 + 0,001 55% + 0,001
OEPM
500 mg/Kg 0,006 + 0,009 42% + 0,001

A Tabela apresenta os valores médios (mg) + E.P.M da diferenca do peso entre as orelhas direta
(tratada) e orelhas esquerdas (ndo tratada), por grupo testado.

Quando comparada ao grupo controle (0,01mg), todas as doses utilizadas
apresentaram efeito antiedematogénico significantes estatisticamente (p < 0,05).
Tendo as doses apresentado respectivamente: 1000 (0,005mg), 500 (0,006mg) e
Dexametasona(0,004mg) na diferenca do peso das orelhas.

Figura 6- Efeito do OEPM (100 mg/Kg e 500 mg/Kg) e da Dexametasona (0,1 mg/orelha) sobre o
Edema de Orelha induzido por Fenol
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Os valores representam as médias + EPM da diferenca de peso (mg) entre a orelha Direita (tratada) e
a orelha esquerda (ndo tratada) de cada grupo. Foi utilizado o teste de andlise de variancia (one- way
ANOVA), seguido Newman-Keuls para compara¢des miltiplas (*p<0,05).
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5.5 ATIVIDADE GASTROPROTETORA

5.5.1 Ulcera Gastrica induzida por Etanol acidificado

Figura 7- Efeito do OEPM (1000 mg/Kg, 500 mg/g e 250mg/Kg) e do lansoprazol (30 mg/Kg) na
reducdo da Area Ulcerada no modelo de Ulcera Gastrica induzida por Etanol Acidificado
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Os valores representam a média + EPM. de cada grupo, da porcentagem de area ulcerada. Foi utilizado
o teste de analise de variancia (one- way ANOVA), seguido Newman-Keuls para compara¢des multiplas
(*p<0,05).

O efeito macroscépico do OEPM no teste de lesdo gastrica induzida por
Etanol acidificado demonstrou menor porcentagem de area ulcerada nas doses de
1000 (7,90%) e 500 mg/Kg (8,41%), quando comparadas ao grupo controle (17,92%).
As duas doses ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao
lasoprazol (6,15%).

Ao analisar o efeito microscépio na mucosa gastrica (Figura 6), observa-se
leséo severa no epitélio com perda de células epiteliais e edema no grupo que recebeu
apenas o veiculo como pré- tratamento ao agente lesivo (Figura 8.A), quando
comparado ao grupo que recebeu lansoprazol (Figura 8.B). Os grupos que receberam
doses do OEPM (Figuras 8.C,8.D e 8.E) evidenciaram atividade gastroprotetora
guando comparados ao grupo do controle. Os aspectos microscopios desses grupos

assemelharam-se ao grupo da droga padrao.
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Figura 8- Efeito microscépico na mucosa gastrica de camundongos com les@es induzidas por Etanol
acidificado.
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A-E estdmagos abertos pela grande curvatura, coradas com hematoxilina- eosina em aumento em
100x. A- grupo que recebeu apenas o agente lesivo Etanol. B- grupo que recebeu lansoprazol como
pré tratamento ao agente indutor Etanol acidificado. C-E grupos que receberam respectivamente
1000, 500 e 250 mg/Kg do OEPM como pré tratamento.

S
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5.5.2 Ulcera géastrica induzida por Indometacina

Figura 9- Efeito do OEPM (1000 mg/Kg, 500 mg/g e 250mg/Kg) e da Cimetidina (100 mg/Kg) na
reducéo da Area Ulcerada no modelo de Ulcera Gastrica induzida por Indometacina (100 mg/Kg).

25 -

N
@]

15

10

Area Ulcerada (%)

IN DO CIMET 1000 500 250

Os valores representam a média + E.P.M. de cada grupo, da porcentagem de area ulcerada Foi
utilizado o teste de analise de variancia (one- way ANOVA), seguido Newman-Keuls para
comparacdes multiplas (*p<0,05).

