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RESUMO

O Diabetes Mellitus € a condicdo cronica que mais cresce, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Considerando o0 crescente numero de casos de
diabetes, altos custos relacionados ao seu controle, o tratamento de suas
complicagBes, inUmeros efeitos colaterais causados pelos medicamentos orais e
injetaveis e pela espécie Piper marginatum ser incidente na regido, esse estudo
objetivou avaliar a atividade hipoglicemiante do 6leo essencial de folhas de P.
marginatum em camundongos. O projeto de dissertacdo foi submetido a Comissao
de Etica no uso de Animais da UFOPA — CEUA/UFOPA tendo sido aprovado sob o
protocolo n°® 1120180048/2019. Para a avaliacdo da toxicidade oral aguda foram
submetidos ao experimento 12 camundongos fémeas, isogénicos da linhagem
Swiss, os quais foram divididos em grupo controle e grupo teste no qual receberam
0 Oleo essencial (OE) de folhas de P. marginatum na concentracdo Unica de
2000mg/kg e observados por 14 dias, seguindo o protocolo OECD 423/2001. Para
verificar a agdo do OE de P. marginatum, os niveis glicémicos foram mensurados em
36 camundongos machos Swiss e as concentragdes de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg e
400 mg/Kg administradas por gavagem durante 20 dias. Foram avaliados glicemia,
consumo de agua e de racao, peso corporeo e parametros bioquimicos. O OE foi
obtido por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger e a sua caracterizacao quimica
por Cromatografia gasosa acoplada a Espectometria de Massa (CG-EM). Na
composicdo quimica foram identificados um total de quarenta e trés compostos,
sendo o0s majoritarios: 3-Carene (13,28%), seguido pelo Cariofileno (12,57%),
Copaeno (9,50%), 3,4-metilenodioxipropiofenona (7,96%), Elixeno (6,02%), p-
Cubebeno (5,60%). Em relagdo a toxicidade oral aguda os camundongos
apresentaram ganho de peso corpéreo e auséncia de sintomas ou sinais clinicos de
intoxicacdo e de 6bito. Na avaliacédo glicémica, o OE de folhas de P. marginatum néo
apresentou atividade antidiabética por manter a hiperglicemia nos camundongos
tratados com o Oleo até o final do experimento. Além disso, durante os 20 dias os
camundongos apresentaram polidpsia, polifagia e emagrecimento. Na avaliacao
bioquimica, a Alanina aminotransferase (ALT) e a creatinina ndo apresentaram
alteracdes significativas, com excecdo da uréia que apresentou valores 2,2 vezes
maior em relagdo ao grupo controle ndo diabético. O marcador hepatico Aspartato

aminotransferase (AST) dos animais tratados com o OE de folhas de P. marginatum



diminuiram gradativamente a medida que a dose em mg/Kg era aumentada. Esses
resultados mostraram que embora o OE de folhas de P. marginatum ndo tenha
apresentado um efeito satisfatério na reducdo da glicemia nos modelos
experimentais, acredita-se que o0s resultados desta pequisa contribuiram para o
conhecimento toxicologico da espécie estudada, pois ndo demonstrou toxicidade ao
ser administrada por via oral. Por isso, faz-se necessario investir em mais estudos
experimentais e com abordagem in vitro a fim de identificar potencial bioldgico e

complementar as informacdes apresentadas neste estudo.

Palavras-chave: Atividade hipoglicémica. Diabetes. Piperaceae.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is the fastest growing chronic condition, especially in developing
countries. Considering the growing number of diabetes cases, high costs related to
its control, treatment of its complications, numerous side effects caused by oral and
injectable medications and by the Piper marginatum species being incident in the
region, this study aimed to evaluate the oil's hypoglycemic activity of leaves of P.
marginatum in mice. The dissertation project was submitted to the Ethics Committee
on the Use of Animals at UFOPA - CEUA / UFOPA and was approved under protocol
No. 1120180048/2019. For the evaluation of acute oral toxicity, 12 female mice,
isogenic from the Swiss strain, were submitted to the experiment, which were divided
into a control group and a test group in which they received the essential oil (OE) of
levaes from P. marginatum in a single concentration of 2000mg / kg and observed for
14 days, following the protocol OECD 423/2001.To verify the action of the OE of P.
marginatum, glycemic levels were measured in 36 male Swiss mice and
concentrations of 100 mg / kg, 200 mg / kg and 400 mg / kg administered by gavage
for 20 days. Blood glucose, water and feed intake, body weight and biochemical
parameters were evaluated. The OE was obtained by hydrodistillation in Clevenger
apparatus and chemical characterization by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (CG-EM). In the chemical composition, a total of forty-three compounds
were identified, the major ones being: 3-Carene (13.28%), followed by Karyophylene
(12.57%), Copaene (9.50%), 3,4-methylenedioxypropiophenone (7.96%), Elixene
(6.02%), B-Cubebene (5.60%). Regarding acute oral toxicity, the mice showed body
weight gain and absence of symptoms or clinical signs of intoxication and death. In
the glycemic evaluation, the OE of leaves from P. marginatum did not show
antidiabetic activity as it maintained hyperglycemia in the mice treated with the oll
until the end of the experiment. In addition, during the 20 days the mice showed
polydipsia, polyphagia and weight loss. In the biochemical evaluation, Alanine
aminotransferase (ALT) and creatinine showed no significant changes, with the
exception of urea, which presented values 2.2 times higher in relation to the non-
diabetic control group. The hepatic marker Aspartate aminotransferase (AST) of the
animals treated with the OE of leaves from P. marginatum gradually decreased as
the dose in mg / kg was increased. These results showed that although the OE of

leaves from P. marginatum did not have a satisfactory effect in reducing glycemia in



experimental models, it is believed that the results of this research contributed to the
toxicological knowledge of the species studied, as it did not demonstrate toxicity
when administered orally. Therefore, it is necessary to invest in more experimental
studies with an in vitro approach in order to identify biological potential and
complement the information presented in this study.

Keywords: Hypoglycemic activity. Diabetes. Piperaceae.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) € a condicdo crbnica que mais cresce,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Destaca-se pela gravidade das
suas complicacbes, além de ser considerado um problema de saude publica em
virtude do crescimento e envelhecimento populacional, da crescente prevaléncia de
obesidade e sedentarismo, bem como da maior sobrevida das pessoas com
diabetes (WHITING, 2011).

Segundo a International Diabetes Federation (IDF, 2019), a prevaléncia do
DM no mundo, para o ano de 2019 e prevista para 2045, mostra valores alarmantes:
sendo que em 2019, 463 milhBes de pessoas ja foram diagnosticadas com DM e a
projecao para 2045 é que este numero aumente para 700 milhdes.

O Brasil, considerado o 5° pais no mundo com diabetes, apresenta
estimativas de que até 2045 aproximadamente 26 milhdes de adultos (20-79 anos)
serdo diabéticos, sendo que em 2019 foram 16,8 milhées de adultos diagnosticados
com DM (SBD, 2019).

De acordo com a Secretaria Municipal de Saude (2019), até 2019, o municipio
de Santarém cadastrou 8.421 diabéticos, sendo que 3.899 sdo pacientes com DM
tipo 2, 3.692 apresentam diabetes e hipertensédo e 830 sdo pacientes que fazem uso
de insulina nas Estratégias de Saude da Familia.

O DM tipo 1 é caracterizado por disturbios no metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas devido a destruicdo da célula beta e consequente deficiéncia na
producdo de insulina pelo pancreas e o DM tipo 2 pelo aumento na resisténcia a
insulina em tecidos periféricos, principalmente no figado, masculo esquelético e
tecido adiposo, causando prejuizos na captacdo de glicose e aumento dos niveis
hepaticos de glicose (OLOFSSON; MARLUND; BEHNDIG, 2009).

A prevaléncia do DM tipo 2 na populacdo abrange cerca de 90% dos casos de
diabetes, sendo seguido em frequéncia pelo DM tipo 1, que responde por
aproximadamente 8%. Além desses tipos, o diabetes gestacional também merece
destaque, devido a seu impacto na saude da gestante e do feto (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Os custos totais estimados para 16 milhdes de adultos portadores de diabetes

no Brasil no ano de 2019 foram cerca de 50 bilhées de ddlares, sendo que a China
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com 115 milhdes de adultos com diabetes gastou 45 bilhdes de ddlares (IDF, 2019).
Os gastos se dao em torno de custos com medicamentos antidiabéticos que por sua
vez causam efeitos adversos, sdo dispendiosos e de dificil acesso as regides mais
longinquas, somado a isso, tem o tratamento ambulatorial e hospitalar e custos
indiretos com a aposentadoria precoce por conta de sequelas.

Diante disso, as pessoas recorrem as plantas com propriedades medicinais.
No entanto, a maioria ndo tem comprovacdo cientifica sobre suas propriedades
medicinais, além disso, também sdo poucos os estudos sobre a seguranca das
plantas, podendo causar toxicidade. Algumas destas substancias podem ter
potencial terapéutico, enquanto outras podem produzir hipoglicemia como efeito
colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxicidade (NEGRI, 2005).

Nesse sentido, o Ministério da Saude (MS) com a intencdo de implantar a
utilizacio das terapias complementares no Sistema Unico de Saude (SUS) e
promover pesquisas com as plantas medicinais, garantindo assim, 0 uso correto e
seguro destas e de fitoterapicos, elaborou a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos, aprovada pelo Decreto n® 5.813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL,
2006).

A busca de substéncias bioativas provenientes de plantas ou de substancias
isoladas pode ser considerada uma alternativa para o tratamento de doencas que
atinge a populacdo. Assim sendo, é importante a realizacdo de estudos
etnofarmacolégicos para que o0 conhecimento tradicional seja devidamente
resgatado, preservado e utilizado como subsidio de pesquisa com plantas
medicinais (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Entre as espécies utilizadas em estudos esta as pertencentes a Familia
Piperaceae. Kumar et al. (2013) apontaram a reducdo da glicemia nas
concentracdes de 100 e 200 mg/Kg do o6leo de Piper longum. O extrato das folhas
de Piper marginatum tem sido usado na medicina popular para tratar doengas
hepaticas e doencgas da vesicula e também como tdnico e antiespasmadico (BERG,
2010). No Brasil tem sido usado para aliviar o prurido causado por picadas de
insetos (PEREIRA et al., 2011).

Considerando a alta incidéncia da espécie P.marginatum na regido Norte, 0
uso hipoglicémico de espécies da Familia Piperaceae, além, do crescente niamero

de casos de diabetes, altos custos relacionados ao seu controle e o tratamento de
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suas complicacbes buscou-se avaliar a atividade hipoglicemiante do 6leo essencial

de folhas de P. marginatum em camundongos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) € uma doenca crbnica caracterizada por distarbios
no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas devido a deficiéncia na
producdo de insulina pelo pancreas e/ou ao aumento na resisténcia a insulina em
tecidos periféricos, principalmente no figado, musculo esquelético e tecido adiposo,
causando prejuizos na captacdo de glicose e aumento dos niveis hepéticos de
glicose (OLOFSSON; MARLUND; BEHNDIG, 2009).

O aumento da prevaléncia de diabetes, principalmente em paises
desenvolvidos, deve-se, sobretudo, ao crescimento e envelhecimento populacional,
maior urbanizacdo, aumento dos habitos ndo saudaveis, assim como aumento da
obesidade e do sedentarismo (FERREIRA; FERREIRA, 2009). Além dos fatores
mencionados, a Sociedade Brasileira de Diabetes (2019) por meio de estudo
considera também o tempo de escolaridade do individuo acima de 18 anos, ou seja,
guanto menor o periodo (anos) de estudo maior a prevaléncia de DM.

No Brasil, assim como em muitas outras localidades, o DM esta sendo
reconhecido como um importante problema de Saude Publica, principalmente nos
paises em desenvolvimento, onde tem ocupado um percentual de 30 a 40% das
causas de morbidade entre adultos. Nesse sentido, o Global Burden of Disease
(2017) destaca que entre as causas de morte relacionada a doencas crénicas nao
transmissiveis, o diabetes no Brasil, ocupou em 1990 o 11° no ranking e em 2017
passou a ocupar o 3° lugar, atrds somente de doencas cardiovasculares e
neoplasias.

Os termos ,‘Diabetes Mellitus insulinodependente™ e ,‘Diabetes Mellitus

eee

insulinoindependente™ nao sdo mais utilizados como ordem classificatéria, pois de
acordo com a classificacdo atual de DM proposta pela OMS e American Diabetes
Association (ADA), baseia-se na etiologia, e ndo no tipo de tratamento. A atual
classificacdo inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo 2, outros tipos

especificos de DM e DM gestacional (MILECH et al., 2016).
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O DM1 ocorre devido a deficiéncia absoluta na producéo de insulina, em geral
ocasionada por processo autoimune, que leva a destruicdo das células beta das
ilhotas de Langherans, as células produtoras de insulina. Pacientes com este tipo de
diabetes dependem de tratamento com insulina exdgena para a sustentacéo da vida.
A maioria destes individuos desenvolvem anticorpos anti-ilhota pancreatica (ICA),
anticorpos anti-insulina (IAA), anticorpo contra a isoforma de 65 KDa da
descarboxilase do acido glutamico (GAD65) e antigenos associados ao insulinoma
1A-2A. Alguns individuos diabéticos com caracteristicas do DM1 nao possuem
evidéncias de autoimunidade e sao classificados como do tipo 1 idiopatico. A maior
incidéncia do DM1 ocorre na infancia e na adolescéncia (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011).

