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RESUMO 
 

Piper vicosanum (Piperaceae) é uma espécie tradicionalmente utilizada na terapia popular 
para o tratamento de dor, febre e inflamação. Entretanto, até o momento, há poucos estudos 
que comprovem cientificamente esses efeitos. Dessa forma, objetivou-se neste estudo 
avaliar as atividades anti-inflamatória e antimicrobiana do óleo essencial extraído das 
folhas de  P. vicosanum (OPV) e determinar o potencial toxicológico desta planta através 
de testes de toxicidade aguda, genotóxicos e mutagênicos. Para os testes de toxicidade 
aguda, ratas fêmeas foram tratadas oralmente (gavage) com 0 ou 2000 mg/kg/massa 
corporal de OPV. Sinais clínicos de toxicidade foram avaliados durante 14 dias. Para 
avaliar o potencial genotóxico e mutagênico, camundongos fêmeas foram divididas em 
cinco grupos: grupo I: controle negativo; grupo II: controle positivo; grupo III: 500 mg/kg 
de OPV; grupo IV: 1000 mg/kg de OPV; grupo V: 2000 mg/kg de OPV. O sangue 
periférico foi coletado para o ensaio cometa e para o teste de micronúcleo.  A atividade 
anti-inflamatória de OPV foi avaliada através do teste de pleurisia e de edema de pata 
induzidos por carragenina. A atividade antimicrobiana do óleo essencial foi analisada pelo 
teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) contra cepas de Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, Escherichia coli e Candida albicans.  Nenhum 
sinal de toxicidade foi observado nos animais expostos, indicando que a DL50 do óleo é 
maior que 2000 mg/kg. Os dados do ensaio cometa demonstraram que o OPV não 
aumentou a frequência ou a taxa de danos ao DNA nos grupos tratados com as doses 
avaliadas em comparação com o grupo controle negativo. No teste de micronúcleo, os 
animais tratados não apresentaram nenhuma alteração mutagênica ou citotóxica em 
eritrócitos do sangue periférico. O óleo da folha de P. vicosanum apresentou atividade anti-
inflamatória nas duas doses testadas (100 e 300 mg/kg) através dos testes de edema de pata 
e pleurisia, sendo que para o teste de edema de pata, o melhor resultado foi obtido na 
terceira hora após a aplicação da carragenina. Além disso, o óleo essencial mostrou uma 
atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, e C. albicans, com valor de CIM  >500 
ug/mL; P. aeruginosa >1000 ug/mL e Salmonella sp. >250 ug/mL. Conclui-se que o óleo 
essencial das folhas de P. vicosanum apresenta atividades anti-inflamatória e 
antimicrobiana, sem causar toxicidade aguda ou genotoxicidade. 
 
Palavras-chaves: Plantas medicinais; Piper vicosanum; toxicidade aguda; genotoxicidade; 
mutagenicidade; inflamação; edema de pata; atividade antimicrobiana. 
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ABSTRACT 
 

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

 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 60 a 80% da população 

mundial, principalmente de países em desenvolvimento, recorrem ao uso de plantas como 

tratamento alternativo contra diversas doenças. Isso ocorre, entre outras coisas, em virtude 

da limitada disponibilidade de serviços de saúde, o que faz com que os denominados 

“remédios naturais” fiquem em uma ótima posição nos dias atuais. Fatores como baixo 

custo, segurança e eficácia dessas substâncias estão ganhando espaço entre as pessoas, 

tanto das áreas urbanas como das rurais [1]. 

Tendo em vista a grande aceitação do uso de plantas medicinais pela população, 

torna-se de grande importância estudos científicos de validação da utilização popular 

dessas espécies em relação à sua eficácia e segurança [1]. As plantas produzem substâncias 

químicas que podem atuar beneficamente ou agirem de forma tóxica sobre o organismo. 

Portanto, para que o homem possa fazer uso medicinal de uma espécie vegetal com 

segurança, é necessário que a mesma seja estudada sob o ponto de vista químico, 

farmacológico e toxicológico [2]. Assim, não basta o conhecimento popular da planta 

medicinal, os aspectos toxicológicos são fundamentais para que a população possa utilizar 

os medicamentos naturais de forma segura e eficaz [3, 4]. 

Nos últimos anos, o uso de medicamentos naturais para dor, inflamação e 

patologias infecciosas tem aumentado significativamente, tornando-se uma forma acessível 

de cuidados à saúde da população. No entanto, é fundamental avaliar a toxicidade de um 

produto ou substância natural antes de sua utilização terapêutica. Neste sentido, agências 

reguladoras, como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), vêm 

estabelecendo normas para a utilização de fitoterápicos, estipulando prazos para que a 

indústria farmacêutica apresente dados da eficácia e segurança destes medicamentos [5]. 

Alves e colaboradores [6] fizeram um levantamento etnobotânico das espécies 

vegetais que são utilizadas como plantas medicinais em dois fragmentos florestais 

localizados no município de Dourados-MS, e identificaram 28 famílias e 37 espécies 

consideradas medicinais segundo uso popular na região. Destas, as que apresentaram maior 

número de espécies foram Piperaceae (10,8%), Moraceae (8,1%), Smilacaceae (8,1%), 

Myrtaceae (5,4%) e Rubiaceae (5,4%).  
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A família Piperaceae possui cerca de 2.515 espécies, distribuídas em oito gêneros 

[7, 8]. É representada como ervas, arbustos frequentemente epífitos ou lianas. As folhas 

são simples e o caule nodoso [9]. As espécies dessa família encontram-se por toda 

América, e no Brasil, estão presentes cinco gêneros de 500 espécies, geralmente na mata 

atlântica [10].  

Entre as diversas espécies conhecidas, destaca-se a P. vicosanum. A primeira 

coleta de P. vicosanum foi em Viçosa, zona da mata mineira, por Y. Mexia, em 1930. Até 

hoje, são poucos os estudos que abordam seus aspectos biológicos e farmacológicos [11, 

12]. Em um dos poucos estudos realizados com P. vicosanum, foi observado que esta 

espécie possui óleos voláteis com importantes atividades biológicas, tais como, limoleno 

(45,5%), a-pineno (5,1%), piperitona (3,4%), E-cariofileno (1,4%), a-selineno (3,2%), 

delta-cadineno (2,2%), espatulenol (0,3%), óxido de cariofileno (0,4%), B-pineno (0,2%) e 

vestígios de Linalol e Germacreno D, demonstrando a necessidade de mais estudos com 

essa espécie [12]. 

Em virtude da escassez de trabalhos na literatura utilizando a espécie Piper, o 

presente estudo se propôs a fazer análises in vitro e in vivo do óleo essencial extraído das 

folhas de P. vicosanum, testando suas atividades anti-inflamatória e antimicrobiana e seu 

perfil toxicológico. Essa pesquisa tem como um dos objetivos a descoberta de novos 

agentes terapêuticos provenientes de óleos vegetais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Plantas medicinais e família Piperaceae 

 

As espécies vegetais se tornaram parte da cultura popular por conta das suas 

propriedades curativas, através de observação e experimentação pelos povos [13]. Assim, o 

uso de plantas medicinais para o tratamento e cura de doenças vem sendo utilizado desde o 

início da civilização, onde o homem começou um longo percurso de manuseio, adaptação e 

modificação destes recursos em seu benefício [14]. 