O efeito macroscépico do OEPM no teste de lesdo gastrica induzida por
Indometacina observa-se menor porcentagem de area ulcerada nos grupos que
recebera OEPM, porém ndo evidenciou diferenca estatistica nas doses utilizadas
1000 (9,02%), 500 (11,61%) e 250 mg/Kg (15,08%), quando comparadas ao grupo
controle (16,92%). Também ndo apresentaram diferenca estatistica quando
comparadas a Cimetidina (13,75%), mesmo com as maiores doses tendo area

ulcerada menor.

Ao se fazer observar o efeito microscépio na mucosa gastrica (Figura 10),
observa-se lesédo severa no epitélio com perda de células epiteliais e edema no grupo
gue recebeu apenas o veiculo como pré- tratamento (Figura 10.A), quando comparado
ao grupo que recebeu cimetidina (Figura 10.B). Os grupos que receberam doses do
OEPM (Figuras 10.C,10.D e 10.E) evidenciaram atividade gastroprotetora quando
comparados ao grupo da indometacina. Os aspectos microscopios desses grupos

assemelharam-se ao grupo da droga padréo.
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Figura 10. Efeito microscépico na mucosa gastrica de camundongos com lesbes induzidas por
indometacina.

A-F estdmagos abertos pela grande curvatura, coradas com hematoxilina- eosina em aumento em
400x. A- grupo que recebeu apenas o agente lesivo indometacina. B- grupo que recebeu cimetidina
como pré tratamento. C-E grupos que receberam respectivamente 1000, 500 e 250 mg/Kg do OEPM
como pré tratamento. F- grupo néo tratado.
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6 DISCUSSAO

Testes de toxicidade aguda sao utilizados para avaliacdo preliminar de
possiveis efeitos téxicos de farmacos que possam ser utilizados em testes de
farmacoldgicos. Para o uso seguro, existe a necessidade de estudos que avaliem o

potencial téxico de compostos obtidos de plantas como o0 OEPM.

Neste trabalho, a toxicidade aguda foi avaliada durante sete dias, seguindo
o protocolo OECD 423 do ano de 2001. A administracéo até a dose de 2000 mg/Kg
provocou sonoléncia nos animais durante o primeiro dia de experimento. Nao houve
alteracdes nas outras doses avaliadas, assim como também ndo houve mortes. A
avaliagdo diaria do peso dos animais ndo demonstrou alterac@o significativa com
relacdo ao grupo controle (Tabela 3). Este estudo classificou 0 OEPM com baixa
toxicidade de acordo com a OECD (2001).

O OEPM apresentou entre seus componentes majoritarios o safrol,
derivados de Propiofenona e Linalol, compostos com comprovado efeito ansiolitico,

antiespasmadico e depressor do SNC (MAIOR et al., 2011;

N&o foi encontrado na literatura, estudos que avaliassem a toxicidade
aguda da Piper marginatum em camundongos. Branquinho et al. (2017) avaliaram a
toxicidade aguda em camundongos do 6leo essencial obtido de folhas de outra
espécie de Piper, a Piper glabratum, e observaram que ndo houve morte de animais,
sinais de alterac6es comportamentais assim como as altera¢cdes no peso dos animais
nao foram significativas. Outro estudo, com extrato da Piper purusanum, encontrou
sonoléncia nas primeiras horas apés administracdo do composto, nao observando
nenhuma outra alteragdo no comportamento dos animais (SOUZA, JUNIOR e
PINHEIRO, 2009).

Varios modelos de inducéo de inflamacéo podem ser utilizados em testes
farmacoldgicos. No presente estudo, utilizou-se o edema de orelha induzido por Fenol
para avaliar a atividade antiedematogénico do OEPM. O efeito irritativo provocado
pela substancia é capaz de provocar uma irritacdo local e liberar mediadores
inflamatorios responsaveis por alteracdes vasculares e edema local (LIM, PARK e

KIM, 2004).
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Foi observado que o OEPM aplicado topicamente reduziu
significativamente o edema de orelha em todas as doses utilizadas quando
comparado ao grupo controle (figura 4). Outro estudo demonstrou que o efeito anti-
inflamatoério atribuido a esta planta estd relacionado ao efeito vasoconstritor e
consequente antiedematogénico. Tendo como consequéncia, uma menor
concentracdo de mediadores inflamatorios sem alterar a quantidade de leucdcitos na
regidao (D’ANGELO et al, 1997).