O DM2, com maior incidéncia em adultos, deve-se a deficiéncia relativa na
producdo pancreatica de insulina associada a reducdo da sensibilidade dos tecidos
ao hormdnio, também conhecida como resisténcia periférica a insulina. A resisténcia
insulinica ocorre quando uma concentracdo normal desse horménio produz uma
resposta biolégica inadequada nos tecidos periféricos, como o tecido adiposo e
muscular. Essa resisténcia periférica a insulina ocorre por varios fatores como por
defeito na acéo da insulina em funcdo do nimero menor de receptores ou afinidade
menor destes pela insulina, reducdo na quantidade de proteinas transportadoras de
glicose ou na translocacdo destas do citoplasma para a membrana, sendo esta
Ultima considerada a mais importante. A transicao da resisténcia insulinica para o
DM é determinada principalmente pela incapacidade do pancreas em aumentar a
secrecao da insulina adequadamente em resposta a hiperglicemia (MCLELLAN et
al., 2007).

A Diabetes gestacional é qualquer intolerancia a glicose, de magnitude
variavel, com inicio ou diagnostico durante a gestacdo. Segundo o IDF (2019) a
prevaléncia da hiperglicemia na gestagcdo se da em torno de 14% e nas gestantes
com faixa etaria de 45 a 49 anos. Na maioria dos casos, ha reversao para a
tolerancia normal apos a gravidez, porém ha de 10 a 63% de risco de desenvolver
DM2 dentro de cinco a 16 anos apés o parto (KIM, NEWTON e KNOOP, 2002).

2.1.1 Epidemiologia do DM
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A prevaléncia do DM no mundo, em 2019 e prevista para 2045, mostra
valores alarmantes: sendo que em 2019, 463 milhdes de pessoas ja foram
diagnosticadas com DM e a projecao para 2045 € que este numero aumente para
700 milh&es (IDF, 2019).

A estimativa mais alarmante esta relacionada ao continente africano com
aumento de 143%, de 19 milhdes em 2019 para 47 milhdes em 2045. Tais projecoes
podem estar associadas aos baixos indices de desenvolvimento no pais. Esses
estudos realizados pelo International Diabetes Federation (2019) também apontam
aumento de 55% de numeros de pessoas (20-79 anos) com diabetes na América do
Sul e Central, aumentando de 32 milhdes em 2019 para 49 milhdes em 2045.

O Brasil, considerado o 5° pais no mundo com diabetes, apresenta
estimativas que até 2045 aproximadamente 26 milhdes de adultos (20-79 anos)
serao diabéticos, sendo que em 2019 16,8 milhdes de adultos foram diagnosticados
com DM. Em contrapartida, na faixa etaria entre 0 a 14 anos, o Brasil apresenta
cerca de 51.500 individuos diagnosticados com diabetes tipo 1, atras somente da
india e Estados Unidos (SBD, 2019).

O municipio de Santarém apresenta 8.421 diabéticos, numero que
corresponde 2,76% da populacdo, sendo que 3.899 sdo pacientes com DM tipo 2,
3.692 sdo diabético/hipertenso e 830 sdo pessoas que fazem uso de insulina e
acompanhados nas Estratégias de Saude da Familia, o total de diabéticos
corresponde 2,76% da populacdo (SEMSA, 2019).

2.1.2 Diagnostico do DM

O diagnéstico é realizado pela deteccédo de hiperglicemia segundo os critérios
de valores glicémicos (Tabela 1) e dos sinais e sintomas caracteristicos “quatro P“s”:
polidria, polidipsia, polifagia e perda inexplicada de peso. Embora possam estar
presentes no DM tipo 2, esses sinais sdo mais agudos no tipo 1, podendo progredir
para cetose, desidratacdo e acidose metabdlica, especialmente na presenca de
estresse agudo. Sintomas mais vagos também podem estar presentes, como

prurido, visao turva e fadiga (BRASIL, 2013).
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Tabela 1 — Valores glicémicos para o diagndstico de diabetes e pré-diabetes.

Exame Pre-Diabetes Diabetes Mellitus
Glicemia de jejum 100 - 125 mg/DlI =126 mg/dL
Glicemia ao acaso - = 200 mg/dL
Glicemia 2 h apos 140 - 199 mg/dL =200 mg/dL

sobrecarga com 75 g de
glicose (TTG):

AlC 5,7% - 6,4% 26,5%

Fonte: American Diabetes Association, 2018.

Para se considerar um paciente portador de DM, devem ser obtidos valores
de glicemia de jejum (de 8 a 12h) acima de 126 mg/dL ou quando ocorrer
positividade no parametro nos testes de glicemia ao acaso, Teste de tolerancia a
glicose (TTG) e hemoglobina glicada. E importante destacar que a glicemia ao
acaso é realizada em pacientes com sintomas classicos de hiperglicemia.

No entanto, a presenca de indice glicémico entre 100 mg/dL a 126 mg/dL os
resultados devem ser confirmados com o teste de TTG, que consiste na ingestao de
75 g de glicose anidra dissolvida em 4gua, seguida de uma coleta de sangue apés 2
horas de ingestao dessa glicose.

A hemoglobina glicada, também conhecida como glico-hemoglobina e pelas
siglas A1C e HbA1C, é um teste muito importante para avaliar o controle glicémico
de médio prazo. Como a glicose circulante liga-se a algumas proteinas do
organismo, numa média que é diretamente proporcional aos niveis de glicemia
(“glicacéo”); quanto maiores forem os niveis de glicose circulante, maior serd o
percentual de ligacdo dessa glicose com a hemoglobina. O resultado do teste é
expresso em porcentagem, indicando o percentual de hemoglobina que se encontra
ligada a glicose (BRASIL, 2013).

Um grupo importante a ser destacado sdo as gestantes, uma vez que tornam-
se vulneraveis a desenvolver Diabetes mellitus gestacional (DMG) e por isso o
acompanhamento no Pré Natal deve ser voltado ao controle do peso e alimentacao

saudavel, evitando complicacdes para mée e feto.
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Tabela 2 - Triagem e Diagn6stico de DMG

Exame Tempo DMG
Jejum =292 mg/dL (5,1 mmol/L)
Uma etapa
TTGO de 759 (em jejum) 1h =180 mg/dL (10,0 mmol/L)
2h =153 mg/dL (8,5 mmol/L)

Duas etapas

(1) TTGO de 50g 1h =130 mg/dL (7,2 mmol/L)
(sem jejum)
Jejum 295 mg/dL (5,3 mmol/L)
(2)TTGO 100g 1h =180 mg/dL (10,0 mmol/L)
(em jejum)
2h =155 mg/dL (8,6 mmol/L)
3h 2140 mg/dL (7,8 mmol/L)

Fonte: American Diabetes Association, 2018.

O exame de TTGO é indicado para gestante de 24 a 28 semanas que
apresentem fatores de riscos para desenvolver DMG. Na estratégia com apenas
uma etapa é realizada a administracéo de 75¢g de glicose com medicdo de glicose no
plasma em jejum as 1 e 2 h. O diagndstico de DMG é feito quando qualquer um dos
seguintes valores (Tabela 2) de glicose no plasma é atingido ou excedido.

No entanto, na estratégia duas etapas, € realizada primeiramente a
administracdo de 50g de glicose na gestante sem precisar estar em jejum. A
medicdo de glicose no plasma ocorre apos 1 h, assim, quando a glicemia for maior
ou igual a 130mg/dL é indicado realizar o TTGO 100g. Para isso a gestante precisa
estar em jejum, dessa forma, o diagnéstico de DMG sera quando dois dos quatro
niveis de glicemia forem atingidos.

Ao longo do tempo, ambos os tipos de diabetes levam a sérias complicacbes
no organismo, que incluem nefropatia, retinopatia, neuropatia, dislipidemia e
doencas cardiovasculares (GHORBANI et al., 2010). Por isso, se faz necessario que
0s pacientes considerados pré-diabéticos adotem novo estilo de vida, incluindo

alimentagdo saudavel e pratica de atividade fisica a fim de prevenir a DM2.
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2.1.3 Complicacbes do DM

As complicacdes do DM incluem cegueira, insuficiéncia renal e amputacdes
de membros, sendo responsavel por gastos expressivos em saude, além de
substancial reducdo da capacidade de trabalho e da expectativa de vida (SCHMIDT
et al., 2010). As complicacbes do DM podem ser classificadas em complicacbes
agudas (hipoglicemia, hiperglicemia, cetoacidose e coma hiperosmolar), cronicas ou
microvasculares, como a retinopatia, a nefropatia, e a neuropatia diabéticas; e
complicacdes macrovasculares, como o acidente vascular cerebral.

A cetoacidose considerada uma emergéncia endocrinolégica decorrente da
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina, potencialmente letal, com mortalidade
em torno de 5%. A cetoacidose ocorre principalmente em pacientes com DM tipo 1,
sendo, diversas vezes, a primeira manifestacdo da doenca. A pessoa com DM tipo
2, que mantém uma reserva pancreatica de insulina, raramente desenvolve essa
complicacdo (BRASIL, 2013).

A nefropatia diabética € uma complicacdo microvascular do diabetes
associada com morte prematura por uremia ou problemas cardiovasculares. E a
principal causa de doenca renal crbnica em pacientes que ingressam em servigos de
dialise (BRUNO, 2000).

Além das alteracbes renais, o DM também pode produzir complicacdo
hepatica devido a insulinorresisténcia e hiperinsulinemia que despoletam
mecanismos que induzem a inflamacéo e fibrose hepatica. A incidéncia de figado
gordo nado alcoodlico (FGNA) e hepatocarcinoma é significativamente superior em
diabéticos comparados com nao diabéticos, este risco é duas vezes superior e
independente de outros fatores (demogréficos, alcool, virus) (EL-SERAG, 2002)

A neuropatia diabética apresenta um quadro variado, com mudltiplos sinais e
sintomas. A neuropatia sensitivo-motora é a mais comum neuropatia diabética
periférica e apresenta trés estagios: inicial, sintomatico e grave. O estagio inicial &,
em geral, assintomatico, mas pode haver diminuicdo de sensibilidade. O periodo
sintomatico € caracterizado por perda de sensibilidade, dorméncia e, muitas vezes,
parestesias e/ou dor. O estagio grave apresenta envolvimento motor com limitacdo

funcional e com potencial para ulceracdo nos membros inferiores (BRASIL, 2013).
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2.1.4 Tratamento do DM

O tratamento do DM tipo 1, além da terapia ndo farmacoldgica, exige sempre
a administracao de insulina, a qual deve ser prescrita em esquema intensivo, de trés
a quatro doses de insulina/dia, divididas em insulina basal e insulina prandial, cujas
doses sao ajustadas de acordo com as glicemias capilares, realizadas ao menos
trés vezes ao dia (DUNCAN, 2013).

Existem duas classes de insulinoterapia as insulinas de acdo rapida ou
intermediaria. A insulina de acéo rapida, como a insulina regular, € a que possui a
acdo mais rapida e curta. Este tipo de insulina frequentemente comeca a diminuir a
concentracao sérica de glicose em 20 minutos, atinge a atividade maxima em 2 a 4
horas e sua acao dura 6 a 8 horas (NEGRI, 2005).

A insulina NPH de acdo intermediaria como a de zinco em suspensao ou
insulina is6fano em suspensdo, de pH neutro e acrescida de protamina para
modificar o tempo de acdo comeca a agir em 1 a 3 horas, atinge a atividade maxima
em 6 a 10 horas e sua acédo dura 18 a 26 horas. Esse tipo de insulina pode ser
utilizada pela manha, para dar cobertura durante a primeira parte do dia, ou ao
entardecer, para prover a quantidade necessaria durante a noite (PASSOS;
BARRETO; DINIZ, 2005).

A insulina também é considerada uma terapia farmacolégica no diabetes tipo
2 quando os niveis de glicose plasmatica estiverem descompensados, na primeira
avaliacdo ou no momento do diagnéstico, principalmente se acompanhado de perda
de peso, cetonuria e cetonemia (GUSSO; LOPES, 2012).

Atualmente, ao lado da insulina, os medicamentos mais utilizados para
diabetes séo hipoglicemiantes orais, como as biguanidas (metformina), sulfoniluréias
(glibenclamida, gliclazida), inibidores da alfa- glicosidase, agonistas da incretina e
inibidores da dipeptidil peptidase-4 (LORENZATI et al., 2010).

Os antidiabéticos orais constituem-se a primeira escolha para o tratamento do
DM tipo 2 n&o responsivo a medidas n&do farmacologicas isoladas, uma vez que
promovem, com controle estrito, redugcédo na incidéncia de complicagfes, tém boa
aceitacdo pelos pacientes, simplicidade de prescricao e levam a menor aumento de

peso em comparacao a insulina (GUSSO; LOPES, 2012).
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Embora os medicamentos orais sejam bem aceitos pelos pacientes diabéticos

h& reacdes indesejadas (Tabela 3), e isso inclui para quem faz uso de insulina.

Tabela 3 - Principais efeitos adversos dos hipoglicemiantes orais e insulinas.

Denominagao genérica Efeitos adversos

Hipotensdo postural, hipertensdo de
rebote na retirada, sedacéo, disturbio do
Cloridrato de Metformina sono, cefaléia, vertigens e tonturas,
depressao, sinais e sintomas psicoticos,
diminuicho da libido, xerostomia,
hepatotoxicidade, anemia hemolitica,
febre.

Hipoglicemia, particularmente em idosos,
distirbios  gastrintestinais,  cefaléia,
Glibenclamida reacfes cutaneas, distlirbios hepaticos,
alteracbes hematologicas, aumento de
peso. Hipersensibilidade pode ocorrer
nas seis primeiras semanas de

tratamento.
Hipoglicemia, particularmente em idosos,
Gliclazida distirbios  gastrintestinais, reacoes

cutaneas, disturbios hepaticos.