De acordo com a OMS, 80% da população de países em desenvolvimento 

utilizam tratamento tradicional nos seus cuidados básicos de saúde e 60-80% recorrem ao 

uso de plantas medicinais [15, 16]. Mesmo com esse aumento do uso de plantas pela 

população, muitas delas ainda não foram estudadas química ou farmacologicamente. 

Assim, sérios problemas podem ser ocasionados, principalmente, se o material não for 

cuidadosamente identificado, tendo certeza de que aquela é, realmente, a planta em questão 

e se estão sendo utilizadas em dosagens inadequadas [17]. Devido a estes possíveis riscos, 

estão sendo conduzidas pesquisas a partir do conhecimento etnobotânico das comunidades, 

para que sejam identificados seus benefícios e riscos [18, 19].  

Atualmente, a área de pesquisa de medicamentos fitoterápicos está aumentando e 

com isso, a busca de novas substâncias ativas provenientes de produtos naturais está se 

intensificando [20]. Neste sentido, uma pesquisa realizada no período de fevereiro de 2007 

a maio de 2008, em 21 comunidades rurais do município de Oeiras, Piauí, localizadas em 

área de transição vegetacional Caatinga/Cerrado, teve como objetivo conhecer as plantas 

tradicionalmente utilizadas pela população, sendo identificadas 167 espécies, distribuídas 

em 59 famílias botânicas e 143 gêneros, sendo 65,9% nativas. As famílias com maior 

representatividade de espécies foram Leguminosae e Euphorbiaceae. Salienta-se a elevada 

frequência de usos terapêuticos destas espécies, concentradas no tratamento de transtornos 

respiratórios (56 espécies), doenças infecciosas intestinais, hepáticas e helmintíases (65 

espécies) [21]. 

Alves e colaboradores [6] fizeram um levantamento etnobotânico das espécies 

vegetais que são utilizadas como plantas medicinais em dois fragmentos florestais 

localizados no município de Dourados-MS, e identificaram 28 famílias e 37 espécies 
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consideradas medicinais, segundo uso popular na região. Destas, as que apresentaram 

maior número de espécies foram Piperaceae (10,8%), Moraceae (8,1%), Smilacaceae 

(8,1%), Myrtaceae (5,4%) e Rubiaceae (5,4%).  

O gênero Piper, pertencente à família Piperaceae, é utilizado para fins terapêuticos 

e para o preparo de bebidas em diversas culturas [22]. Além disso, algumas espécies desta 

família são utilizadas comercialmente, como é o caso da P. nigrum L (pimenta do reino), 

comercializada desde o século XV, cujos frutos de sabor picante, são utilizados como 

condimento. O potencial medicinal desta espécie é conhecido por muitos povos para 

solução de problemas estomacais, diurese e falta de apetite [23]. Seus frutos maduros 

produzem a pimenta branca, enquanto frutos colhidos verdes, secos, produzem a pimenta 

preta do comércio [24].  

Apesar de um grande desafio taxonômico, há um grande interesse medicinal nas 

espécies de Piper. A dificuldade de estudos com a planta se deve provavelmente pelo 

diminuto tamanho das partes florais. Um estudo comparou folhas de nove espécies: P. 

aduncum Vell, P. cermaan Vell, P. dilatatum Rich, P. gaudichaudianon Kunth, P. 

hispidinervum C. DC, P. lindbergii C. DC, P. solmsianum C. DC, e P. umbellatum Jacq, 

com o objetivo de avaliar o potencial dos caracteres anatômicos para a separação da 

espécie e concluiu-se que todas as espécies são hipoestomáticas (possuem estômatos 

localizados na epiderme inferior da folhas) exceto P. hispidinervum. Em geral, a análise de 

agrupamento identificou três grupos distintos entre as espécies, com base nas 

características anatômicas estudadas [25]. A primeira coleta da P. vicosanum  foi em 

Viçosa, zona da mata mineira, por Y. Mexia, em 1930. Nesta ocasião, acreditava-se que a 

família Piperaceae possuía aproximadamente 2.000 espécies, distribuídas em 10 gêneros, 

sendo representados nas florestas brasileiras por 265 espécies [26]. No entanto, após alguns 

anos, evidenciou-se que o Brasil possui 500 espécies distribuídas em 5 gêneros, os quais 

são representados por Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis [27]. 

Algumas plantas do gênero Piper são conhecidas popularmente como ”falso 

Jaborandi”, “pariparoba” ou “jaborandi” e são utilizadas na terapia popular na região de 

Dourados-MS, como analgésicos, anestésicos, para o tratamento de queimaduras e de 

problemas gástricos [6]. No entanto, ainda são poucos os estudos científicos sobre espécies 

desse gênero, sendo de suma importância pesquisas para a comprovação de suas 

potencialidades terapêuticas. Abaixo, serão descritos estudos encontrados na literatura 
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sobre algumas espécies desse gênero, que tiveram seus efeitos terapêuticos comprovados 

cientificamente. 

A espécie P. amalago ou popularmente conhecida como “Jaborandi”, é distribuída 

desde o México até o Brasil e utilizada pela população para o tratamento da inflamação e 

da dor, agindo como anti-inflamatório natural [28]. Uma pesquisa realizada em ratos 

sugere que P. amalago atua no sistema nervoso, possuindo efeito ansiogênico [29]. Alguns 

compostos responsáveis pela atividade anti-inflamatória foram identificados nas raízes 

desta espécie, tais como amidas, piperina e sesquiterpenos [30]. Em outro estudo, foram 

isoladas e caracterizadas duas amidas piperidínicas ou pirrolidínicas, com atividade 

antibacteriana de extratos obtidos das folhas de P. amalago [31].  

P. aduncum é outra espécie de interesse medicinal. Além dos efeitos anti-

inflamatórios observados, esta planta apresentou efeitos antimicrobianos. Estudos 

demonstraram que essa espécie possui atividade inibitória contra microrganismos 

relacionados com a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida, tais como Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Mycobacterium intracellularae [32]. Além disso, inibiu 98% 

do crescimento de Leishmania amazonensis in vitro, apresentando uma ação molusticida e 

bactericida [33, 34]. 

 Em estudo da composição química de P. glabratum, foi demonstrado a 

ocorrência de um derivado de ácido benzoico prenilado, bem como um cromeno [35]. Até 

os dias atuais, há poucos estudos e trabalhos que abordem os aspectos ecológicos e 

farmacológicos desta espécie [36], no entanto, em estudo desenvolvido por Flores e 

colaboradores [37], algumas substâncias encontradas na P. glabratum mostraram efeito 

leishmanicida contra três espécies de Leishmania, e outros compostos apresentaram 

significante atividade tripanocida, demonstrando a necessidade de mais testes 

farmacológicos. 