Os mediadores inflamatorios envolvidos no processo de vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade celular na fase aguda da inflamacé&o séo principalmente
as Prostaglandinas, Histamina e bradicinina (BROOKS et al, 1999). Sugere-se que
componentes existentes no OEPM podem alterar a produgcédo desses mediadores,
visto que os resultados apresentados se assemelham ao da droga padréo,
dexametasona, que por ser um glicocorticoide, tem acéo inibidora das COX’s,
supressora da producédo de metabdlitos do acido araquidénico (COSTA, MACHADO
e SELORES, 2005; GOPPELT-STRUEBE, 1997).

Nos estudos de Branquinho et al. (2017) e Iwamoto et al. (2015) foi proposto
que o efeito anti-inflamatorio e antiedematogénico da Piper glabratum e Piper
umbellatum, sejam devido aos componentes do 6leo essencial que afetam a producéo
de prostaglandinas. Eles afirmam também que houve menor quantidade de leucécitos

no local da lesdo, comparados ao grupo controle.

Oleos Essenciais que apresentaram Cariofileno,Copaeno, Linalol e outros
terpendides como componentes majoritarios, também apresentaram atividade anti-
inflamatoria em estudos com in vivo ( KOBAYASHIi et al., 2011; PEANA et al.,2003;
PINHEIRO et al., 2011).

A formacdo de Ulcera gastrica envolve varios fatores como aumento na
producao de suco gastrico, diminuicdo da barreira de protecdo da mucosa e formacao
de espécies reativas de oxigénio (BARROS et al,2016). Neste estudo, buscou-se
avaliar a atividade gastroprotetora do OEPM. Para tanto, foram realizados os testes
de Ulcera gastrica induzidas por Etanol acidificado e Ulcera gastrica induzida por

Indometacina.
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O Etanol é capaz de produzir aumento da permeabilidade vascular, e
posteriormente pode produzir hemorragia intragastrica. Com aumento do diametro de
arteriolas, provocando lesdo microvascular e declinio da circulacdo local (ABDEL-
SALAN et al, 2001). O Etanol produz uma lesdo necrosante, com diminuicdo da
producao de Bicarbonato e da camada de muco. Ainda é capaz de quebrar a barreira
de bicarbonato do muco da mucosa causando ruptura celular e das paredes dos vasos
causando extravasamento e hemorragia. Também estéo relacionados a producao de
radicais livres que estdo relacionados a morte celular (ALRASHDI et al, 2012;
GUSLANDI, 1987).

No modelo de Ulcera gastrica induzida por Etanol acidificado, o OEPM
reduziu a area ulcerada em todas as doses testadas. Estudos anteriores com outras
espécies de Piper como a Piper umbellatum e Piper aleyreanum, ja haviam
demonstrado atividade gastroprotetora através do mesmo teste (JUNIOR et al, 2016;
LIMA et al, 2012). Os autores sugerem que um dos mecanismos para gastroprotecao
seja a presenca de componentes bioativos que preservem a barreira de protecéao de

muco e também apresentem atividade antioxidante.

Existem relatos de atividade gastroprotetora de diversos produtos
originados de plantas (AlI-SNAFI, 2018). A combinacé&o de produtos naturais e drogas
utilizadas no tratamento de Ulcera gastrica mostram um efeito sinérgico contra essa
afeccao, e essa combinacéo de pode ser uma alternativa para tratamento de Ulceras
gastricas (Bl e MAN, 2014).

O Lansoprazol utilizado nesse estudo, € um farmaco “inibidor da bomba de
prétons”, tendo atividade em alteracGes decorrente da secrecéo de acido gastrico no
limem do estbmago. Os resultados desse estudo demonstraram efeito similar entre
as duas maiores doses, ao lansoprazol, sugerindo também atividade antisecretiva do
OEPM.