Hipoglicemia, aumento de peso, edema,
Insulina (NPH e Regular) hipersensibilidade cutéanea, reacdo no
local de aplicacgéo.

Fonte: BRASIL, 2010.

A metformina € um derivado da biguanida, um composto hipoglicemiante
proveniente da planta Galega officinalis. No figado, este medicamento promove a
inibicdo da producéo de glicose, na musculatura esquelética aumenta a captacdo da
glicose promovendo reducdo da glicemia plasmatica, e melhora a afinidade dos
receptores de insulina (RANG et al., 2003). Além de reduzir o nivel da glicemia, com
uma reducdo média de 1,5% em média na Hb1Ac, a metformina também diminui os
triglicerideos, provoca pequena diminuicdo do LDL e aumento muito modesto no
HDL (MCCULLOCOCH, 2011).

As sulfoniluréias exercem sua principal funcdo sobre as células beta,
estimulando a secrecgéo de insulina e reduzindo o nivel plasmatico de glicose (RANG
et al., 2003) e a HbAL1C entre 1% e 2%. A glibenclamida e a glicazida séo as

sulfoniluréias disponiveis no SUS. A glibenclamida e a glicazida possuem eficacia,
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toxicidade e farmacocinética similares, sendo praticamente intercambiaveis
(BRASIL, 2010).

Contudo, é cada vez mais comum o0s pacientes diabéticos associarem o
tratamento com hipoglicemiantes orais e injetaveis com o uso de plantas medicinais
a fim de obter um melhor controle glicEmico. No entanto, essa associacdo pode
promover eventos adversos indesejados, por isso a necessidade de conhecer a

propriedade das plantas medicinais.

2.2 Plantas medicinais

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta com cerca de 23% das
espécies vegetais existentes em todo o mundo (BATALHA et al., 2003) o que,
associado a uma rica diversidade étnica e cultural, detém um valioso conhecimento
tradicional associado ao uso de plantas medicinais e tem 0 potencial necessario
para desenvolvimento de pesquisas que resultem em tecnologias e terapéuticas
apropriadas (BRASIL, 2006).

A biodiversidade do pais contribuiu para que o uso das plantas medicinais
fosse considerado um campo estratégico para o Brasil, cujo maior potencial
econbmico da biodiversidade esta na descoberta de novos fitoterapicos derivadas
diretamente ou sintetizadas a partir de recursos biolégicos (BRITO, 2010).

Nesse sentido, existem medicamentos fitoterapicos, por exemplo, o
Imunomax que utiliza diretamente o 6leo essencial obtido da planta unha-de-gato
(Uncaria tomentosa Willd. ex Schult. DC.) como principio ativo original dos vegetais
(RUPPELT et al, 2018).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade. No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 65 a 80% da populagédo de paises em desenvolvimento dependiam de
fitoterapicos como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA
JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005).

Plantas sdo utilizadas na medicina popular com a finalidade de tratar o DM
(VOLPATO et al., 2002) e representa uma alternativa viavel para o controle desta
doenca. Dados etnobotanicos relatam que cerca de 800 plantas com potencial

antidiabético apresentaram resultados positivos em ensaios experimentais
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(GROVER et al., 2002). Apesar do frequente uso das plantas medicinais se faz
necessarios mais estudos cientificos nessa area a fim de comprovar a eficicia das
espécies de plantas.

As propriedades benéficas encontradas em algumas plantas, tais como: o
controle do metabolismo de carboidratos, liberagdo da insulina, prevencédo e
restauracao da integracdo e funcao das células pancreaticas, a melhora da captacéo
e utilizacdo da glicose, torna essas plantas excelentes fontes de pesquisa como
modelo terapéutico (ROCHA et al., 2006).

A busca por novos métodos de tratamento utilizando espécies de plantas
medicinais para o tratamento de determinadas doencas tem sido alvo de pesquisas.
Diante disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define que os
fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais, empregando-
se exclusivamente derivados de droga vegetal e assim como todo medicamento,
deve oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados,
composicao padronizada e seguranca de uso para a populacdo (BRASIL, 2009).

O objetivo da acao fitoterapica ndo é substituir medicamentos registrados e
comercializados por laboratérios, mas sim atuar como uma alternativa terapéutica
aos usuarios do sistema de saude e profissionais que cuidam da enfermidade
(NASCIMENTO, 2003). De acordo com Brasil (2012) a escolha de um tratamento
racional proporciona ao usuario mais garantia de beneficio terapéutico com eficacia,
seguranca e menor custo, contribuindo para a integralidade do cuidado a saude.
Além disso pode proporcionar melhoria do padrdo de atendimento, maior
resolubilidade do sistema e significativa reducdo de gastos para as instituicdes de
saude.

2.3 Plantas medicinais usadas no diabetes

O DM, por ser doenca crbnica, prevalente, com sérias complicacdes e de
tratamento continuo, € alvo interessante para a busca de novos meétodos de
tratamento com a possibilidade de uso de vérias espécies de plantas medicinais
para o tratamento, contribuindo para triagens etnofarmacoldgicas e direcionamento
de pesquisas que relacionem o potencial de espécies brasileiras para o tratamento
desta condi¢&o patoldgica (CECILIO et al., 2008).
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No Brasil existe um grande numero de plantas medicinais usadas
popularmente para o tratamento do DM, dentre elas: pau-pereira (Aspidosperma
parvifolium A. DC), Quina (Cinchona officinalis), Pau-ferro (Caesalpinia férrea), Assa-
peixe (Vernonia Polyanthes e Vernonia ferruginea Less) (CARVALHO, DINIZ e
MUKHERJEE, 2005).

Nesse contexto, Almeida et al (2006) avaliaram a atividade antidiabética do
extrato foliar de Bauhinia cheilandra (Bong.) Steudel sobre os niveis de glicose em
ratos diabéticos induzido por aloxana e encontraram que o0s tratamentos nas doses
de 300, 600 e 900mg kg-1, apresentaram atividade hipoglicemiante significativa.

Em outro estudo com diferentes fragbes do extrato foliar de Bauhinia
candicans Benth, os resultados mostraram que o tratamento utilizando doses de
8mg kg-1 da fragdo IIl (kaempferol-3-O-B-rutinosideo) reduziu significativamente os
niveis de glicemia de coelhos com diabetes induzida por aloxano, evidenciando uma
potente atividade hipoglicemiante do flavondide (FUENTES et al., 2004).

Inimeros experimentos enfatizam a acdo hipoglicemiante de plantas como a
condessa - Annonas quamosa L. (SHIRWAIKAR et al., 2004), caju roxo -
Anacardium occidentale L. (ARDUINO & SOARES, 1951), maracuja (Passiflora
edulis Sims) (KRAHN et al., 2008), roma - Punica granatum L. (JAFRI et al., 2000),
quixaba - Bumelia sartorum Mart. (CARVALHO et al., 2005), jil6 - Solanum gilo Raddi
(SILVA et al., 1998), meldo de Séo Caetano - Momordica charantia L. (MARLES &
FARNSWORTH, 1995), alho - Allium sativum L. e cebola - Allum cepa L.
(BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2003), berinjela - Solanum melongena (DERIVI et
al., 2002), dentre outras espécies.

Dentre 0os compostos ativos antidiabéticos tém-se destacados
polissacarideos, proteinas, esterdides, terpendides, alcaldides, flavondides,
glicosideos, triterpenos, 6leos, vitaminas, saponinas, peptideos e aminoacidos
(ABDEL-HASSAN et al., 2000).

Em estudos sobre a atividade antidiabética a espécie mangiferina demonstrou
em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, droga supressora de insulina
por destruicdo de células pancreaticas b. Os efeitos de mangiferina sobre a
hiperglicemia e aterogenicidade de ratos diabéticos foram observados através da

diminuicdo significativa dos niveis de glicemia bem como pelo decréscimo nas
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concentracoes seéricas de trigliceridios, colesterdis totais e LDL (HUANG et al.,
2006).

A acdo hipoglicemiante de Cissus verticillata, na hiperglicemia em coelhos
induzida experimentalmente apoOs injecdo intraperitoneal de aloxana 120mg/kg,
droga que provoca citotoxicidade nas células B do pancreas, foi avaliada com o uso
de extrato hidroalcodlico liofilizado das folhas nas doses de 4,5mg/kg e 13,5mg/kg,
gue corresponde a dose de uso popular (VASCONCELOS et al., 2007). Observou-se
reducdo da glicemia em 35% com a dose de 4,5mg/kg e de 60% com a dose de
13,5mg/kg (NEGRI, 2005).

Santos, Nunes e Matrtins (2012) revelam, na tabela 4, a prevaléncia de plantas
medicinais com relato de atividade hipoglicemiante utilizadas por pacientes no
municipio de Vitéria de Santo Antdo - PE, e, dentre elas, aparece uma espécie
denominada de Peperomia pellucida, mais conhecida como lingua de sapo. Essa
referéncia nos motiva a realizar experimentos e investigar a possibilidade de
atividade antidiabética em piperaceas, uma vez que uma espécie do género Piper ja
vem sendo estudada quimica e biologicamente no laboratorio de Pesquisa e
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos da Universidade Federal do Oeste
do Para (MACEDO et al., 2020).

Tabela 4 - Prevaléncia de plantas medicinais utilizadas como hipoglicemiante.

Familia Nome Nome popular | (%) Referéncias
cientifico
Fabaceae Bahuinia sp Pata de vaca | 16,82 | Pepato et al., 2002; Lino et
al., 2004; Fuentes et al.,
2004; Cecilio et al.,2008.
Myrtaceae Syzygium Azeitonaroxa | 15,88 | Grover et al., 2000; Soares
jambolanum et al., 2000; Zanoello et al.,
DC. 2001; Rao et al., 2001,
Rathi et al., 2002; Prince et
al.,2003.
Vitaceae Cissus sicyoides Insulina 14,01 | Pepato et al., 1998;
L. Carvalho et al., 2005.
Asteraceae Cynara Alcachofra 56 |-
scolymus L.
Annonaceae Annona Condessa 4,67 | Braganca, 1996;
Squamosa L. Shirwaikar et al., 2004.
Anacardiaceae Anacardium Caju roxo 3,73 | Arduino & Soares (1951).
occidentale L.
Caesalpiniaceae | Tamarindus sp Tamarindo 3,73 | -
Passifloraceae Passiflora spp Maracuja 2,8 | Cérdova et al., 2005;
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Krahn et al., 2008

Myrtaceae Punica Roma 2,8 Jafri et al., 2000.
granatum L.
Malvaceae Malva spp Malva branca 1,86 |-
Chrysobalanacea Licania rigida Oiticica 1,86 |-
e. Benth
Sapotaceae Sideroxylon Quixaba 1,86 | Almeida et al, 1982;
obtusifolium Naik et al., 1991;
(Roem. &
Schult.) T.D.
Penn
Labiatae Plectranthus Sete dores 1,86 |-
barbatus Andr. Malva-santa
Piperaceae Peperomia Lingua de 1,86 |-
pellucida (L.) sapo
Kunth
Asteraceae Bidens pilosa L. Picédo 1,86 | -
Bignoniaceae Crescentia Coité 0,93 |-
cujete L.
Moraceae Artacarpus altilis Fruta pao 0,93 | -
(Park.)Forberg
(A. communis)
Lamiaceae Salvia aff. Salvia 0,93 |-
officinalis L.
Solanaceae Solanum gilo Jilé 0,93 | Silva et al., 1998.
Raddi
Apiaceae Coriandrum Coentro 0,93 | -
sativum L.
Musaceae Musa x Banana prata 0,93 | -
paradisiaca L.
Equisetaceae Equisetum sp Cavalinha 0,93 |-
Myrtaceae Eugenia uniflora Pitanga 0,93 |-
L.
- - Pau de sapo 0,93 |-
Cucurbitaceae Mormodica Meldo de 0,93 | Correa, 1984;
charantia L. Séo Caetano Marles & Farnsworth, 1995;
Braganca, 1996.
Euphorbiaceae Manihot Mandioca 0,93 |-
esculenta
Crantz.
Lamiaceae Ocimum Alfavaca 0,93 | -
urticifolium
Roth.
Liliaceae Allium sativum Alho 0,93 | Baluchnejadmojarad et al.,
L. 2003;
Costaceae Costus sp Cana de 0,93 | -

macaco
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Asteraceae Artemisia Losna 0,93 |-
absinthium L.
Asteraceae Egletes viscosa Marcela 0,93 |-
(L). Less
Solanaceae Solanum Berinjela 0,93 | Derivi et al., 2002.
melongena L.
Anacardiaceae Mangifera indica | Manga espada | 0,93 | -
L.
Misturas de - Garrafada 0,93 |-
ervas
- Cha da vida** 0,93 | -

Fonte: SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012.

2.4Familia Piperaceae e o género Piper

7z

A familia Piperaceae é uma familia de ervas, arbustos, pequenas arvores,

arvores aromaticas e trepadeiras, representada por cinco géneros: Verhuellia,

Zippelia, Manekia, Piper e Peperomia, compreendendo aproximadamente 4000
espécies (MONTEIRO; GUIMARAES, 2009).

As espécies do género Piper

(Piperaceae) estao

inclusas entre as

angiospermas basais e possui distribuicdo pantropical (Figura 1) (QUIJANO-ABRIL

et al., 2006). A Piper amalago L. nativa do México, é popularmente conhecida pelo

nome “pariparoba”. E utilizado na medicina popular para o tratamento de dores

estomacais e também como um anti-inflamatério (FALCAO et al., 2005).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo pantropical das espécies pertencentes a familia Piperaceae.