P. umbellatum, encontrada no México, América Central, América do Sul e Ilhas 

das índias Ocidentais, é uma espécie utilizada em vários tratamentos, como doença renal, 

diarréia, afecções de pele, queimaduras, reumatismo, malária, parasitoses intestinais, 

inflamação e febre. Estudos fitoquímicos demonstraram a presença de terpenos, alcaloides, 

flavonoides, esteróis e outras classes de metabólitos secundários. O extrato e composto 

puro mostrou amplo potencial farmacológico, incluindo atividades antimicrobianas, anti-

inflamatórias, analgésicas, anti-oxidantes, citotóxicas, antimaláricos, leshimanicidas e 

atividade antitripanosomal [38]. 
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Outra espécie de interesse terapêutico é a P.vicosanum (Figura 1), a qual é um 

arbusto de 1 a 3 cm de altura, com crescimento monopodial. As folhas e os ramos são 

glabros e as espigas são curtas e eretas, as flores são aclamídeas, bissexuadas, com ovário 

súpero (ovário acima do plano do receptáculo) e uniovular; os frutos são drupáceos. É uma 

espécie que costuma ser observada na margem das trilhas em locais sombreados [39]. O 

óleo essencial da P. vicosanum é composto por hidrocarbonetos monoterpênicos em 

composição, com predominância de monoterpenos. A identificação por cromatografia 

gasosa do óleo mostrou a presença de β-pineno, espatulenol, E-cariofileno, óxido de 

cariofileno, α-pineno, α-selineno, piperitona, delta cadineno e limoneno [13]. Em 

decorrência dos poucos estudos científicos relacionados à P.vicosanum, objetivou-se 

avaliá-la em relação ao seu potencial terapêutico e toxicológico. 

 

 

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

 

2.2 Processo Inflamatório 

 

A reação inflamatória desempenha um importante papel fisiológico benéfico, pois 

é uma resposta complexa do hospedeiro em defesa da invasão de patógenos ou, de uma 

substância nociva, limitando os efeitos da agressão desses microrganismos. Pode ocorrer a 

partir de qualquer agente lesivo, sendo ele físico (queimadura, trauma), biológico 

(patógenos, como bactérias, vírus, alérgenos) ou químico (substância ácida ou cáustica) 

[40-42]. 

 Esta resposta geralmente é acompanhada por uma cascata complexa de eventos 

bioquímicos e celulares, como o extravasamento de fluidos ricos em proteínas de alto peso 

A B 
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molecular, ativação enzimática, migração celular, liberação de mediadores químicos, 

sensibilização e ativação de receptores, lise tecidual e resolução; e também por alguns 

sinais clínicos clássicos, resultantes desses eventos: aumento do fluxo sanguíneo e 

dilatação dos pequenos vasos, aumento da permeabilidade vascular (permitindo que as 

proteínas plasmáticas e leucócitos deixem a circulação e se acumulem no local da 

inflamação), aumento da temperatura, dor e, às vezes, perda da função do local afetado. 

Esses sinais foram nomeados de sinais cardinais e foram resumidos em rubor, edema, 

calor, dor e perda da função [41- 43]. 

Esse processo é a base de várias doenças e pode ser dividido, conforme sua 

duração e características, em agudo e crônico. O primeiro, geralmente, tem uma duração de 

algumas horas até poucos dias, apresentando edema, exsudato com migração de células 

(primeiramente neutrófilos), como, por exemplo, na anafilaxia. Já o segundo, pode durar 

vários dias, semanas e até meses, como é o caso da asma, da aterosclerose e da artrite 

reumatoide. Na reação aguda, pode ocorrer uma resposta inata, não-adaptativa, que é 

ativada logo após uma infecção ou lesão e, a resposta imunológica adaptativa, que somente 

é desencadeada após o sistema imunológico inato reconhecer o patógeno, ativando a 

imunidade humoral e celular [40, 44]. 

 

2.2.1 Processo Inflamatório Agudo e Crônico 

 

Na fase aguda ocorre extravasamento de líquido extracelular com liberação de 

mediadores. Com o reconhecimento do patógeno, o sistema imune é ativado, levando a 

liberação de macrófagos (neutrófilos fora da corrente sanguínea) e leucócitos 

polimorfonucleares (PNMs), que são responsáveis por liberar fatores que regulam a 

resposta inflamatória e imunológica na fase aguda, chamados de citocinas, polipeptídeos 

produzidos por células do sistema imune, que direcionam a resposta inflamatória até o 

local afetado (quimiotaxia) [42, 45, 46]. As citocinas se ligam a receptores celulares 

específicos, que resultam na ativação de vias de sinalização intracelular. Por este 

mecanismo, elas regulam a produção e a atividade de outras citocinas, o que pode 

aumentar (ação pró-inflamatória) ou diminuir (ação anti-inflamatória) a resposta 

inflamatória. Dentre as principais, encontram-se a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-

6), interferon-γ (IFN-γ) e o fator α de necrose tumoral (TNF-α) [45-47]. 
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A IL-1 é produzida pelos macrófagos ativados e células endoteliais e, possui ação 

pró-inflamatória. Tem meia-vida na circulação de, aproximadamente, seis minutos e, pode 

ser dividida em IL-1-α e IL-1-β. É o principal mediador da resposta de fase aguda. O TNF-

α é derivado das plaquetas, possui ações tanto pró-inflamatórias quanto anti-inflamatórias, 

ativam a coagulação, promovendo a expressão ou a liberação de moléculas de adesão, a 

prostaglandina E2, fator de ativação de plaquetas (PAF), glicocorticoides e, eicosanoides. 

É um dos primeiros mediadores a ser liberado, tendo uma vida útil de cerca de 20 minutos 

[46, 48, 49]. No caso da IL-6, ela é produzida por diversos tipos celulares (monócitos, 

macrófagos, linfócitos T e B, entre outros). São liberadas através de estímulos, 

principalmente, de vírus e bactérias, devido ao lipopolissacarídeo bacteriano [46]. 

 Com a vasodilatação, que é mediada basicamente por óxido nítrico (ON) e 

prostaglandinas vasodilatadoras, ocorre a liberação, além desses mediadores, de outras 

substâncias endógenas como, histamina, bradicinina, serotonina, produtos da cascata do 

ácido araquidônico, adenosina e substância P. Todos eles estão contidos no exsudato e 

promovem o aumento da permeabilidade vascular, ocorrendo assim, o edema, que vem 

acompanhado pela marginação, adesão e migração leucocitária [45]. 

Depois disso, os macrófagos e neutrófilos liberam radicais livres, além de várias 

substâncias oxidantes derivadas do oxigênio e do nitrogênio, criando um estresse oxidativo 

e nitrosativo, promovendo a indução de um grande número de fatores transcricionais, como 

o NF-kB, que atua como um mensageiro para a expressão de moléculas de adesão 

intracelular, tais como as selectinas (L-selectina, P-selectina, E-selectina) e integrinas. Isso 

resultará na infiltração de leucócitos no tecido lesionado [51, 52]. 

O ácido araquidônico sofre uma cascata de metabolização provocada pela enzima 

cicloxigenase (COX). Essa reação resulta em vários compostos, como prostaglandinas, 

prostaciclinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas, que são liberados no processo 

inflamatório. Atualmente, são conhecidas três isoformas desta enzima – COX-1, COX-2 e 

COX-3, sendo esta última ainda pouco conhecida. Os anti-inflamatórios não-esteroides 

[43] agem inibindo essa enzima, evitando assim a liberação dos mediadores inflamatórios 

[52]. 