A Indometacina reduz a sintese de prostaglandinas, reduzindo assim a
protecdo da mucosa gastrica através da barreira de muco/HCO3-. A adeséo de
neutroéfilos é o primeiro sinal de dano gastrico. Os neutréfilos aderidos liberam radicais
livres, liberando proteases, e obstruindo o fluxo sanguineo capilar (MALFEITHEINER,
CHAN e MCCOLL, 2009).
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Neste estudo, para o teste de lesdo gastrica induzida por indometacina, o
OEPM reduziu a area ulcerada em todas as doses, porém nao foram estatisticamente
significantes. No estudo de Bhattacharya et al (2007) que utilizaram metabdlitos da
Piper betel, também houve atividade gastroprotetora comprovada pelo teste de

inducao por indometacina.

A Cimetidina atua como um antagonista receceptor H2, inibindo a secrecao
de suco gastrico mediada pela histamina. Porém nao é efetiva na inibicdo do estimulo
mediado pela acetilcolina (CROSS, 1977). Essa afirmacéo pode explicar os resultados

com relacdo a area ulcerada encontrados neste estudo.

Estudos demonstraram atividade gastroprotetora, através de testes de
lesdo aguda de inducéo de ulcera por Etanol acidificado e indometacina, de 6leos
essenciais que tem em sua composi¢cdo quimica componentes como: Linalol,
Cariofileno, Limoneno e o6xido de cariofileno. Os autores sugerem que esses
componentes sdo capazes de aumentar niveis de PGE2 assim como aumento na
barreira de muco da mucosa gastrica (MORAES et al., 2009;ROZZA e PELLIZZON,
2012; ROZZA et al., 2011).

O aumento da permeabilidade vascular induzido pela acdo de Histamina
leva ao extravasamento do plasma e formacdo de edema no local de leséo
(KAWAHARA, 2014). Além disso, a histamina é capaz também de estimular a
secrecdo de suco gastrico (HELANDER e KEELING,1993). Assim, diante dos
resultados apresentados por este estudo, um possivel mecanismo de gastroprotecao
deve-se & inibicdo da acdo da histamina, a nivel de receptor, ou na sua cascata de
sinalizacdo intracelular na célula parietal, pois evidenciou-se atividade
antiedematogénica do OEPM, no teste de dermatite de contato na orelha induzido por

fenol.

Também baseado nos nossos resultados encontrados nesse estudo,
sugerirmos outros possiveis mecanimos farmacodinamicos do OEPM no efeito
gastroprotetor deste. O OEPM sugere acao sobre a atividade das prostaglandinas
envolvendo mecanismos de diminui¢cdo no nivel de Prostaglandina 12 (PGI2), a qual é
ativada principalmente perante processos inflamatérios e/ou aumento de
Prostaglandina E2 (PGE-2) relacionada também a protecdo gastrica, a qual pode ser
mediada via a ativacdo do receptor EP3. O receptor EP3 é o receptor da PGE:



39

presente nas células parientais da mucosa gastrica, e quando ativado, elicita nestas
células uma cascata de sinalizagéo intracelular, a qual € descrita por culminar como
efeito biolégico na inibicdo da secrecdo de HCI. Ja sobre as células mucosas das
glandulas gastricas, sugerimos que a ativacdo do receptor EP3 nestas células, pela

acado do OEPM, promova um aumento na secrecédo de muco e de HCOs™ .

Deste modo, mais experimentos direcionados a elucidar esses
mecanismos possibilitardo comprovar ou descartar essas hipéteses, bem como
determinar em qual passo ou passos da cascata de sinalizacéo intracelular o OEPM

atua para promover um efeito gastropotetor.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A analise fitoquimica do OEPM apontou 3,4- metilenodioxipropiofenona,
Cariofileno, Linalol, Safrol, a- Copaeno como compostos mais abundantes presentes.
Cada composto tem sua atividade comprovada na literatura relatar atividade, podendo

estar relacionados aos efeitos apresentados pelo 6leo essencial.