Fonte: Sample, 2013.
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O género Piper € o mais representativo, com mais de 700 espécies
encontradas em todo o mundo, sendo que 170 s&o nativas do Brasil (PARMAR,
1997). As espécies estdo distribuidas em todas as regides brasileiras, a Regido
Norte se destaca, uma vez que todos seus Estados apresentam alguma espécie,

como mostra a figura 2.

Figura 2 — Mapa de distribuicdo geografica no Brasil das espécies pertencentes a familia Piperaceae.

t

b4

Fonte: Guimaraes; Carvalho-Silva; Monteiro; Medeiros e Queiroz, 2015.

Da Amazobnia, varias espécies ja foram estudadas como P. belte, P. nigrum,
P. amapaense, P. duckei, P. bartlingianum, P arboreum. Nos trépicos sé&o
encontradas como plantas pioneiras e tém sido intensivamente analisadas em
investigacdes fitoquimicas (FELIPPE et al., 2008).

Muitas espécies de Piperaceae sdo ricos em metabdlitos secundarios
bioativos, incluindo alcal6ides, amidas, flavondides e terpenos, possuindo assim
importancia econémica e medicinal, como L. (pimenta-do-reino), L. Piper nigrum, P.
umbellatum (pariparoba) e L. (kavakava) (BARROS et al., 1996), P. methysticum;
(SILVA; MACHADO, 1999).
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2.4.1 Piper marginatum

O botanico suico Anne Casimir Pyrame de Candolle foi o primeiro a observar
pequenas diferencas morfoldgicas entre diferentes cole¢cdes de Piper marginatum e
reconheceu trés subespécies: P. marginatum Jacg., P. marginatum var. anisatum
(Kunth) C.D.C e P. marginatum var. catalpifolium (Kunth) C.D.C (CANDOLLE, 1902).

2.4.2 Descri¢do botanica

A espécie P. marginatum conhecida popularmente como caapeba cheirosa e
malvarisco, € um arbusto ou arvoreta que pode atingir até cinco metros de altura. As
folhas possuem lamina ovalada com tamanho de dez a vinte centimetros de largura
e sete a quinze centimetros de comprimento, com peciolo de comprimento de dois a
seis centimetros, base cordada, apice acuminado, membranacea, glabra em ambas
as faces, com excecédo pela presenca da densa ciliacdo na margem, palmatinérveas
(Figura 3) (GUIMARAES e GIORDANO, 2004). Para Guzman (2016) os dois marcos
vegetativos para rapida identificacdo da espécie P. marginatum € a folha em forma

de coracdo e um peciolo alado.

Figura 3 — Espécie de Piper marginatum

SN -
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2.4.3 Aspectos fitoquimicos

Muitas espécies de Piper sdo aromdticas e, como consequéncia, a
composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais de varias espécies foi estudada em
detalhe. Tais estudos revelaram uma diversidade de substancias constituindo o dleo
essencial, como monoterpenos, sesquiterpenos, aldeidos, cetonas, arilpropandides,
fenilpropandides e alcoois de cadeia longa (DE BFFA et al.,, 2010). A analise
fitoquimica das folhas sugere presenca de 0Oleo essencial, amidas, flavondides e
compostos fendlicos (LOPES et al., 2012).

A espécie P. marginatum apresenta uma fitoquimica distinta com a presenca
de metabdlitos secundarios especificos, ndo encontrados em outras espécies do
género Piper. Por exemplo, a P. marginatum é a Unica espécie do género Piper
contendo anetol, estragol, isoeugenol metil éter, os acidos fenilalcanoides 3-farnesil-
4-hidroxibenzoico e 3-farnesil-4-metoxibenzdico e os glicosideos marginatosideo e
vitexina (PARMAR et al., 1997). Nenhuma outra espécie do
género Piper demonstrou a presenca desses marcadores quimiotaxondmicos.

Para Guzman (2016) muitos outros compostos tém sido identificados em P.
marginatum como, por exemplo: o 3,4 metilenodioxipropiofenona, Safrole,
Metileugenol, trans-Anetol, trans-Isosafrol, 2,6-dimetoxi-3,4-metillenedioxi-1-(2-
propenil)-benzeno, 3,4-metilenodioxi-1-(2E-octenil)-benzeno (Marginatina), (E,E)-N-
Isobutil-2,4-octadienamida.

Estudos fitoquimicos com espécies do género Piper demonstram uma grande
diversidade de metabolitos secundarios, inclusive com acdo antifungica (REIGADA
et al., 2007; JOHNNY et al., 2011). Apesar disto, ha poucos estudos com P.

marginatum sobre o controle de fitopatégenos e com atividade hipoglicemiante.

2.4.4 Aspectos etnofarmacologicos

A atividade biologica de espécies do género Piper € muito diversificada e
também muito utilizada na medicina popular para tratamento de inUmeras doencas
(DI STASI, 2002; LORENZI & MATOS, 2002). Por isso a importancia de se investigar
o potencial terapéutico das plantas.

Os estudos farmacoldgicos publicados envolvem outras espécies do género

Piper e tais pesquisas demonstraram efeito esquistossomicida in vitro (CARRARA et
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al., 2013) efeito ansiolitico, auséncia de efeito mutagénico ou genotoxico (LOPES et
al.,, 2012), atividade acaricida (de BFFA et al.,, 2010), inseticida (SOUTO et al.,
2012), antifungica (VIEIRA et al., 2011), antimalarica (BAGATELA et al., 2013),
antidiabética e anti hiperlipidémica (KUMAR, SHARMA e VASUDEVA, 2013),
tripanocida (FRANKLIM et al., 2013), efeito anti-inflamatoério para neuro inflamacao
(AHMED et al., 2013), anti-ulceroso (BURCI et al., 2013), antituberculoso (SCODRO
et al., 2013), anti-HBV (JIANG et al., 2013), entre muitos outros.

A substancia N-[7-(3',4'-metilenodioxifenil)-2(Z),4(Z)-heptadieno] pirrolidina foi
ainda menos estudada. Existem alguns estudos avaliando sua atividade anti-fungica
(ALECIO et al, 1998), anti-leishmania (CARRARA et al, 2013), anti-
esquistossomose (CARRARA et al., 2013).

Segundo Aligiannis et al., (2001) pode-se considerar como de forte atividade,
compostos obtidos a partir de plantas medicinais e aromaticas que apresentem MIC
até 0,5 mg/ml, conforme observado P. marginatum contra Staphylococcus aureus;
Aloysiagratissima, e M. laevigata contra Bacillus subtilis. Além do exposto, o 6leo
essencial de P. marginatum tem acdo fungitoxica significativa no controle dos
fitopatdbgenos em condicdes de casa-de-vegetacdo e de campo (SILVA e BASTOS,
2007).

A espécie € recorrentemente empregada como uma decocg¢do ou infusdo por
seus efeitos tonicos, diuréticos e carminativos (DE ALBUQUERQUE et al., 2007). E
também utilizado no tratamento da vesicula biliar, figado, estdmago, baco, doencas
urinarias e gastrointestinais (YUKES e BALICK, 2011), mas também disenteria.

O extrato de suas folhas é usado na medicina popular para tratar doencas
hepaticas e doencas da vesicula e também como ténico e antiespasmaodico (BERG,
2010). No estado da Paraiba folhas e talos de P. marginatum séo utilizados contra
picada de cobra e como sedativos (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

No Suriname, Trinidad e Porto Rico, a planta € amplamente usada para tratar
doengas femininas, ajudar no parto e reduzir o fluxo menstrual, respectivamente
(LANS e GEORGES, 2011). Na Guiana Francesa, a P. marginatum é usada no
tratamento de erupcdes cutaneas (D'ANGELO et al., 1997), e no Brasil € usada para
aliviar o prurido causado por picadas de insetos (PEREIRA et al., 2011).

O dleo essencial obtido a partir da folha, caule e flor da P. marginatum foi

testado quanto a atividade contra Aedes aegypti, e foram encontradas potentes
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misturas larvicidas (LC so variando de 19,9 a 23,8 pg / ml) com o 6leo essencial do
caule e flor sendo levemente mais ativo que o 6leo essencial da folha (AUTRAN et
al., 2009).

Algumas plantas do género Piper séo utilizadas pela medicina popular do
Brasil objetivando a reducdo da presséo arterial e estudos cientificos demonstraram
tal efeito biolégico utilizando-se extrato de P. truncatum e também alcaldide piperina
extraido de P. nigrum e P. officinarum (TRINDADE et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

- Avaliacdo da atividade hipoglicemiante do o6leo essencial de folhas de P.
marginatum em camundongos.

3.2 Especificos

- Caracterizar quimicamente o Oleo essencial de folhas de P. marginatum por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

- Avaliar a toxicidade oral aguda do 6leo essencial de folhas de P. marginatum em

camundongos;

- Avaliar os niveis de glicemia em camundongos diabéticos induzidos por aloxana
tratados com 6leo essencial de folhas de P. marginatum nas concentracdes de 100,
200 e 400mg/kg;

- Avaliar os parametros fisiolégicos como o peso corporal, a ingestdo hidrica e a
ingestdo alimentar nos camundongos ndo diabéticos e diabéticos tratados com o

oleo essencial de folhas de P. marginatum;

- Avaliar os parametros bioquimicos renais e hepaticos em camundongos nao

diabéticos e diabéticos tratados o 6leo essencial de folhas de P. marginatum.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi submetido & Comisséo de Etica no uso de Animais da
UFOPA — CEUA/UFOPA tendo sido aprovado sob o protocolo n° 1120180048 (Anexo
1) e realizado em conformidade com as normas envolvendo animais.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Farmacologia e Laboratorio do
P&DBIO da Universidade Federal do Oeste do Para - Campus Tapajés e Biotério da
Universidade do Estado do Para - UEPA. O método usado na pesquisa foi

experimental exploratério descritivo.

4.1 Material Botanico

As folhas de P. marginatum foram coletadas na Universidade Federal do
Oeste do Para (coordenadas 02°25°04.7 "Sul e 054°44°27.8 "Oeste), Campus
Tapajos, no més de setembro de 2018, janeiro e abril de 2019. A espécie utilizada
nesse estudo foi identificada botanicamente e sua exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), sob o nimero HSTM
- n° 00370.

Figura 4 — Espécie de Piper marginatum em estufa a 40°C.

;..

I':(Shte: Danielle Lopes, 2019.
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As folhas foram primeiramente submetidas a limpeza para remocdo de
sujeiras. Apoés a limpeza foram secas em estufa a 40°C por 4 dias (Figura 4). Foram
trituradas em moinho analitico e pesadas obtendo-se na 1° coleta, realizada em
setembro de 2018, 300 g, 2° coleta em janeiro de 2019, 300 g, e 3° coleta em abril
de 2019, 293 g de amostra seca. O material triturado foi levado ao laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Bioativos (P&DBIO) do Instituto de
Biodiversidade e Florestas da UFOPA para a obten¢éo do 6leo essencial.

4.2 Extracao do 6leo essencial

O dleo essencial de P. marginatum foi extraido no Laborat6rio de Pesquisa e
Desenvolvimento de Produtos Bioativos (P&DBIO) do Instituto de Biodiversidade e
Florestas da UFOPA, através do método de hidrodestilagédo utilizando o aparelho do
tipo Clevenger (Figura 5).

Figura 5 — Extracao de 6leo essencial de folhas Piper marginatum pelo método de hidrodestilagcao
em aparelho do tipo Clevenger.

Fonte: Danielle Lopes, 2019.

Foram utilizados aproximadamente 300 gramas da amostra de folhas em
cada extracao, colocadas em um baldo de fundo redondo contendo 3 L de agua
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destilada. A mesma foi aquecida em manta aquecedora até a ebulicdo da agua,
permanecendo por um tempo de destilagdo de 4h. Ap6s obtencgéo do 6leo essencial,
foi calculado o rendimento utlizando uma balanca analitica e o material foi
armazenado em frasco de vidro ambar, devidamente identificado e acondicionado

sob refrigeracéo.

4.3 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial de folhas de P. marginatum.

A caracterizacdo quimica foi realizada por Cromatografia gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG-EM) na Divisdo de Quimica Orgénica e Farmacéutica
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA)
da Universidade de Campinas - Sdo Paulo (UNICAMP). Utilizou um cromatografo a
gas Agilent, modelo HP6890 equipado com um detector seletivo de massas Agilent,
modelo HP-5975 utilizando uma coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um)
nas seguintes condi¢des: temperatura do injetor = 250°C, coluna = 80°C, taxa de
aquecimento de 5°C/min até 280°C (20 min) e detector = 300°C. Foi utilizado hélio
como gas de arraste numa vazdo de 1mL/min e detector seletivo de massas
operando a 70 eV, m/z =30 a 500 u.m.a. Os dados encaminhados foram analisados
no programa Enhanced Data Analysis para identificacdo dos compostos majoritarios
do OE de folhas de P. marginatum através da comparacdo entre os indices de
retencao (IR) calculados, com os disponiveis na literatura e a base de dados da
biblioteca NISTO5.

4.4 Animais

Foram utilizados 36 camundongos machos para a avaliagdo da atividade
hipoglicémica e 12 camundongos fémeas para a toxicidade oral aguda, isogénicos
da linhagem Swiss, pesando entre 30 e 50 g, provenientes do Biotério da
Universidade do Estado do Para. Os animais foram mantidos em ciclos claro/escuro
de 12 horas, a temperatura ambiente controlada (23 + 2° C), com livre acesso a

comida e agua, recebendo racéo padrao e agua ad-libitum.
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4.5 Toxicidade oral aguda

Foi realizada a avaliacdo da toxicidade oral aguda seguindo o protocolo da
OECD - The Organization for Economic Co-operation and Development (2001),
“Toxicidade Aguda de Classe”, que determina as concentracdes a serem utilizadas
no estudo (5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg) que deve ser o mais
provavel de produzir mortalidade em alguns dos animais dosados e o numero de
animais por dose (3 camundongos).