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada, está presente nas células em 

condições fisiológicas, e tem relação com ações nos vasos sanguíneos, estômago e rins. A 

COX-2 é induzida em células que sofreram exposição de agentes pró-inflamatórios [52]. 
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 Tipicamente, ao dar início a um evento inflamatório, o objetivo de uma resposta 

inflamatória é o de reparar os locais afetados, e permitir retorno à homeostase sem deixar 

sinais ou vestígios desse processo. Se a resolução do processo não está completa, ocorre a 

progressão para a inflamação crônica e, até mesmo fibrose tecidual, onde os mecanismos 

patológicos são mais complicados e os resultados são muitas vezes mais duradouros e 

prejudiciais. Muitas doenças são consideradas como processos inflamatórios crônicos, tais 

como obesidade, diabetes tipo 2, doenças neurodegenerativas e câncer [42, 53]. 

 

2.2.2 Anti-inflamatórios Não Esteroides e Plantas Medicinais  

 

Existem três grupos principais de anti-inflamatórios, que são os anti-inflamatórios 

não-esteroides [43], os fármacos anti-reumatoides e os glicocorticoides [40]. 

A classe de anti-inflamatórios não-esteroides está entre as mais utilizadas, pois 

possui como principais propriedades: ser anti-inflamatório propriamente dito, analgésico e 

antipirético. Temos como exemplos dessa classe a aspirina, o diclofenaco, o ibuprofeno, o 

piroxicam e o celecoxibe [40]. 

Estas substâncias promovem o bloqueio da síntese de prostaglandinas por inibição 

da COX, produzindo assim os efeitos desejados e reduzindo os sinais cardinais da 

inflamação. No entanto, a maioria das substâncias existentes hoje no mercado, possui a 

capacidade de inibir tanto a COX-1 quanto a COX-2. Isso acarreta muitos efeitos 

colaterais, já que os efeitos terapêuticos (analgésicos e anti-inflamatórios) estão 

relacionados somente a inibição da COX-2 [45, 53]. 

Além das drogas sintéticas, vários extratos extraídos de plantas já mostraram 

atividades anti-inflamatória, antinoniceptiva e antipirética em modelos experimentais. 

Dentre estes, podemos citar: o extrato metanólico de Cariniana rubra (Jequitibá-vermelho) 

[54], o extrato hidroalcoólico de Officinali semblica [55], o óleo essencial de Tagetes 

minuta (planta da família do Girassol), dentre outros.  

A piperina (composto alcalóide de Piper nigrum), além das suas propriedades 

antioxidantes, pode exercer um efeito protetor através do mecanismo anti-apoptótico e 

anti-inflamatório [56]. Estudo mostrou que este composto inibiu a apoptose das células 

neuronais, demonstrando que a piperina age em marcadores anti-inflamatórios TNF-α e IL-

1β em ratos 6-OHDA-induzido por Parkinson. Assim, esse composto pode tornar-se um 

forte candidato para o desenvolvimento de fármacos com atividade anti-inflamatória. 
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2.3 Patologias Infecciosas e Resistência Bacteriana 

 

As bactérias são microrganismos procarióticos pertencentes ao Reino Monera, 

com tamanho de aproximadamente 0,2 a 2 µm de diâmetro e 1 a 6 µm de comprimento. 

Podem se apresentar de diferentes formas, como cocos, bacilos, espirilos e vibriões. 

Apresentam na sua estrutura cápsula (camada mucosa), parede celular, membrana celular, 

citoplasma, inclusões, ribossomos, cromossomos, plasmídeos, fimbrias e flagelos [57]. 

Bactérias como Citrobacter freündii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 

Salmonella sp., Shiguella sp., Staphylococcus aureus, Streptococcuspneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., entre outras, são 

responsáveis por várias doenças em seres humanos. Enquanto as bactérias citadas podem 

ser patogênicas, outras estão presentes na microbiota natural dos seres humanos, sendo 

importantes para o bom funcionamento e proteção de alguns órgãos [58].  

As infecções bacterianas têm sido umas das principais causas de doenças ao longo 

da história da humanidade. Com a descoberta e introdução de antibióticos, este problema 

tendeu a desaparecer. No entanto, atualmente, os microrganismos têm desenvolvido 

mecanismos de resistência que contrariam os avanços alcançados nos tratamentos das 

infecções [52].  

 O primeiro caso de resistência bacteriana a antibióticos foi publicado em 1947, 

quando foi relatado o isolamento de S. pyogenes (atualmente S. aureus) resistente à 

penicilina em 38 de 100 pacientes com infecções estafilocócicas na Inglaterra [59]. Em 

1961, cepas de S. aureus resistentes a meticilina e outras penicilinas semissintéticas 

também foram isoladas [60]. Em 2003, foi relatada que a ocorrência de S. aureus 

meticilina resistente (MRSA) isolado de swab nasal de indivíduos sadios, foi de 91% na 

Coréia [61] e 82,1% na Alemanha [62]. 

 Existem dois tipos de resistência aos antimicrobianos, a natural e a adquirida. Na 

resistência natural, qualquer indivíduo isolado da espécie, independentemente de onde foi 

isolado, apresenta resistência. É uma característica intrínseca de um microrganismo, que 

ocorre sem a exposição ao antibiótico [57]. Já na adquirida, apenas algumas cepas a 

apresentam, justamente porque desenvolveram ao longo do tempo. Existem quatro grandes 

mecanismos de resistência aos antibióticos que são: alteração da permeabilidade, alteração 

do local de ação, a bomba de efluxo e o mecanismo enzimático, que altera a estrutura 

química do antibiótico [52]. 
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A resistência das bactérias aos antimicrobianos varia de local para local, de 

região, de país e tem relação com a terapia antimicrobiana mais frequentemente utilizada 

pelos profissionais de saúde [57]. Para auxiliar no controle de desenvolvimento da 

resistência é preciso traçar os perfis dos locais de hospitais e instituições de modo a 

conhecer a tendência de comportamento e desta forma viabilizar formas eficientes de 

controle. Sabe-se da dificuldade de eliminar por completo o fenômeno da resistência 

bacteriana em ambientes hospitalares, em virtude do mecanismo de disseminação, portanto 

é fundamental a análise e controle deste processo, uma vez que essas cepas 

multirresistentes colocam em risco toda a população [62,63]. Como o problema da 

resistência a droga continua aumentando, torna-se necessário o desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos úteis ou novas formas de tratar o microrganismo resistente [64]. 

Uma nova forma de terapia que está sendo utilizada é a combinação de terapia 

antimicrobiana sinérgica entre agentes antimicrobianos conhecidos e extratos de plantas 

naturais. Estudos sugerem que a terapia da combinação entre extratos de plantas e 

antibióticos pode expandir o espectro antimicrobiano, evitando o aparecimento da 

resistência mutante e minimizando a toxicidade [65].  

Extratos de diversas plantas têm apresentado, além de propriedades 

antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade antibiótica e uma forte tendência na 

potencialização de antibióticos. Esta interação positiva já foi demonstrada em vários 

estudos, com muitos resultados promissores [65]. 

Assim, estudos de novos agentes antimicrobianos em plantas são de grande 

importância e é crucial em diversos setores de empresas farmacêuticas. Além disso, as 

plantas são fortes candidatos em estudos de bioprospecção, atuando nas descobertas da 

atividade farmacológica de novos agentes antimicrobianos, especialmente em países como 

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

 

2.3.1 Concentração Inibitória Mínima - CIM 

 

Utilizam-se os testes de diluição em caldo ou em ágar para determinar a 

sensibilidade de um microrganismo in vitro a um agente microbiano. Pelo CIM (ou MIC) 

determina-se a concentração inibitória mínima de um antimicrobiano, ou seja, a menor 

concentração de antimicrobiano que inibe o crescimento de um microrganismo [67].   
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Em alguns casos, tanto a concentração mínima bactericida quanto a bacteriostática 

tem sido denominada CIM [68]. Alguns autores descreveram concentração bacteriostática 

e bactericida como a menor concentração na qual a bactéria deixa de crescer em caldo, mas 

desenvolve quando o caldo é repicado para outro meio de cultura ou não desenvolve 

quando repicada, respectivamente [69].  