Nossos resultados mostraram que o OEPM n&do demonstrou efeitos toxicos
agudos, exceto sonoléncia no primeiro dia no grupo com maior dose, sendo seguro

para utilizacdo em testes farmacoldgicos.

Além disso, o OEPM promoveu efeito antiedematogénico quando aplicado

topicamente, perante o modelo de edema de orelha induzido por Fenol.

Do mesmo modo, o OEPM promoveu atividade gastroprotetora quando
administrado por via oral, frente aos modelos de Ulcera gastrica induzida por Etanol
acidificado e Indometacina. Apenas no modelo de Etanol acidificado apresentou

significancia estatistica.

Os possiveis mecanismos que possam esclarecer os efeitos retratados
sugerem que o OEPM possa estar envolvido no metabolismo de sintese e/ou inibicédo
de Prostaglandinas e Histamina. Experimentos adicionais direcionados a elucidar

esses mecanismos possibilitardo comprovar ou descartar essas hipéteses.
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Universidade Federal do Oeste do Para CE UA
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N° 0220180020, mtimlade Avaliacio de possiveis efeitos antinflamatério e

antiulcerogénico de oleo essencial e extratos de fungos endofiticos da Piper marginatum em camundongos
. 50b a responsabilidade de Mazwell Barbosa de Santana, esti de acordo com os Prncipios Eficos na

Expenmentaciio Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Expenimentacio Animal (CONCEA),
tendo sido aprovade pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do QOeste do Para -
UFCPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N® 0220130020, enfitled "Avaliacio de possiveis efeitos antiinflamatério e
antinlcerogénico de oleo essencial e extratos de fungos endofiticos da Piper marginatum em camundongos
", is in agreement with the Ethical Prneiples for Animal Research established by the National Counell for
Control of Animal Expenmentation (CONCEA). This project was approved by the institutional Commission for
Ethics in the Use of Animals of Universidade Federal do Oeste do Para.

Santarém-PA_ 23/0472013
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Prof. Dr. %dennmar\le'.-es de Carvalho
Presidente
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ANEXO B- POSTER APRESENTADO NO | CIPEC

I CONGRESSD INTERNACIONAL DE PESOLISA E CIENCIA DO IESPES @ ciPEC

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO OLEOQ ESSENCIAL DA PIPER MARGINATUM

Milena de Sousa Vasconcelos, Vietor Hugo Rabelo de Aguino, Soraia Baia dos Sanfos, Eden Bruno Sousa da
Silva, Luis Afonso Ramos Leite, Ludyvanne da Silva Sousa, Kelly Christina Ferveira Casiro e Maxwell Barbo-
5a de Santana
milenavasconcelos 34 gmail com
Universidade Federal do Qeste do Para - UFOP

Besumo: A Piper Marginatum € conhecida pelo use tradicional em distirbios gastrointestinais, analgesia e
atividade antimnflamaténia. Para o uzo segure, existe a necessidade de estudos que avaliem o putemial toxico
de fitoterapicos, como o &leo essencial da Piper Marginatum (OEPM). O objetive desse frabalho € avaliar a
toxicidade aguda do dleo esszencial da Piper Marginatum Seguindo o protocole de toxicidade agnda preconi-
zado pelo Guia nimere 423 da OECD, de 2001, nos quais foram ntilizados canmndonges albines da lmhagem
Swiss, fémeas, pesando entre 32-36g .0 DEPM foi dilnido em solugdo Salina (0,9%:) e Tween 80. Oz animais
foram dividides em 4grupos com 3 animais cada e separados quanto a dose de dleo a ser recebida:grupe (1)
controle/salina ; grupo (2) 30mg/kg; grupo (3)300 mg/kg e grupo (4) 2000mg/kg. Os ammais foram observa-
dos a cada 30 minutos nas primeiras 4 horas, e depois dianamente na mesma hora de administragio durante
14 dias. Foram observados pardmetros como: alteragdes na pele, nos pelos, nos olhos, mucosas, desconforto
respiratémio, alteragfes motoras do comportamento, tremores, convulsdes, salivagio, diarréia, letargia, sono e
morte, sendo anotade o dia de aparecimento de sintomas e morte caso ocorresse. O peso inicial e final também
foi avaliado. Apds o teste, os amimais foram sacrificados por deslocamento cervical. Foi observado sonoléncia
apenas em animais do grupo (4) durante os quatro primeiros dias de teste, porémmie foram observadas altera-
gies no comportamento motor ou sensorial nos outros grupos avaliados, assim como também nie houve mor-
tes. A média de peso inicial e final respectivamente: Grupo (1) 33£1g -39 7+£5g; Grupe (2) 32=1g - 36,7+1 52g;
Grupo (3) 33+1g -36,7 £1.52g; Grupo (4) 32 £1g - 32 £0,57g. De acordo com os resultados obtidos nos testes
aqui pode-se sugeTir que essa espécie apresenton baixa toxicidade e com 1330 pode ser utilizada cm seguranca
em testes farmacologicos.