Segundo este protocolo experimental quando ndo h& conhecimento sobre a
toxicidade da substéncia a ser testada, recomenda-se que se inicie com a
concentracdo no valor de 300 mg/kg. Durante o andamento do experimento, caso
aconteca uma ou nenhuma morte deve-se repetir a concentragcédo. Se neste segundo
teste apresentar o mesmo resultado, a concentracdo de 2000 mg/kg deve ser
adotada para testar a substancia. Entretanto, na ocorréncia de duas ou trés mortes
apo6s a administracdo de 300 mg/kg, a concentragéo inicial deve ser diminuida para
50 mg/kg e se repetir a mesma quantidade de morte, deve-se escolher a
concentracao de 5 mg/kg para o teste de toxicidade aguda (Figura 6).

Figura 6 — Fluxograma de ensaio para teste de toxicidade oral aguda.
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Fonte: OECD 2001.

Foram divididos 2 grupos experimentais de camundongos Swiss, com 3
animais cada, Swiss fémeas com 8-10 semanas de idade. Esses grupos ficaram em

jejum solido durante 2 horas antes e 2 horas apds a administragdo das
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concentracdes. A substancia controle e teste foram administradas em concentracao
Unica por gavagem usando um tubo estomacal: o grupo 1 (controle) recebeu apenas
o veiculo (Salina, ndo excedeu 1 mL/Kg de peso), o grupo 2 (teste) recebeu o 6leo
essencial de P. marginatum na concentracdo de 2000mg/kg, o teste foi realizado
novamente, totalizando 12 camundongos fémeas.

Para acompanhamento da evolucdo da intoxicacdo, os animais foram
marcados, a partir da base da cauda, com linha ao redor da cauda feitos com uma
caneta marcadora permanente, indicando 1 (uma linha), 2 (duas linhas) e 3 (trés
linhas).

Os animais foram observados individualmente uma vez nos primeiros 30
minutos, no tempo de 1 hora, 2 horas, 4 horas apds a administracéo e, a partir de
entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. Foram observados parametros como:
alteracbes na pele, pelos, olhos e mucosas, motilidade, irritabilidade, tremores,
convulsdes, salivacdo, miccdo, diarréia, letargia, sono. Os dados obtidos foram
registrados e a avaliacdo dos parametros foi considerada como auséncia ou
presenca de toxicidade.

Além disso, os animais tiveram seu peso corporal verificado antes da
administracdo das concentracdes, no 7° e 14° dia pos-administracdo. A ingesta
hidrica foi oferecida ad libitum até o final do experimento. Para alimentacdo foi
utilizada a racdo adequada para camundongos disponibilizada pelo Biotério da
Universidade do Estado do Para.

Os camundongos foram acomodados em gaiolas com grade aramada,
comedouro e encaixe para mamadeira, piso com maravalha, a temperatura na sala
experimental controlada (23 £ 2°C), sequéncia de ciclos claro/escuro de 12 horas, a

limpeza realizada 2 vezes na semana.

4.6Inducéo do diabetes experimental

A inducdo do diabetes foi realizada pela administracdo de Aloxana mono-
hidratado diluida em Solucdo Fisiologica 0,9%, injetada por via intramuscular, na
dose unica de 150 mg/kg de peso corporal, utilizando o musculo da coxa traseira.

Em virtude dessa substancia ser sensivel a luz e a temperatura foi necessario
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prepara-la em ambiente escuro, utilizando frasco ambar envolvido com papel
aluminio e refrigerado até o momento da aplicacao.

A aloxana, € um dos agentes diabetogénicos mais estudada e comumente
utilizada no meio cientifico para a inducdo do diabetes experimental. Provoca sinais
semelhantes aos encontrados na sindrome diabética em humanos, tais como perda
de peso corporal, glicosuria, polifagia, polidipsia, hiperglicemia, cetonduria,
cetonemia, além de possuir pequena acdo oncogénica e menor custo comparada a
estreptozotocina (STZ) (CAVALLI et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007).

Esta substéncia promove uma liberacdo macicga de insulina, presumivelmente
em virtude do influxo de ions célcio ao citosol das células 3, no entanto, trata-se de
uma liberacdo de curta duracédo, seguida por completa supressédo da resposta das
ilhotas pancreaticas a glicose, em decorréncia de necrose das células B. A acdo da
aloxana no pancreas € precedida por sua rapida absorcdo e acumulo nas células
beta, atribuida a uma elevada taxa de capitacdo da droga por essa célula, através
do transportador de glicose GLUT2 presente no plasma (SZKUDELSKI, 2001).

Para a inducdo do diabetes foram utilizados 30 camundongos machos da
linhagem Swiss, outros 6 animais ndo receberam aloxana por fazerem parte do
grupo | (animais ndo diabéticos). Os animais foram mantidos em jejum soélido por 12
horas, visto que em jejum sdo mais sensiveis a aloxana (LEME et al., 2010). Apos
esse periodo foi verificado o peso, por meio da balanca semi-analitica e expresso
em gramas, e a glicemia medida com glicosimetro modelo On call Plus por meio da
puncdo da extremidade da cauda antes da administracdo da droga, vale ressaltar
gue todos os dados foram devidamente registrados.

Os animais foram direcionados ao Laboratério de Bioquimica da UEPA para o
procedimento de inducdo e permaneceram por 30 minutos em suas gaiolas para
adaptacdo ao ambiente. Em seguida, os animais dos grupos (Gll, GllI, GIV, GV e
GVI) foram retirados da gaiola e contidos com uma das méaos e a outra procedeu a
inoculacao da aloxana, utilizando-se agulhas de calibre 13 x 4,5 mm.

Apoés 72 h, os camundongos ficaram em jejum solido de 12 h e a glicemia foi
novamente avaliada. Os animais que apresentaram glicemia superior a 200 mg/dL,
conforme protocolo desenvolvido por Lerco (2003), foram considerados diabéticos e
incluidos nos grupos experimentais (n=6), os animais do Grupo | ndo receberam

aloxana por fazerem parte do grupo - animais nao diabéticos.
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4.7 Planejamento experimental

Para formar os grupos experimentais os animais foram subdivididos em 6

grupos (n=6).

- Grupo | (camundongos ndo-diabéticos): animais normais do grupo controle tratados

com veiculo (Salina + DMSO).

- Grupo Il (camundongos diabéticos + veiculo): animais induzidos ao diabetes pela

administragcdo de aloxana e tratados com o veiculo (Salina + DMSO).

- Grupo lll (camundongos diabéticos + glibenclamida): animais induzidos ao diabetes

pela administracéo de aloxana e tratados com glibenclamida 5mg/kg.

- Grupo IV (camundongos diabéticos + O6leo essencial): animais induzidos ao
diabetes pela administracdo de aloxana e tratados com 6leo essencial de folhas de

P. marginatum na concentracdo de 100 mg/kg de peso corporal por dia.

- Grupo V (camundongos diabéticos + 6leo essencial): animais induzidos ao diabetes
pela administracdo de aloxana e tratados com Oleo essencial de folhas de P.

marginatum na concentracdo de 200 mg/kg de peso corporal por dia.

- Grupo VI (camundongos diabéticos + 0Oleo essencial): animais induzidos ao
diabetes pela administragdo de aloxana e tratados com 6leo essencial de folhas de

P. marginatum na concentracdo de 400 mg/kg de peso corporal por dia.

4.8 Método aplicado no tratamento.

Os modelos experimentais receberam o tratamento diariamente e no mesmo
horério, por gavagem, durante 20 dias consecutivos. A dose administrada foi
calculada de acordo com os valores do peso, em gramas, do animal, respeitando a

média de volume entre 150 a 200 ul para cada camundongo. Assim tem-se:
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(Calculo 1) Dose individual: peso do animal (g) x dose da droga (mg/kg)

Volume total (ul)

(Calculo 2) Volume a administrar: dose individual (mg) x volume total (ul)

Soma da dose dos animais (mg)

O grupo | (camundongos nao-diabéticos) e Il (camundongos diabéticos +
veiculo) receberam a Solucdo Fisiolégica 0,9% (0,99 NaCl/100 mL agua) nao
excedendo 1ml/kg de peso do animal diluido com DMSO 3%, porcentagem
calculada em cima d\zo volume total (1000uL). O grupo Il recebeu glibenclamida
5mg/kg diluida em DMSO 3% do volume total (1000uL). O uso do DMSO tem sido
rotineiramente utilizado em alguns estudos para atuar na diluicdo do farmaco
hipoglicémico, conforme realizado previamente por Luz (2012).

Os animais dos grupos GIV, GV e GVI tratados com o OE de P. marginatum
nas concentracbes de 100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg, respectivamente,
receberam o OE diluido em Solucéo Fisiolégica 0,9% mais DMSO 3% do volume
total (1000uL). O preparo das solucdes foi realizado previamente a realizacado de
cada experimento no Laboratorio de Farmacologia da Ufopa. E imprescindivel
destacar que das trés extracfes de OE, a extracdo do més de janeiro de 2019 foi
utilizada no tratamento dos camundongos.

Os 6leos essenciais sdo volateis, insolluveis em agua, viscosos e complexos,
para a sua solubilidade por ser utilizado solventes (etanol, metanol) ou agentes
emulsificantes, como o Tween e o DMSO (dimetil sulfoxido) (NASCIMENTO et al.,
2007).

4.9 Avaliacéo da glicemia em jejum

A glicemia de todos os modelos experimentais foi mensurada em um aparelho
da marca On call Plus, através da incisdo na extremidade da cauda, antes da
inducdo ao diabetes experimental, apds inducdo, no 3° dia, 10° dia e 20° dia de
tratamento. Para isso, 0os animais ficaram em jejum solido de 12 horas e a agua

fornecida normalmente.
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4.10 Avaliacao dos parametros fisiologicos

O peso corporal de todos os animais experimentais foi mensurado antes da
inducdo do diabetes experimental, apos a inducdo e a cada 3 dias durante o
tratamento em balanca semi-analitica e expressos em gramas. A alimentacdo foi
controlada durante o tratamento deixando apenas 15 g de racdo por gaiola diario e
um volume de 300 ml de 4gua na mamadeira.

Tanto o volume de agua ingerido (mL) quanto a quantidade de alimento
consumido (g) foram mensurados, registrados e acompanhados por 24 horas antes
e depois da inducdo, no 3° dia, 10° dia e 20° dia do tratamento. O total de agua
ingerida foi calculado mediante o volume de agua (mL) encontrada no reservatério
apos as 24 h subtraido pelo volume inicial de agua. Sendo que o alimento ingerido
foi calculado mediante o peso da racdo encontrada no reservatorio apos as 24 h

subtraido pelo peso inicial de ragéo.

4.11 Avaliacao da funcéo renal e hepética

No 21° dia foi realizada a puncdo cardiaca em todos 0s animais no
Laboratoério de Bioquimica da UEPA. Antes do procedimento, os animais ficaram em
jejum solido por 12h e agua ad libitum e foram pesados em balanca semi analitica
para o calculo do anestésico.

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina 10% associado
ao Cloridrato de Xilazina 2%, utilizando seringa de 1,0ml (tipo para insulina), pela via
intraperitoneal (i.p.), com o volume de 0,1mL (100ul) da solucdo para cada 12 -15 g
de peso (OLIVEIRA, 2019). A medida que o animal apresentou sinais de pouca

deambulacao foi fixado na base de isopor para facilitar a pungéo cardiaca (Figura 7).

Antes de inserir 0 bisel da agulha para realizar o procedimento precisou-se
palpar o 0sso esterno do animal até encontrar o processo xifdide. Posteriormente, a
agulha 25 x 0,7 mm foi introduzida abaixo do processo xiféide em um angulo de 45°
com uma leve inclinacdo para a esquerda de modo a perceber a perfuracao da pele
e do pericardio, assim que o0 sangue apareceu na ponta da seringa de insulina foi

aspirado lentamente até completar 1 mL.
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Figur
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a 7 - Puncao Cardiaca
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As amostras de sangue foram centrifugadas em 1500 rpm durante 5 minutos
para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros da funcdo hepatica (ALT,
AST) e renal (uréia, creatinina) através dos kits Labtest. O soro foi armazenado em
tubos eppendorf, previamente registrado com grupo e numero do animal, e
encaminhado para quantificacdo no Laboratorio de Analise do Instituto de Esperanca
de Ensino Superior (lespes) pelo analisador quimico automatico BS-200E Mindray
(Figura 8).

Figura 8 — Analisador automético.

Fonte: Danielle Lopes, 2019.
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Com a perfuracdo das camadas do coragdo, consequentemente, 0 sangue
extravasa para a cavidade abdominal, resultando na morte dos animais por
hipovolemia ou exsanguinacdo. Apos confirmacdo do 6bito, os animais foram
descartados em sacos brancos com indicacéo de lixo patolégico e armazenados no

freezer do Biotério da UEPA para posterior coleta por empresa especializada.

4.12 Analise Estatistica

O estudo das varidveis, pesos dos animais, toxicidade e parametros
bioquimicos foi expresso como média + erro padrdo da média, utilizando o software
GraphPrism. Enquanto que as variaveis: peso do experimento, glicemia em jejum,
ingesta hidrica e alimentar foi expresso em média + desvio padrdo da média e
analisado por meio da comparacdo multipla de resultados paramétricos utilizando
ANOVA seguido de post test Tukey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Rendimento do 6leo essencial de folhas de P. marginatum.

O rendimento do Oleo essencial de folhas de P. marginatum foi calculado a
partir do valor do material coletado. As folhas foram coletadas em area de vegetacéo
da Universidade Federal do Oeste do Parda - Campus Tapajés nos meses de
setembro de 2018, janeiro e abril de 2019.