Os antibióticos são classificados em bactericidas e bacteriostáticos. Os 

bactericidas provocam alterações incompatíveis com a sobrevida bacteriana. Os 

bacteriostáticos inibem o crescimento e a reprodução bacteriana sem provocar sua morte 

imediata [63]. A CIM obtida no teste de diluição pode dizer a concentração de agente 

antimicrobiano necessário no local da infecção para inibir o organismo infectante [67]. 

Os termos utilizados no resultado da CIM são: a) susceptível, significando que os 

microrganismos isolados são inibidos pelas concentrações normalmente realizáveis de 

agente antimicrobiano; b) intermediário, inclui isolados com agente antimicrobiano em 

concentrações inibitórias mínimas que se aproximam dos níveis sanguíneos e de tecidos 

geralmente atingíveis e para a qual, as taxas de respostas podem ser menores do que para 

os isolados sensíveis; c) resistente, implica que os isolados não são inibidos pelas 

concentrações realizáveis do agente com esquemas de dosagens normais e/ou em que as 

concentrações inibitórias mínimas demonstram que caem no intervalo no qual os 

mecanismos específicos de resistência microbiana [67]. 

Os testes de CIM realizados neste estudo utilizaram cepas ATCC de bactérias 

como Staphylococcus aureus (bactéria gram-positva), Escherichia coli, Samonellasp. 

(gram-negativas), Pseudomonas aeruginosas (gram-negativa não fermentadora) e Candida 

albicans (levedura). 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococcaceae, possui 33 espécies, 

sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras biológicas humanas. A principal 

espécie deste gênero é o S. aureus, que tem a forma esférica (são cocos), cerca de 1μm de 

diâmetro, e formam grupos com aspecto de cachos de uvas. Este microorganismo é um 

importante patógeno envolvido na etiologia das infecções humanas, sendo encontrado, 

como microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e axilas. É responsável por diferentes 

tipos de infecções, a maioria infecções ligeiras da pele e tecidos moles, mas também é 

agente etiológico de formas graves de pneumonia, endocardites e sepses [70]. Qualquer 

sistema de órgãos é propenso à infecção por S. aureus, as infecções mais importantes são a 

bacteremia, endocardites e infecções do trato respiratório [71].  



15 
 

Escherichia coli é uma Enterobactéria (gram-negativa) que compreende grande 

número de grupos e tipos sorológicos, identificados por anti-soros preparados contra as três 

variedades de antígenos que ocorrem na espécie (O, K e H). Não são todas as cepas de E. 

coli provenientes do intestino humano ou de qualquer outro lugar do organismo que 

apresentam os três tipos de antígenos ao mesmo tempo [57]. É uma espécie podendo ser 

comensal e que pode causar infecções intestinais, urinárias, septicemias, meningites, entre 

outros. As estirpes de E. coli enteropatogênicas são classificadas em seis grupos: E. coli 

enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), 

E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), e E.coli que adere 

difusamente (DAEC) [72]. 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aeróbio Gram-negativo não fermentador de 

açúcar, pertencente à família Pseudomonaceae. Patógeno oportunista presente em 

infecções hospitalares, urinárias e sepse, estando mais suscetíveis em pacientes com 

queimaduras, possui alta mortalidade, podendo chegar a 33% em pacientes 

imunodeprimidos [73]. A umidade é um fator crítico em reservatórios hospitalares de P. 

aeruginosa, como: equipamentos de ventilação mecânica, soluções de limpeza, 

desinfetantes, pias e panos de chão, sendo altamente resistentes à variação de temperatura 

[73]. 

O gênero Candida, representados por leveduras, atuam como patógenos 

oportunistas, desencadeando doenças em indivíduos com fatores adversos, essencialmente 

os imunocomprometidos [74]. Por compor a microbiota, fazendo parte das mucosas 

digestivas e genital dos seres humanos e de muitos mamíferos, C. albicans é a espécie mais 

comumente envolvida em infecções [75]. No hospedeiro, a proteção contra infecções 

fúngicas ocorre em primeiro momento pelas barreiras físicas, como pele, mucosas, 

secreções e pH, e pelo sistema imunológico [76].   

As salmonelas são divididas em duas espécies: S. entérica, que é dividida em seis 

subespécies, e S. bongori [77]. Uma terceira espécie foi descrita e isolada de um sedimento 

de regiões aquíferas, denominada S. subterrânea [78]. Microrganismos pertencentes à 

família das enterobactérias, as Salmonellas são imóveis (com exceção da S. pullorum e S. 

gallinarum), anaeróbios facultativos e crescem a uma temperatura entre 5 a 45° C. Podem 

crescer em pH baixo e quase sempre são sensíveis ao aumento da concentração salina [78]. 

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

parathyphi, que são causadoras de febres tifoides e paratifoides. A S. thyphimurium é uma 
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das principais bactérias causadoras de uma doença gastrointestinal menos grave nos 

animais e no homem em todo o mundo. No Brasil, cepas de S. typhimurium foram isoladas 

de alimentos para o consumo humano. A multirresistência dessas cepas a diversos 

antimicrobianos ocorre devido ao uso indiscriminado de antibióticos em produtos agrícolas 

e no tratamento de pacientes [79]. 

 

2.4 Estudos toxicológicos 

 

Com a oferta de novas drogas e de novos compostos, bem como o aumento dos 

casos de intoxicação, a toxicologia torna-se uma importante ferramenta para se avaliar a 

segurança e o risco no emprego de tais agentes. Assim, para obter-se segurança no uso de 

qualquer substância, devem ser feitos estudos não clínicos, nos quais incluem estudos de 

toxicidade aguda (dose única), toxicidade subaguda ou crônica (doses repetidas), 

toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, e alguns outros testes dependendo do objetivo do 

estudo [80].  

Estudos de toxicidade aguda devem ser feitos primeiro para selecionar a dose 

adequada para os estudos posteriores (subagudo e crônico). No entanto, a avaliação dos 

efeitos adversos da administração de doses repetidas em animais pode ser mais relevante 

para a determinação da toxicidade geral da preparação vegetal [81, 83].  

Após esses testes feitos em animais, conseguem-se diretrizes para a escolha de 

uma dose que possa ser usada com “segurança” em seres humanos, já que os resultados 

relacionados, principalmente, com a parte hematológica, gastrointestinal, cardiovascular e 

efeitos adversos obtidos nos animais podem ser correlacionados com o homem. Além 

disso, é muito difícil determinar certos efeitos adversos em animais, tais como dor de 

cabeça, dor abdominal, tonturas e distúrbios visuais [84].  