Palavras-chave: toxicidade aguda,Piper Marginatum éleo essencial
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ANEXO C- APRSENTACAO ORAL PREMIO JOVEM PESQUISADOR ENSINO

MEDIO NO | CIPEC

| CONGRESSD INTERNACIOHAL DE PESOUISA E CIENCIA DD IESPES [BcIPEC

AVALIACAO DO PESO DE CAMUNDONGOS (MUS MUSCULUS) UTILIZADOS EM UM
TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Leonarde Tasconcelos Cative, Milena de Sousa Vasconcelos, Soraia Baia dos Santos, Tictor Hugo Rabelo
de Aguing e Maxwell Barbosa de Santana
leonardo.cativol 4@ gmail.com
Colégio Santa Clara - CSCY, Universidade Federal do Oeste do Pard -, UFOPA?, Universidade Federal do
Ceste do Para -, UFOFA? Universidade Federal do Oeste do Para -, UFOEA* e Universidade Federal do
Oeste do Para - UFOE4*

Testes de toxicidades s3o amplamente utilizados para avaliar possiveis efeitos toxicos de firmacos que possam
ser utilizados em testes farmacologicos. Um dos aspectos avaliados € o peso dos animais. Muitas substancias
sdo avaliadas em testes de toxicidade, como oleos essenciais. Este trabalho tem como objetivo avaliar o peso
corpéres de animais diariamente, durante um teste de toxicidade aguda do Oleo Essencial da Piper Margina-
tum, realizado no Laboratdrio de Laboratorio de Quimica Aplicada a Toxicologia, Saneamento Ambiental e
Recursos Hidricos da Universidade Federal do Oeste do Para. Para tanto, foram vtilizados 12 camundongos,
albinos, da linhagem Swiss, pesando entre 32-36g. Antes do inicio do teste, os animais passaram por wma tria-
gem de peso, onde estes foram pesados individualmente e separados por peso homogéneos, em 4 grupos de 3
animais cada, conforme a dose Gnica de 6leo a ser aplicada oralmente. Postericrmente, os animais tiveram o
sen peso avaliado todos os dias durantecs 14 dias de teste, sempre na mesma hora em que foi feita a adminis-
tragdo do oleo no 17 dia, e antes de receberem a dose diaria de ragio também pesada. Ao final, obteve-se as
respectivas médias de peso inicial e final: Grupo (1) 35£1g -39,7 £5g; Grupo (2) 32+1g - 36.7=1.52g; Grupo
(3) 33£1g -36,7g =1.52g; Grupo (4) 32g £1g - 32 20,57g. Com este trabalho, foi possivel perceber a impor-
tancia dos conhecimentos cientificos para as pesgoisas experimentais com animais em laboratorio, bem como
para o desenvolvimento destas, pois, durante as atividades desempenhadas foram seguidos protocolos de ex-
perimentos ja padronizados tanto para o uso do animal modelo utilizado quanto para o teste que for aplicado.

Palavras-chave: experimentagio animal toxicidade aguda,olec essencial

49