Com relacdo a analise do percentual (Tabela 5), comparando-se o rendimento
do 6leo das trés amostras, foi observado que a amostra 3, com as folhas coletadas
no més de abril de 2019, apresentou valor superior a amostra 1 e 2.

A quantidade de folhas coletadas no més de setembro de 2018, apds sua
trituracdo, renderam 300 g de amostra seca e 1,54 g de Oleo essencial, resultando
em 0,51% de rendimento.

O material vegetal coletado nos meses de janeiro e abril de 2019 obteve-se,
apos sua trituracdo, 300 g e 293 g de amostra seca, 2,11 g e 3,58 g de dleo
essencial, resultando em 0,70% e 1,22% de rendimento, respectivamente. Destaca-
se o rendimento médio total de 0,80%.

Tabela 5 — Rendimento dos 6leos essenciais de folhas de Piper marginatum nos meses de setembro
de 2018 (1), janeiro (2) e abril (3) de 2019.

Amostra Amostra seca Oleo Rendimento do
Peso (9) Peso (9) 6leo em %
1 300 1,54 0,51
300 2,11 0,70
3 293 3,58 1,22

5.2 Caracterizagao quimica do Oleo essencial de folhas de P. marginatum.

Os compostos quimicos majoritarios do OE das folhas de P. marginatum, da
amostra coletada em janeiro de 2019, foram identificados por meio da comparacao
entre os indices de retencéo (IR) calculados, com os padrdes ja definidos na literatura
e a base de dados da biblioteca NISTO05.
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Os resultados estdo expressos em tabela, a primeira coluna (tr (min))
representa o tempo de retencdo em minutos, indicando o tempo em que 0 composto
foi identificado. A segunda coluna (IR) refere-se ao indice de retencdo. A terceira
coluna aos compostos encontrados no OE de folhas de P. marginatum e a quarta (%
Relativo) a porcentagem do composto no OE.

No método de cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massa
(CG-EM) foram identificados um total de 43 (quarenta e trés) compostos, sendo 0s
majoritarios: 3-Carene (13,28%), seguido pelo Cariofileno (12,57%), Copaeno
(9,50%), 3,4-metilenodioxipropiofenona (7,96%), Elixeno (6,02%), B-Cubebeno

(5,60%), conforme mostra a tabela 6.

Tabela 6 — Composi¢cdo Quimica do Oleo essencial de folhas de Piper marginatum da amostra
coletada em janeiro de 2019, destacando como componentes majoritarios (*) aqueles acima de 5%.

tr (min) IR Composto %Relativo
5,387 931,8852 R-a-Pineno 1,92%
6,508 975,3685 (-)-B-Pineno 1,30%
6,865 989,2164 B-Pineno 0,94%
7,300 1004,539 a-Felandreno 0,39%
7,530 1011,188 3-Careno 13,28%*
7,930 1022,752 B-Cimeno 0,49%
8,068 1026,742 D-Limoneno 0,91%
8,359 1035,155 B-trans-Ocimeno 2,30%
8,719 1045,562 B-cis-Ocimeno 2,98%
10,153 1087,019 Terpineno 0,35%
10,580 1099,364 Linalol 2,33%
14,766 1203,43 cis-Verbenol 0,27%
18,279 1286,518 Safrol 4,80%
20,321 1335,368 0-Elemeno 1,16%
21,430 1362,013 (+)-Cyclosativene 0,56%
21,953 1374,58 Copaeno 9,50%*



22,270
22,500
22,584
23,153
23,753
24,069
25,042
26,014
26,190
26,361
26,807
26,945
27,104
27,462
27,848
28,230
29,199
29,439
29,926
30,110
31,835
32,001
32,225
32,581
32,745
32,885
33,099

1382,196
1387,722
1389,741
1403,524
1418,412
1426,253
1450,397
1474,516
1478,883
1483,127
1494,194
1497,618
1521,027
1530,98
1521,027
1530,98
1556,227
1562,48
1575,169
1579,964
1625,831
1630,316
1636,369
1645,988
1650,419
1654,202
1659,984

B-Bourboneno

B-Cubebeno
B-Elemeno
Metileugenol
Cariofileno
B-Cubebeno
a-Cariofileno
T-Muuroleno
B-Cubebeno
B-Selineno
Elixeno
a-Muuroleno
B-Elemeno

T1-Cadineno

(-)-B-Cadineno

3,4-

metilenodioxipropiofenona

Elemicina

+-trans-Nerolidol

Espatulenol

Oxido de cariofileno

(-)-Espatulenol

2-Hydroxy-4,5-
methylenedioxypropiophenone

Isoaromadendreno epoxido

B-Eudesmol

a-Cadinol

Eudesm-7(11)-en-4-ol

Calareno ep6xido

0,84%
0,62%
0,67%
1,07%
12,57%*
0,92%
1,59%
0,84%
5,60%*
1,11%
6,02%*
1,33%
0,39%
0,25%
1,86%
7,96%*
0,60%
0,95%
3,68%
1,82%
0,94%
1,96%
0,62%
0,76%
0,60%
0,63%
0,32%
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5.3 Avaliacdo da toxicidade oral aguda do 6leo essencial de folhas de P. marginatum
em camundongos.

O experimento de toxicidade oral aguda do 6leo essencial de folhas de P.
marginatum foi realizado com a administracdo de dose Unica, por gavagem, de 2000
mg/Kg de OE.

Apés trés dias do primeiro teste, os grupos (controle e 2000 mg/Kg) foram
testados novamente com outros camundongos, totalizando 12 animais fémeas.
Posteriormente a administracdo do veiculo e 2000 mg/Kg, os camundongos
permaneceram dentro de suas respectivas gaiolas para observacdo do

comportamento.

Figura 9 — Administragcdo por gavagem.

Fonte: Arquivo pessoal.

7

A avaliacdo de toxicidade clinica € um recurso simples que fornece uma
estimativa geral da natureza farmacologica e toxicolégica de uma substancia
desconhecida sobre o estado consciente e disposi¢cdo do animal, bem como sobre a
atividade de coordenacdo do sistema motor, reflexos, atividade sobre o sistema
nervoso central e sistema nervoso autbnomo (LUCIO et al., 2000)

ApOs a observacao dos animais durante os 14 dias do teste de toxicidade oral

aguda, verificou-se que apenas 0s animais que receberam a concentracdo de
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2000mg/Kg de OE de P. marginatum manifestaram sinais clinicos comparados aos

animais do grupo que recebeu apenas o veiculo (Tabela7).

Tabela 7 — Sinais e sintomas apresentados pelos camundongos Swiss fémeas expostos oralmente
ao veiculo e ao 6leo essencial de folhas de Piper marginatum na concentragéo de 2000 mg/Kg.

Sinais e Grupo Controle Grupo 2000mg/Kg Tempo (min)
sintomas (1) e(2) (1) e (2
Alteracdes na -
pele, olhos e
MUCOSAS Ausente Ausente
Motilidade Ausente Presente 15
reduzida
Irritabilidade Ausente Ausente -
Tremores Ausente Ausente -
Convulsdes Ausente Ausente -
Salivacéo Ausente Ausente -
Poliaria/Anuria Ausente Ausente -
Diarréia Ausente Ausente -
Letargia Ausente Ausente -
Sono Ausente Ausente -
Obito Ausente Ausente -

(1) Primeiro teste; (2) Segundo teste

A motilidade reduzida foi um sinal clinico observado no teste 1 e teste 2 apos
a administragdo, por gavagem, do OE de P. marginatum na concentracdo de
2000mg/Kg, ndo persistindo apds os 15 (quinze) minutos de observacdo. Além
disso, ndo foi constatado 6bito nos grupos controle e 2000mg/Kg.

Nas duas etapas do experimento 0S animais tiveram seu peso corporal
(Tabela 8) verificado antes da administracdo do veiculo e OE de folhas de P.
marginatum, denominado dia O (zero), no 7° dia e 14° dia pés-administracdo. Tanto
no primeiro teste quanto no segundo teste, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa do peso dos animais do grupo 2000mg/Kg em relagdo aos animais do

grupo controle.
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Tabela 8 — Média do peso de camundongos Swiss fémeas expostos oralmente ao veiculo e ao OE de
folhas de Piper marginatum na concentracdo de 2000 mg/Kg. Dados expressos em Média + Erro
padrao da média, ANOVA de duas vias seguido de post test Tukey, p<0,05.

Teste 1 Teste 2
Dia Controle 2000mg/Kg Controle 2000mg/Kg
34,0£1,00 37,33+0,66 40,0+1,00 37,33+0,33
n=3 n=3 n=3 n=3
7 40,0+1,00 41,0+1,52 41,66+1,76 41,33+0,88
n=3 n=3 n=3 n=3
14 42,0£1,52 41,66+1,33  42,66+1,45 42,33+£1,45
n=3 n=3 n=3 n=3

5.4 Avaliacdo da Glicemia em jejum dos camundongos

Os valores glicémicos dos animais foram verificados, por meio do aparelho
digital de marca On call Plus, em 5 (cinco) momentos: antes da inducdo do diabetes,
apo6s a inducdo e no 3° dia, 10° dia e 20° dia de tratamento conforme apresenta a
figura 10.

Os animais que receberam a inducdo do diabetes experimental com aloxana
apresentaram glicemia em jejum superior a 400mg/dL no periodo pdés inducao
guando comparados aos animais do grupo I, sem diabetes, que ndo apresentaram
diferenca dos niveis glicémicos durante os 20 dias de tratamento. Os animais que
receberam as concentragbes de 100mg/Kg, 200mg/Kg e 400mg/Kg de OE de folhas
de P. marginatum mantiveram a hiperglicemia durante os 20 dias de tratamento

guando comparados aos animais que receberam a droga padréao (p<0,0001).
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Figura 10 — Glicemia em jejum (mg/dL) de camundongos Swiss (n:6) dos grupos controles e
experimentais no periodo de acompanhamento: pré inducéo, pos inducao e no 3° dia, 10° dia e 20°
dia de tratamento. Dados expressos em Média + Desvio padrao da média, ANOVA de duas vias
seguido de post test Tukey, p<0,05.
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5.5Avaliacéo do peso corporal dos camundongos.

O peso dos animais foi mensurado ao longo do experimento, ou seja, no
perido pré inducao do diabetes, pés inducéo e a cada 3 (trés) dias do tratamento em
balanca semi-analitica e expresso em gramas. Vale ressaltar que a racdo foi
controlada (15g/dia) para que ndo houvesse interferéncia nos dados.

Os animais que receberam a inducdo com aloxana apresentaram sua massa
corporal diminuida quando comparados aos animais que nao receberam a
substancia indutora de diabetes no periodo denominado, na figura 11, de pés
inducdo. O peso dos animais diabéticos tratados apenas com veiculo apresentou
diminuicdo significativa em relacdo ao peso dos animais controle sem diabetes
tratados com veiculo.

Aléem disso, o0s animais diabéticos que receberam apenas o0 veiculo
apresentaram diminuicdo do peso a partir do 3° dia de tratamento quando
comparados aos animais que receberam o OE de folhas de P. marginatum. Os
animais que receberam o OE de folhas de P. marginatum apresentaram reducao do
peso durante os 21 dias de experimento quando comparados aos animais que

receberam a droga padréo.



57

Figura 11 — Peso corporal (g) de camundongos Swiss (n:6) dos grupos controles e experimentais no
periodo de acompanhamento: pré indugdo, pés inducdo e a cada 3 dias de tratamento. Dados
expressos em Média + Desvio padrdo da média, ANOVA de duas vias seguido de post test Tukey,
p<0,05.
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5.6 Avaliacdo da ingesta hidrica dos camundongos

A ingesta de agua em 24 h entre os animais dos grupos controles e
experimentais foi acompanhada no periodo antes da inducdo do diabetes
experimental, apds a indugdo e durante o 3°, 10° e 20° dia de tratamento. O total de
adgua ingerida foi calculado mediante o volume de &agua (mL) encontrada no
reservatorio apos as 24 h subtraido pelo volume inicial de agua.

Os animais que foram induzidos ao diabetes experimental apresentaram
aumento significativo da ingesta hidrica quando comparados aos animais que nao
receberam a substancia aloxana (p<0,0001) (figura 12). N&o houve diferenca
significativa da ingesta hidrica dos animais diabéticos tratados com o OE de folhas
de P. marginatum quando comparados aos animais diabéticos tratados apenas com
o veiculo. Os animais diabéticos que receberam a droga padrdo apresentaram
reducdo significativa em relacdo aos animais diabéticos que receberam o OE de

folhas de P. marginatum durante os 20 dias de tratamento (p<0,0001).
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Figura 12 — A ingesta hidrica (mL) de camundongos Swiss (n:6) dos grupos controles e
experimentais no periodo de acompanhamento: pré inducéo, pés inducédo e no 3° dia, 10° dia e 20°
dia de tratamento. Dados expressos em Média + Desvio padrdo da média, ANOVA de duas vias
seguido de post test Tukey, p<0,05.
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5.7 Avaliacdo da ingesta alimentar dos camundongos

A quantidade de ragdo consumida em 24 h entre os animais dos grupos
controles e experimentais foi acompanhada no periodo antes da inducdo do diabetes
experimental, apdés a inducdo e durante o 3°, 10° e 20° dia de tratamento. O total de
alimento ingerido foi calculado mediante o peso da ra¢do encontrada no reservatorio
apos as 24 h subtraido pelo peso inicial de racao.