 

2.4.1 Toxicidade Aguda 

 

O guia desenvolvido pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária [85] traz a 

definição deste tipo de estudo: “Os estudos de toxicidade aguda são aqueles utilizados para 

avaliar a toxicidade produzida por uma droga quando esta é administrada em uma ou mais 

doses durante um período não superior a 24 horas, seguido de observação dos animais por 

14 dias após a administração”.  
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Este tipo de estudo deve ser realizado com uma espécie de animais mamíferos 

adultos (de 8 a 12 semanas de idade), de preferência roedores, que não sejam 

geneticamente modificados, utilizando-se machos e fêmeas, no mínimo de seis animais de 

cada sexo por grupo de teste. A via de administração escolhida deve ser a proposta para o 

uso da substância em questão, testando-se doses suficientes para que possa ser determinada 

a DL50 (dose letal 50%), dose que mata 50% dos animais e que possa ser observado os 

possíveis efeitos adversos provocados pelo produto. Caso não apareça nenhum tipo de 

efeito adverso, deve ser utilizada a dose máxima possível. A observação após o tratamento 

deve ser feita para identificar sinais de toxicidade, tais como: variações de peso corporal e 

no consumo de ração e água, sinais clínicos (piloereção, contorções, tremores, convulsões, 

cianose, ataxia e diarreia), tempo de aparecimento, progressão e reversibilidade desses 

sintomas, anotando-se o maior número de parâmetros possíveis [81, 82]. 

Além dos ensaios de toxicidade aguda e subaguda, a OECD e normativas da 

ANVISA também sugerem estudos de genotoxicidade, quando houver indicação de uso 

contínuo ou prolongado da planta por humanos. 

 

2.5 Ensaios de Genotoxicidade 

 

 A genotoxicidade é uma modalidade/especialidade que se situa entre a 

toxicologia e a genética, [86] avaliando os potenciais e efeitos genotóxicos de uma 

substância [87, 88], através de ensaios que são categorizados pelos indicadores biológicos, 

ou seja: mutação gênica, dano cromossômico ou lesão no DNA [89]. 

Os estudos de genotoxicidade são testes in vitro e in vivo utilizados para detectar o 

potencial das substâncias sob investigação de causar mutações gênicas, lesões gênicas e 

alterações cromossômicas [5], visto que tais eventos são considerados pré-requisitos 

importantes para o desenvolvimento de efeitos adversos à saúde, como o câncer [89]. A 

genotoxicidade não é uma medida de carcinogenicidade, mas é frequentemente utilizada 

como um indicador para o câncer, uma vez que os testes medem um evento inicial ou 

intermediário da tumorigênese [89]. 

Testes de genotoxicidade são rotineiramente utilizados para uma avaliação do 

espectro toxicológico de compostos químicos, plantas e medicamentos. Os ensaios 

comumente utilizados para avaliar o potencial genotóxico e mutagênico de substâncias são 
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o teste do micronúcleo e o ensaio cometa. São testes rápidos, simples e sensíveis na 

avaliação de vários tipos de danos genéticos e citogenéticos [89]. 

 

2.5.1 Ensaio Cometa - Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)  

 

O teste cometa é uma técnica rápida, sensível e simples, de baixo custo com 

finalidade de detectar e analisar lesões no DNA [89, 90]. Este teste pode ser considerado 

um biomonitoramento a níveis crônicos de exposição, podendo ser utilizado em inúmeras 

análises onde se podem avaliar células viáveis [91].  

O teste cometa se difere de outros ensaios que detectam danos no DNA por 

requerer células viáveis, mas não em divisão, permitindo sua aplicação a qualquer tipo de 

tecido dos quais células vivas possam ser obtidas  [92]. 

O Ensaio Cometa ou “single cell gel electrophoresistest” (SCGE) introduzido por 

Singh et al.,[93] e modificado por Speit e Hartman [94] é realizado um ensaio com células 

sanguíneas de um tratado (in vivo ou in vitro) com as substâncias teste em análise.  O 

sangue coletado é misturado com agarose de baixo ponto de fusão no momento que a 

agarose solidifica.  Após a solidificação, as células são lisadas em solução detergente, por 

pelo menos uma hora, e então as lâminas são colocadas em câmara de eletroforese com 

solução alcalina, permitindo o desenrolar do DNA. Quando a substância ou composto em 

análise provoca alguma modificação no material genético, isso resulta na migração de 

pequenos fragmentos do DNA através do gel de agarose na eletroforese, caracterizando 

imagens de nucleóides como cometas (cabeça e cauda), que, quando corados pelo brometo 

de etídio, podem ser observados em microscópio de fluorescência [92]. 

O cometa é classificado em quatro categorias (Figura 2), distribuídos desde a 

classe zero, em que as células não apresentam cauda (dano mínimo), até a classe quatro, 

em que as células apresentam tamanho da cauda superior a duas vezes mais o tamanho da 

cabeça (dano máximo). Cometas sem cabeça ou com caudas muito extensas são 

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

 
 

O teste cometa é utilizado para detectar lesões genômicas, que, após serem 

processadas podem resultar em mutação. As lesões detectadas pelo ensaio são passiveis de 

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

 

2.5.2 Teste do Micronúcleo 

 

O micronúcleo se constitui de uma pequena massa nuclear delimitada por 

membrana e separada do núcleo principal. Eles são formados durante a telófase da mitose 

ou meiose, quando o envoltório nuclear é reconstituído ao redor dos cromossomos das 

células filhas. São resultantes de fragmentos cromossômicos acêntricos ou de 

cromossomos inteiros que não foram incluídos no núcleo principal. Portanto o micronúcleo 

representa perda de cromatina em consequência do dano cromossômico estrutural ou dano 

no aparelho mitótico [96]. 

Fragmentos cromossômicos também denominados micronúcleos são pedaços que 

resultam de quebras de cromossomos, ou de cromossomos inteiros que se atrasam durante 

a anáfase, e podem não ser incorporados no núcleo principal das células filhas após a 

divisão celular. O índice de micronúcleos em células humanas ou de roedores tem se 

tornado um dos parâmetros citogenéticos empregados na rotina de testes de genética 
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toxicológica dos agentes químicos e radiações in vivo e in vitro. O ensaio pode ser 

analisado em eritrócitos, células da mucosa oral ou linfócitos para estimativa de dano 

genético induzido in vivo [97]. 

O ensaio do Micronúcleo detecta agentes clastogênicos (que quebram 

cromossomos), e agentes aneugênicos (que induzem aneuploidia ou segregação 

cromossômica anormal) [98, 99]. O objetivo do ensaio é a detecção de danos induzidos 

pelo composto testado nos cromossomos ou no aparelho de eritroblastos [100]. 

Durante o processo de divisão celular na medula óssea (Figura 3), os eritrócitos 

sofrem duplicação final dos cromossomos, diferenciando-se em eritrócitos policromáticos. 

Eritrócitos jovens são ricos em ribossomos, justamente por isso são facilmente corados, 

diferenciando-se em eritrócitos maduros ou normocromáticos que não contem ribossomos. 

Na presença de agentes clastogênicos e de agentes aneugênicos, os fragmentos 

cromossômicos resultantes das quebras do material genético podem não ser incorporados 

no núcleo principal das células filhas após a mitose, originando o micronúcleo. Este, por 

sua vez, permanece no citoplasma e pode ser facilmente visualizado em eritrócitos 

policromáticos (tempo de vida relativamente curto). Assim, qualquer micronúcleo que ele 

contenha, tem grande possibilidade de ter sido gerado como aberrações cromossômicas 

induzidas recentemente, na presença da substância que causou esse dano [101]. 