Todos os animais diabéticos apresentaram aumento significativo no consumo
de racdo quando comparados aos animais sem diabetes no periodo pés inducao
(p<0,0001) (figura 13). Nao houve diferenca significativa da ingesta alimentar dos
animais diabéticos tratados com o OE de folhas de P. marginatum quando
comparados aos animais diabéticos tratados apenas com o veiculo. Os animais
diabéticos que receberam a droga padrdo apresentaram reducdo significativa do
consumo de racao em relacdo aos animais diabéticos que receberam o OE de folhas

de P. marginatum durante os 20 dias de tratamento (p<0,0001).
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Figura 13 - Ingesta alimentar (g) de camundongos Swiss (n:6) dos grupos controles e
experimentais no periodo de acompanhamento: pré inducdo, pds inducdo e no 3° dia, 10° dia e 20°
dia de tratamento. Dados expressos em Média + Desvio padrdo da média, ANOVA de duas vias
seguido de post test Tukey, p<0,05.
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5.8 Avaliacdo das funcdes hepéticas e renais

Apos os 20 dias de tratamento, os camundongos Swiss foram submetidos a
puncédo cardiaca e todas as amostras de sangue foram analisadas para determinar
0s parametros bioquimicos das funcbes hepaticas (AST e ALT) e renais (uréia e
creatinina). A tabela 9 revela os resultados bioquimicos (Média + Erro padrdo da
média) dos animais de cada grupo experimental expostos ao veiculo, a
glibenclamida ou ao OE de folhas de P. marginatum.

Os animais diabéticos tratados com o OE e veiculo apresentaram aumento
nos parametros de ALT e uréia quando comparados aos animais sem diabetes
(Tabela 9). Os animais diabéticos que receberam a glibenclamida apresentaram
valores de ALT inferior aos animais sem diabetes. O tratamento com a concentracao
de 400mg/Kg de OE de P. marginatum promoveu diminuicdo dos niveis de AST dos
animais diabéticos em relacdo aos animais tratados com a droga padrdo. Nao
houve diferencga significativa dos niveis de creatinina dos animais diabéticos tratados
com o OE de folhas de P. marginatum nas concentragdes de 100mg/Kg, 200mg/Kg
e 400mg/Kg quando comparados aos animais diabéticos tratados com a droga

padrao.
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Tabela 9 — Parametros bioguimicos de camundongos Swiss (n:6) expostos oralmente ao veiculo e ao
oleo essencial de folhas de Piper marginatum nas concentragées de 100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 400
mg/Kg. Dados expressos em Média + Erro padrdo da média, ANOVA de duas vias seguido de post
test Tukey, p<0,05.

Parametros Sem Diabético Glibenc 100mg/Kg 200mg/Kg 400mg/Kg

diabetes 5mg/Kg
ALT 61,16+ 163,16+ 51,33+ 84,66+ 105,83+ 92,0+
9,78 20,11 7,56 10,27 10,43 5,20
AST 183,16+ 222,66+ 152,16 192,66+ 1725+ 129,5+
18,29 19,77 +20,61 7,41 23,79 15,95
Uréia 36,16+ 93,83+ 41,83+ 80,3+ 66,33+ 75,83+
2,52 7,18 3,50 4,67 3,86 3,25
Creatinina 0,16+ 0,36+ 0,38+ 0,43+ 0,38+ 0,18+

0,03 0,04 0,03 0,04 0,04 0,03
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6 DISCUSSAO

O OE de folhas de P. marginatum apresentou uma variabilidade no
rendimento ao ser extraido em estacdes diferentes, seca ou chuva, no municipio de
Santarém. Percebeu-se que o percentual do rendimento do 6leo aumenta a medida
gue se aproxima dos meses mais chuvosos. A estacdo quente em Santarém
acontece entre os meses de setembro a dezembro, enquanto que 0os meses mais
chuvosos estdo entre janeiro e junho.

No presente trabalho as folhas coletadas no més de abril considerado
chuvoso, apresentou 1,22% de rendimento, isto €, mais que o dobro do rendimento
da amostra 1, 0,51%, coletada no més de setembro com temperaturas mais quente.
Resultados semelhantes foram encontrados por Camargo (2018) ao analisar a
sazonalidade em trés regidoes brasileiras. Na Regido Norte o rendimento obtido no
inverno e verao foi de 0,90% e 0,55%, respectivamente.

Em contrapartida, essa relacdo de maior rendimento com periodo de chuva
nao foi encontrada por Oliveira (2019) em estudo realizado no Estado do Amazonas.
Sendo observado o mais alto rendimento no més de outubro, periodo de seca
intensa na regido, (0,24%), enquanto que o mais baixo rendimento foi obtido no més
de fevereiro (0,10%), época mais chuvosa.

A divergéncia entre esses resultados pode ser explicada pelos diversos
fatores que influenciam no rendimento e composi¢cdo dos 6leos essenciais, como
variagdo geneética, nutricio da planta, estresse durante o seu crescimento ou
maturacao, localizacao geografica, clima, variacbes do tempo, processo de secagem
e armazenamento apods a coleta (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Na amostra coletada em janeiro de 2019 foram encontrados 43 componentes
em sua composicdo. A andlise quimica mostrou a presenca de sesquiterpenos
(56,15%), monoterpenos (27,46%), e fenilpropandides (16,39%), além disso, revelou
0s constituintes majoritarios: 3-Careno (13,28%), seguido pelo Cariofileno (12,57%),
Copaeno (9,50%), 3,4-metilenodioxipropiofenona (7,96%), Elixeno (6,02%), B-
Cubebeno (5,60%).

Estudo realizado por Oliveira et al.,, (2019) revelou a presenca do
monoterpeno 3-Careno (10,52%) como composto majoritario no OE de folhas de P.

marginatum coletadas no municipio de Itacoatiara-AM. Camargo (2018) em coletas
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de folhas de P. marginatum no municipio de Novo Progresso-PA identificou como
composto majoritario no OE o Cariofileno (11,81%). No entanto, Bay-Hurtado et al.,
(2016), em estudo realizado em Rondbnia-RO, encontraram componentes
majoritérios diferentes dos encontrados no municipio do Amazonas e do Pard, sendo
(E) - anetol (10,10%), Biciclogermacreno (9,40%), Germacreno D (8,83%),
Germacreno B (8,07%) e (Z) — anetol (8,01%).

Diante disso, embora os estudos citados se concentrem na mesma regiao do
Pais, percebeu-se a diversidade da composi¢cdo quimica do OE de folhas de P.
marginatum entre Estados da Regido Norte. Desse modo, entende-se que a
variacdo no teor de metabdlitos secundarios majoritarios esteja relacionada a
atividade da planta.

A presenca do monoterpeno 3-Careno como constituinte quimico majoritario
no estudo realizado por Oliveira (2019) revelou atividade tripanocida. Enquanto que
para Goncalves (2013) apresentou capacidade inseticida. Em outras espécies de
plantas onde predomina o alto teor de 3-Careno, evidenciou aumento na
peroxidacdo lipidica em células bacterianas (MONTANARI, 2010). Nesse sentido,
faz-se necessario investir em mais estudos a fim de identificar as potencialidades da
espécie P. marginatum.

A toxicidade oral aguda descrita pelo Guideline 423 (OECD 423; 2001) tem
como objetivo produzir efeitos adversos em um breve periodo apés a administracéo
oral de uma Unica dose de uma substancia ou apds multiplas doses fornecidas
durante 24 horas. Desta forma, pode fornecer subsidios referentes aos riscos a
salde ap6s uma exposi¢do de curta duracdo. Concomitantemente, recomenda que
se inicie o tratamento de trés animais com a concentracdo de 300 mg/kg quando se
desconhece os efeitos da droga. No entanto, no caso de espécies da Familia
Piperaceae ha, na base de dados, estudos cientificos ressaltando as doses
administradas na toxicidade aguda.

E imprescindivel ressaltar o estudo cientifico realizado por Sousa et al (2008)
em que realizaram a avaliacdo toxicologica de uma espécie da Familia Piperaceae
em camundongos nas concentracdes de 1000, 2000, 2350, 2500, 2700 e 3000
mg/kg do 6leo essencial (OE).

Os animais do grupo 2000 mg/Kg apresentaram no tempo de 15 minutos

pouco movimento na gaiola comparado ao grupo controle. No entanto, ao observar
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apos o tempo de 15 minutos os animais ndo apresentaram nenhum sinal e/ou
sintoma atipico. Os animais do grupo controle por sua vez ndo apresentaram neste
estudo manifestacdes comportamentais.

Uma das hipéteses que poderia estar causando esse comportamento seria o
estresse devido a contencdo do animal. Ao manusear 0s animais devem ser
tomadas todas as precaucdes possiveis com o intuito de garantir o minimo de
estresse durante a manipulacdo (ANDERSEN, 2004). Entretanto, os animais do
grupo controle também foram contidos para administracdo do veiculo e esse
comportamento nédo foi visualizado.

A segunda hipotese seria 0 odor particular do 6leo essencial do vegetal e por
ndo estarem acostumados com aroma forte ficaram retraidos no canto da gaiola.
Uma das caracteristicas da Piper € possuirem um sabor forte e um cheiro aromatico
(COSTA, 2013). Assim, sendo o olfato o sentido mais desenvolvido dos ratos e
camundongos, os odores acabam estressando 0s animais e alterando seu
comportamento (NEVES, 2013).

Embora os animais dos grupos experimentais tenham sido exposto ao veiculo
e a uma concentracdo de OE de 2000 mg/Kg, ndo observou-se 6bitos durante os 14
dias. Nesse sentido, pode-se destacar que o 6leo essencial de folhas de P.
marginatum tem sido toleravel até 2000 mg/Kg em modelos experimentais.

O estudo realizado por Sousa et al. (2008) demonstraram uma tolerancia com
espécies de Piper aduncum, em que na concentracdo de 2000 mg/kg os
camundongos apresentaram somente aumento na excrecdo de fezes e urina e
concluiram que a espécie estudada possui uma margem elevada de seguranca, com
efeitos tGxicos minimos sobre os parametros hematolégicos e bioquimicos.

Outrora, destaca-se a importancia de realizar o teste de toxicidade aguda nas
espécies de Piper como forma de identificar sinais toxicos e que prejudiqguem a
populacdo. Até porque existem plantas do género Piper com potenciais toxicos,
segundo Barbosa et al. (2013).

A variavel peso dos animais do grupo controle e 2000mg/Kg foi verificada no
dia 0, 7 e 14. As alteracbes no peso corporal tém sido utilizadas como um indicador
de efeitos adversos das drogas e produtos quimicos em animais testados
(DESMARCHELIER et al. 1996).
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Diante disso, percebeu-se um aumento na média do peso dos camundongos
durante os 14 dias tanto no grupo controle quanto no grupo que recebeu a
concentracado de 2000 mg/Kg de 6leo essencial de folhas de P. marginatum. Sendo
assim, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. O ganho de peso nos
animais que receberam o OE torna-se um fator positivo para classificar o vegetal
como atoxico.

Inimeros paises, nos ultimos anos, reconhecem o DM como um problema de
salde publica, pois além dos diversos danos a saude dos pacientes, o crescente
namero de individuos acometidos pela doenca leva a graves repercussfes socio-
econbmicas, tais como mortes prematuras, incapacidade para o trabalho, altos
custos relacionados ao seu controle e ao tratamento de suas complicacdes
(ARCARO FILHO, 2014).

Nesse sentido, a busca de substancias bioativas provenientes de plantas ou
de substancias isoladas pode ser considerada uma alternativa para o tratamento de
doencas que acomete a populacdo. Assim sendo, € importante a realizacdo de
estudos etnofarmacoldgicos para que o conhecimento tradicional seja devidamente
resgatado, preservado e utilizado como subsidio de pesquisa com plantas
medicinais (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Na avaliagdo da glicemia verificou-se no primeiro momento de
acompanhamento denominado pré inducdo do diabetes experimental que todos os
animais apresentaram glicemia em jejum inferior a 100 mg/dL, indicando, portanto
gue nao estavam diabéticos.

Apos a administracdo da substancia Aloxana os camundongos do Gll, GlIl,
GIV, GV e GVI apresentaram glicemia em jejum superior a 200 mg/Kg, como
também, sinais e sintomas como perda de peso corporal, polifagia, polidipsia,
caracteristicos de pacientes diabéticos quando comparados ao grupo controle |, 0s
guais nao sofreram a inducéo do diabetes. Esses sinais e sintomas desencadeados
pela aloxana sdo semelhantes aos encontrados na sindrome diabética em humanos
(CAVALLI et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007).

Ao mensurar a glicemia em jejum no 3° dia de tratamento, os camundongos
dos grupos tratados com o OE de folhas de P. marginatum nas concentracbes de
100 mg/Kg, 200 mg/Kg e 400 mg/Kg ndo apresentaram reducdo significativa da

glicemia em relagdo ao grupo que recebeu a droga padréo, glibenclamida 5 mg/Kg.
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Ao mesmo tempo, os animais que receberam o OE quando comparados aos animais
diabéticos tratados apenas com veiculo apresentaram uma discreta diminuicdo, mas
permanecendo com valores meédios glicémicos acima de 400 mg/dL.

A hiperglicemia dos grupos tratados com o OE de folhas de P. marginatum
manteve-se durante o 10° e 20° dia de tratamento enquanto que o grupo tratado
com a droga padrdo permanecia com valores médios abaixo de 200 mg/dL. Em
relacdo ao grupo diabético tratado apenas com veiculo observou-se que o0s
camundongos permaneceram diabéticos em todos os dias de tratamento.

As plantas do género Piper vém sendo estudadas devido a sua ampla
atividade citotoxica, inseticida, antimicrobiana, antioxidante, antineoplasica, e
antidiabética. Estudos realizados por Kumar et al. (2013) e Shanmugam et al. (2007)
revelaram resultado positivo na reducdo de niveis glicémicos em modelos
experimentais, utilizando, respectivamente, 6leo e extrato etandlico da espécie Piper
longum.