 

Figura 3. Eritropoiese in vivo. Formação de eritrócitos policromáticos, normocromáticos e micronúcleos. N: 
Núcleo. PCE: eritrócito policromático. NCE: eritrócito normocromático. MNPCE: Eritrócito policromático 
micronucleado 
FONTE: Adaptado de Krishna e Hayashi, 2000. 

 
Segundo o protocolo original de Heddle [102] e Schmid [103], os micronúcleos 

são encontrados nos eritrócitos jovens. Quando os eritroblastos expelem seu núcleo, ao se 

transformarem em eritrócitos, os micronúcleos permanecem no citoplasma onde são 
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facilmente reconhecíveis. Se forem contados os micronúcleos apenas nesse tipo de célula, 

haverá a segurança de que eles se formaram na mitose anterior, na presença do agente 

mutagênico. O período entre a última divisão e a formação de eritrócitos policromático é 

de 8 a 12 horas, é óbvio que só serão encontrados micronúcleos induzidos pelo agente 

cerca de 10 horas após o tratamento. Além disso, o intervalo mínimo no qual os 

micronúcleos podem ser detectados corresponde à duração do estágio policromático entre 

10 a 24 horas. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar o perfil toxicológico e genotóxico e as atividades anti-inflamatória e 

antimicrobiana do óleo essencial das folhas de P. vicosanum. 

  

3.2 Objetivos Específicos  

 

 Investigar o potencial anti-inflamatório do óleo essencial das folhas 

de P. vicosanum em ratos, por meio dos testes de edema de pata e pleurisia; 

 Investigar o potencial antimicrobiano in vitro  do óleo essencial das folhas de P. 

vicosanum frente às cepas ATCCs de fungos e bactérias, através do teste 

de Concentração Inibitória Mínima; 

 Investigar o potencial tóxico do óleo essencial das folhas de P. vicosanum, através 

do teste de toxicidade aguda em ratos; 

 Avaliar os possíveis efeitos mutagênicos e genotóxicos do óleo essencial das folhas 

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

 

 

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

Keywords: Essential oil, Piperaceae, Piper vicosanum, acute toxicity, 
genotoxicity, inflammation 

 

 

1 INTRODUCTION 

 

There is considerable interest in identifying new therapeutic agents obtained from 

plants used in popular medicine. One of the reasons of this interest is that drugs currently 

available have a number of adverse effects and new strategies are needed to improve 

treatment [1]. 

The genus Piper (Piperaceae family) comprises about 700 species distributed in 

the tropical and subtropical regions. Piper species have been widely used in folk medicine 

for the treatment of various diseases such as pain, fever and inflammation, and in the 

preparation of ceremonial drinks [2,3]. Phytochemical analyses of this genus have 

demonstrated the occurrence of alkaloids, amides, propenylphenols, lignans, neolignans, 

steroids, pyrones, chalcones, dihydrochalcones, flavones and terpenoids [3,4]. 
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Although little information is available in the literature on the therapeutic or toxic 

effects of this plant, studies have shown that extracts obtained from some species of Piper, 

such as P. amalago, P. Nigrum, P.cubeba, P. abbreviatum, P. erecticaule, P. lanatum 

present therapeutic properties, such as anti-inflammatory and antimicrobial activities, 

hepatoprotective effects, among others [5-7]. The especially well-studied species regarding 

their therapeutic activities, the fruits of P. Nigrum L.,  possesses potent analgesic and anti-

inflammatory activities, at doses of 10 and 15 mg/kg and these activities were attributed to 

piperine, its major alkaloid constituent [7]. 

 P. vicosanum Yuncker is a shrub that occurs in the Brazilian Atlantic Forest. The 

study carried out by Mesquita et al. [8], revealed that this species possesses volatile oils 

with valuable biological activities, such as limonene (45.5%), α-pinene (6.1%), piperitone 

(3.4%), E-caryophyllene (1.4%), a-selinene (3.2%), d-cadinene (2.2%), spathulenol 

(0.3%), caryophylleneoxide (0.4%), b-pinene (0.2%) and linalool and germacrene D traces, 

demonstrating the need for further studies about this species [8]. Thus, due to the lack of 

studies in the literature using the Piper species, this study evaluated the anti-inflammatory 

effects of the essential oil extracted from P. vicosanum leaves (OPV) and determined the 

toxicological potential of this oil through acute toxicity, genotoxicity and mutagenicity 

tests. 

 

2 MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Plant Material, Preparation and Isolation of Essential Oil  

Piper vicosanum leaves (5 kg) were collected (latitude 22012'37, 7 "south and 

longitude 54055'03, 2" west) in August 2014. A voucher specimen was identified by Dr. 

Elsie Franklin Guimarães and deposited (register: 4412) in the DDMS herbarium of the 

Federal University of Grande Dourados (UFGD). 

The OPV were obtained by hydrodistillation, using Clevenger type apparatus for 4 

h. At the end of each hydrodistillation, the oils were collected, dried with anhydrous 

Na2SO4, and transferred to glass vials. 

The analyses were performed employing a gas chromatograph (GC-2010 Plus, 

Shimadzu, Kyoto, Japan),  mass spectrometer detector (GC-MS 2010 Ultra) using a fused 

silica capillary column DB-5 (60 m length x 0 25 mm internal diameter  x 0.25 mm thick 

film). The temperatures of the injector, detector and the transfer line were 250, 280 and 
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300 °C, respectively. The analysis conditions were: injection volume of 1 µL, 1:20 split 

injection, heating ramp of 50 °C initial temperature reached 280 °C at 3oC min-1 and 

remained in the final temperature for 10 minutes. The mass spectrometer scan parameters 

included electron impact ionization voltage of 70 eV, the mass range of 45-650 m/z with 

0.5s sweep range. The identification was carried out using the calculated retention indexes 

using the same mixture of linear alkane (C7-C40) as external reference [9] associated index 

reported in the literature [10] and analysis of the mass spectra of the samples compared to 

the databases (NIST21 and WILEY229).  

 

2.2 Animals 

Adult male Wistar rats (90 days old, weighing approximately 340 g, n = 45) and 

females (60 days old, weighing approximately 300g, n=9) were used in the acute toxicity 

and inflammation study. Female Swiss mice (60 days old, weighing approximately 30g, 

n=50) were used in genotoxicity and mutagenicity studies. All animals used in the 

experiments were provided by the UFGD. The animals were maintained under controlled 

temperature (23˚C), with a constant 12 h light-dark cycle and free access to food and 

water. The experimental procedures were in accordance with the Ethical Principles in 

Animal Research and approved by the Committee for Ethics in Animal Experimentation at 

the UFGD (Protocol number 024/2014).  

 

2.3 Acute Oral Toxicity 

Acute toxicity studies were carried out using the OECD (Organization for 

Economic Cooperation and Development) - Guidelines 425 and ANVISA guidelines 

(Brazilian Health Surveillance Agency) [11, 12]. 

OPV was administered by gavage, at a dose of 2000 mg/kg, to one female rat after 

8 h of fasting. Sequentially, at intervals of 48 h, the same dose was administered to four 

female rats, totaling five treated animals. Under the same conditions, five females were 

treated with vehicle (saline) in order to establish a comparative negative control group 

[13]. 