Além disso, Kumar et al. (2013) apontaram a reducdo da glicemia nas
concentracdes de 100 e 200 mg/Kg do 6leo de P. longum administradas nos animais
durante 28 dias. J& o presente experimento com o OE de folhas de P. marginatum
utilizando das concentragbes semelhantes, além da concentracdo de 400 mg/Kg,
nao apresentou 0 mesmo resultado.

Embora algumas espécies de Piper apontarem ser promissoras, no que diz
respeito a atividade antidiabética, este experimento demonstrou que o OE de folhas
de P. marginatum ndo apresentou atividade antidiabética por manter a hiperglicemia
nos animais tratados com o vegetal até o final do experimento.

Diante do resultado do peso, evidenciou-se uma diminui¢cdo no peso corporal
entre 0s animais submetidos a administracdo de Aloxana no momento pés-inducao
em relacdo aos animais do grupo controle ndo diabético. Notadamente, explica-se a
reducdo da massa corpérea a diabetes adquirida quimicamente, uma vez em que 0S
animais do grupo controle sem diabetes ndo apresentaram resultados semelhantes.

Nesse contexto, a American Diabetes Association (2011) reforca que o0s
sintomas caracteristicos da hiperglicemia acentuada incluem além da significativa
perda de peso, a polidria, a polidpsia e polifagia. Contudo, os demais sintomas
também foram observados no momento pos-inducdo por apresentar maravalha

Uumida, volume de ragéo e agua diminuido nos reservatorios.
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A massa corporea do grupo controle sem diabetes manteve-se dentro dos
niveis meédios esperados para camundongos sadios. A partir do 3° dia de tratamento
observou-se um ganho de peso dos animais do grupo tratado com Glibenclamida
5mg/Kg, evidenciado pela linha paralela com o grupo sem diabetes, e manteve-se
em crescente até o final do experimento.

Isso demonstra a eficacia da droga padrédo, ou seja, uma vez controlado os
valores glicémicos os animais apresentaram aumento de peso. Desse modo, um dos
maiores efeitos adversos da glibenclamida € o ganho de peso (PHUNG et al., 2010).

J& o peso dos animais do grupo tratado com o OE de folhas de P. marginatum
apresentou reducdo significativa comparado ao grupo que recebeu a glibenclamida e
ao grupo sem diabetes. A curva decrescente do peso dos animais mostrou-se no
grupo diabético tratado com veiculo e tratado com OE. Entretanto o peso dos
animais do grupo 200 mg/Kg e 400 mg/Kg apresentou um declinio entre o 12° e 20°
de tratamento. Enquanto que o grupo tratado com a concentracdo de 100 mg/Kg de
OE mostrou valores mais préximos ao do grupo diabético tratado com veiculo e um
declinio progressivo a partir do 12° dia de tratamento.

Diante disso, observou-se que a perda da massa corpérea entre os animais
gue foram expostos ao OE de P. marginatum e ao veiculo esta associado com 0s
valores glicémicos elevados.

A ingesta de agua entre os animais dos grupos no periodo pré-inducao
mostrou-se diretamente proporcional, estabelecendo um consumo diario de 10 mL.
Estudos realizado por Neves (2013) para elaboracdo do Manual de Cuidados e
Procedimento com Animais de Laboratorio, indicam que a agua ingerida por um
camundongo adulto varia entre 3 a 7 mL/dia.

Outrora, percebeu-se um aumento da ingesta hidrica, denominado polidipsia,
entre 0s camundongos dos grupos expostos a administracdo da aloxana em relacéo
ao grupo que nao recebeu a substancia. Isso significa que a substancia utilizada
para inducdo apresentou acdo positiva nos modelos experimentais uma vez que
ocasionou sintomas caracteristicos de paciente com DM.

O consumo de &gua dos camundongos diabéticos durante o tratamento
comportou de maneira semelhante ao periodo pés-inducdo, exceto do grupo tratado
com a droga padrao. Observou-se no 3° dia de tratamento uma reducdo acentuada

na ingesta hidrica pelos animais tratados com glibenclamida que permaneceu
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reduzido no 10° e 20° dia de tratamento em relacdo aos animais diabéticos tratados
com OE de folhas de P. marginatum e veiculo.

Os animais diabéticos expostos ao 6leo vegetal ndo apresentaram uma
reducdo significativa na avaliacdo do 3°, 10° e 20° de tratamento, permanecendo
préximo ao grupo controle diabético tratado somente com veiculo. Dentre as trés
concentracoes do Oleo essencial administradas nos animais a de 400 mg/Kg foi a
gue apresentou uma discreta reducdo, mas ndo o suficiente para indicar uma
melhora do quadro.

Com a diminuicdo do volume de agua ingerido pelos animais tratados com o
farmaco padrdo, consequentemente, houve reducéo do débito urinério, com isso as
gaiolas apresentaram menos sujidade e odor; e, maravalha mais seca, semelhante
as gaiolas do grupo controle sem diabetes. Concomitantemente, o ambiente mais
limpo contribuiu para reduzir estresse nos animais. O mesmo resultado néo foi
observado nas gaiolas dos animais diabéticos tratados com OE de folhas de P.
marginatum e veiculo, pelo contrario, as gaiolas eram sujas e maravalha
extremamente Umida e com odor forte.

O presente estudo identificou que antes da hiperglicemia os animais
consumiam em média 5 g de racdo em 24 h. Mas ap0s a indu¢do com aloxana a
ingestao alimentar duplicou, em 3 dias, entre 0os animais diabéticos em relacdo aos
animais considerados normais. O grupo controle sem diabetes manteve-se com
consumo de racdo homogéneo do inicio ao final do experimento.

De acordo com Neves (2013) o consumo de racdo pelos animais de
laborat6rio do Biotério, fica em torno de 4 a 5 g/dia. Desse modo, a quantidade de
alimento ingerida no experimento pelos camundongos do grupo controle sem
diabetes esteve dentro dos parametros fisioldgicos considerados normais para a
espécie.

No 3° dia de tratamento observou-se uma discreta redugdo na ingesta
alimentar pelos animais tratados com glibenclamida que acentuou no 10° e 20° dia
de tratamento em relacdo aos animais diabéticos tratados com OE de folhas de P.
marginatum e veiculo.

Em virtude disso, sugere-se que o consumo de racao pelo Grupo Il foi
refletido pela reducéo dos valores glicémicos dos animais. A melhora do controle

glicémico do DM previne as complicagcbes agudas e cronicas, diminui a morbi-
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mortalidade por doencas cardiovasculares e melhora a qualidade de vida do
diabético (ARAUJO, 2000).

Entretanto, evidenciou-se entre o0s animais diabéticos expostos ao Oleo
vegetal e ao veiculo uma das sintomatologias do DM, a polifagia. Isto contribui para
gue nado houvesse reducéo significativa da ingesta alimentar durante os 20 dias de
tratamento, mantendo-se o consumo em torno de 10 g em 24 h em relacdo aos
animais expostos a droga padréo. Este resultado mostrou-se que OE de folhas de P.
marginatum ndo promoveu melhora da sintomatologia do Diabetes nos
camundongos.

Diante dos resultados dos parametros bioquimicos, pode-se observar que 0s
niveis de marcadores hepaticos (ALT e AST) nos animais diabéticos dos grupos
expostos ao OE e controle diabetes estdo relativamente aumentados quando
comparados aos animais dos grupos sem diabetes e tratados com a glibenclamida.

Entretanto o estudo realizado por De Lima (2018) considerou intervalos de
referéncia hepatico a nivel de ALT nos camundongos Swiss entre 70 a 140 U/L.
Enquanto que o AST entre 73 a 188 U/L. Dessa forma, demonstra que apenas o
grupo controle diabetes apresentou alteracdo nos dois marcadores hepdaticos e o
grupo do OE a 100 mg/Kg apresentou discreta alteracao hepatica para AST.

Além disso, destaca-se os valores médios hepaticos de AST dos animais
tratados com o OE de folhas de P. marginatum que diminuem gradativamente a
medida que aumenta a dose em mg/Kg, revelando niveis menores que 0s animais
diabéticos expostos a glibenclamida e os animais sem diabetes. Nesse sentido,
sugere-se que o OE apresente propriedade hepatoprotetora, mas para tanto é
necessario estudos adicionais como por exemplo atividade antioxidante e exame
histopatologico.

Bri e Guzman (2016), ao realizar um levantamento na literatura, identificaram
gue o uso da planta P. marginatum tem sido usado na medicina popular para tratar
doencas hepéticas. Em estudo realizado por Bay-Hurtado et al, (2016) apontaram
gue o OE de raizes de P. marginatum possue uma atividade bioldgica possivelmente
anti-inflamatoria ou antioxidante. Por isso, a importancia de novas pesquisas
voltadas aos outros 6rgaos da planta.

A uréia nos animais diabéticos, exceto os animais do grupo que receberam

glibenclamida, apresentaram valores médios aproximados e foi aproximadamente
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2,2 vezes maior em relacdo ao grupo controle ndo diabético. Enquanto isso, a uréia
dos animais do grupo glibenclamida e dos animais sem diabetes apresentaram
valores similares.

Os dados corroboram novamente com o estudo realizado por De Lima (2018)
guando avalia o perfil bioquimico dos camundongos Swiss do Biotério da
Universidade Federal do Cearad. Ao comparar os resultados da pesquisa com 0s
valores de referéncia percebe-se que a uréia dos camundongos diabéticos estao
significativamente aumentados em relacdo aos camundongos normais.

Nota-se também alteracdo deste marcador renal ao comparar com a pesquisa
realizada por Aradjo (2012) em que estabelece valores de referéncia para
parametros bioquimicos de linhagens de camundongos produzidas nos biotérios do
Centro de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ.

Nesse sentido, sugere-se que o diabetes experimental induzido por aloxana
promoveu um aumento dos niveis de glicemia e consequentemente uma alteracdo
no parametro bioguimico renal, e isso foi evidenciado pelos niveis de uréia dos
camundongos diabéticos neste estudo.

Em contrapartida, o perfil bioguimico da creatinina nos camundongos
diabéticos e ndo diabéticos ndo apresentou diferenca significativa, mantendo os
valores dentro do padrao da normalidade.
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7 CONCLUSAO

A toxicidade oral aguda € uma pratica de suma importancia para definir o
potencial toxico da espécie vegetal e a dose minima a ser utilizada em experimento
in vivo. A avaliacdo toxicolégica da espécie P. marginatum, recebida pelos animais
em unica concentracdo de OE de 2000 mg/Kg, revelou ganho de peso corporeo nos
camundongos e auséncia de sinais de intoxicacdo e de Obitos durante os 14 dias.
Nesse sentido, pode-se destacar que o OE de folhas de P. marginatum demonstra
ser atoxico até a concentracéo de 2000 mg/Kg.

Os constituintes quimicos do 6leo essencial de P. marginatum majoritarios
foram: 3-Carene (13,28%), seguido pelo Cariofileno (12,57%), Copaeno (9,50%),
3,4-metilenodioxipropiofenona (7,96%), Elixeno (6,02%), p-Cubebeno (5,60%).
Dessa forma, estando em consonancia com as demais pesquisas relacionadas a
essa espécie.

Com base na avaliacdo da glicemia, o OE da espécie utilizada no estudo ndo
influenciou na diminuicdo dos niveis glicémicos dos camundongos, permanecendo
valores de glicemia acima de 200 mg/dL.

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos a discreta alteracdo hepética e
renal, no que diz respeito a uréia, ocorre pela exposicdo o diabetes. O que se
destaca no perfil bioquimico séo os valores médios hepéticos de AST dos animais
expostos ao OE de folhas de P. marginatum que diminuem gradativamente a medida
gue a dose em mg/Kg é aumentada, revelando niveis menores que 0s animais
diabéticos expostos a glibenclamida e os animais sem diabetes.

Para contribuir com as pesquisas realizadas com modelos experimentais,
sugere-e a Universidade do Estado do Para a padronizacédo de valores de referéncia
de parametros bioquimico dos camundongos e ratos produzidos no Biotério, uma
vez que os kits de reagentes estdo padronizados para humanos e os intervalos de
referéncia da linhagem Swiss consultados na literatura diferem entre biotérios.

Contudo, embora o OE de folhas de P. marginatum ndo tenha apresentado
um efeito satisfatorio na reducéo da glicemia nos modelos experimentais, acredita-
se que os resultados desta pequisa contribuiram para o conhecimento toxicologico

da espécie estudada, por isso faz-se necessario investir em mais estudos
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experimentais e com abordagem in vitro a fim de identificar potencial biolégico e

complementar as informacgdes apresentadas neste estudo.
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ANEXO 1- COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO OESTE DO PARA SOB O NUMERO 1120180048/2019

Universidade Federal do Oeste do Para CE UA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS 5:0

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N° 1120180048, mtitulado Avaliacio da atividade hipoglicémica do dleo
essencial de Piper marginatum Jacq. em camundongos, sob a responsabilidade de Kelly Christina Ferreira
Castro, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N° 1120180048, entitled "Avaliacio da atividade hipoglicémica do oleo essencial
de Piper marginatum Jacq. em camundongos”, is in agreement with the Ethical Principles for Animal
Research established by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This project
was approved by the mstitutional Commussion for Ethics in the Use of Amimals of Universidade Federal do
Oeste do Para.

Santarém-PA, 08/08/2019

;'/ 1'/ /;
Wi

Prof. Dr. Ma:mell Barbosa de Santana
Presidente

Verificar a autenticidade do certificado em http://ufopa.edu.br/ceua/validar-certificado