The animals were observed periodically during the first 24 h after administering 

the essential oil and then once a day for 14 days. The five parameters of the Hippocratic 

screening [14] were analyzed: conscious state (general activity); activity and coordination 

of motor system and muscle toning (response to tail touch and grip, straightening, strength 
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to grab); reflexes (corneal and headset); activities on the central nervous system (tremors, 

convulsions, straub, sedation, anesthesia and ataxia) and activities on the autonomic 

nervous system (lacrimation, cyanosis, ptosis, salivation and piloerection). The water and 

feed consumption and body weight were also recorded daily [13]. 

At the end of the observation period, all animals were anesthetized (Ketamine and 

xylazine, 25 and 10 mg/kg, respectively), afterwards euthanasia was performed with 

decapitation and organs (heart, lung, spleen, liver, kidney) were removed, weighed and 

examined macroscopically. 

  

2.4 Comet assay and Micronucleus Test With Peripheral Blood 

Animals were divided into five groups (n=10/group). Three groups received OPV, 

at doses of 500 (group III), 1000 (group IV), or 2000 (group V) mg/kg body weight by oral 

route (gavage) [15]. The negative control animals (group I) were exposed to sunflower oil 

(vehicle), by gavage and to saline (0.1 mL/10 g body weight, i.p). The positive control 

animals (group II) were treated intraperitoneally with cyclophosphamide (Fosfaseron, 

Filaxis) at a dose of 100 mg/kg [16].  The OPV dosages were based on our determination 

of the LD50, which was higher than 2000 mg/kg. The treatment was performed once, and 

OPV was dissolved in sunflower oil and cyclophosphamide was dissolved in saline before 

administration. Cyclophosphamide was used to induce DNA damage, which has already 

demonstrated in vivo and in vitro genotoxicity activity in mouse bone marrow cells and 

peripheral blood [17]. 

For the Comet assay, 24 h after treatment with OPV, 20 µL of blood was collected 

from each animal of each group. Slides were pre-coated with 5% agarose, and 20 μL of 

blood of each individual with 120 μL of agarose LPM (1.5%) at 37 °C were placed on the 

slide. 

The coverslips were removed and the slides immersed in freshly prepared lysis 

solution with 89 mL of lysis stock solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 

10 adjusted with NaOH, 89 mL of distilled water and 1% of sodium lauroylsarcosine), 

1 mL of Triton X – 100 and 10 mL of DMSO, for 1 h at 4 °C in the dark. The slides were 

placed on an electrophoresis chamber filled with buffer pH > 13 (300 mM NaOH and 

1 mM EDTA, prepared with a stock solution of 10 N NaOH and EDTA 200 mM, pH 10) at 

4 °C for 20 min for DNA denaturation. Electrophoresis was performed at 25 V and 

300 mA (1.25 V/cm). The slides were then neutralized with buffer pH 7.5 (0.4 M Tris–
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HCl) for three 5-min cycles, air dried, fixed with 100% ethanol for 10 min. The slides were 

stained with 100 μL of ethidium bromide (20 μg/mL) and covered with a coverslip. The 

material was examined with a fluorescence microscope, equipped with an excitation filter 

of 515-560 nm and a barrier filter of 520 nm at 40 X magnification.  

Each slide was identified and analyzed in a blind test. The cells (200 per animal; 

100 for each time-point) were analyzed randomly. The comet findings were classified as 

follows: class 0 (no damage); class 1 (comet tail shorter than the diameter of the nucleoid); 

class 2 (comet tail once or twice the diameter of the nucleoid); and class 3 (comet tail more 

than twice the size of the nucleoid). Comets with a turbid aspect or a head that was too 

small were excluded from the analyses, as they could represent dead cells [18].  A total 

damage score was determined by multiplying the number of cells assigned to each class of 

damage by the numeric value of the class and summing all resulting values.   

The micronucleus test with pheripheral blood was conducted according to 

Hayashi et al. (1990) [19]. Blood was collected from the tail of animals from all groups at 

24, 48, and 72 h after treatment. Slides were previously prepared with 20 μL of acridine 

orange, and 20 μL of peripheral blood was added in the center of the prepared slides. 

Slides were slip covered and stored in a freezer. The slides were examined using blue light 

fluorescence microscope (488 nm), an orange barrier filter, and magnification of 100X. 

Two thousand cells per animal (two slides per animal/ treatment) were examined and 

micronucleated cells weas counted. The micronuclei frequency was examined at 24 h, 

48 h, and 72 h after treatment.  

 

2.5 Carrageenan-induced Rat Pleurisy 

  Different groups of rats were orally treated with OPV (100 and 300 mg/kg) or 

vehicle (0.9% saline – control group). The positive control group received a dose of 1 

mg/kg of dexamethasone subcutaneously. Pleurisy was induced in experimental groups by 

intrapleural injection of 100 µL of 1% carrageenan diluted in saline, as previously 

described [20]. The naive group received 100 µL of sterile saline by intrapleural injection. 

After 4 h, the animals were euthanized and the pleural cavity was rinsed with 1 mL 

phosphate buffer-saline (PBS). An aliquot of 20 µL of lavage (exudate) was collected from 

the pleural cavity, and diluted with Turck (1:20) and used for total leukocyte count in a 

Neubauer chamber [20, 21]. 

 



37 
 

2.6 Carrageenan-induced Rat Paw Edema 

Different groups of rats were orally treated with OPV (100 and 300 mg/kg) or 

vehicle. Another group was treated subcutaneously with dexamethasone (1 mg/kg). After 1 

h, the animals received a solution of 50 L carrageenan injection (300 g/paw) in one of 

the hind paws. The other paw received the same volume of sterile 0.9% saline. A 

plethysmometer was used to measure the thickness of the paw edema, before the treatment 

and at 1; 2; 3 and 4 h after the carrageenan. Results were expressed as m and the 

difference between basal and post-injection values were quantified as edema [21, 22]. 

 

2.7 Statistical Analyses 

Data are presented as mean ± SEM. Difference among groups was evaluated by 

analyses of variance (ANOVA) followed by Tukey-Kramer test. Statistical differences 

were considered to be significant at p < 0.05. Graphs were performed using GraphPad 

Prism Software (San Diego, CA, U.S.A). 

 

3 RESULTS 

 

The gas chromatography/mass spectrometry (GC-MS) analysis identified 60 

compounds in the OPV. Most of the compounds were ϒ-Elemene (14.16 %), α-Alaskene 

(13.44%) and Limonene (9.10%) (Table 1). 

It was observed that after the acute toxicity test OPV did not cause death or signs 

of toxicity either immediately after or during the post-treatment period. In addition, water 

and food consumption did not differ between experimental groups (data not shown). There 

was no statistical difference for body weight and for the relative weight of the organs 

between groups (Table 2).  

Table 3 presents the overall frequency of damaged cells, the division between the 

classes of damage and score ± SEM for the comet assay. These results showed that the 

groups treated with different doses of OPV did not exhibit increase in the frequency of 

genotoxic damage, when compared with the negative control group. Conversely, these 

parameters were significantly different to those observed in the positive control group. 

With regards to the micronuclei frequency (Table 4), the results indicated that 

groups treated with OPV exhibited similar averages (at all time-points) to those observed 

in the negative control group, and that these differed from those observed in the positive 
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control group. This showed that exposure to OPV did not alter the number of 

micronucleated polychromatic erythrocytes. 

One hour after the carrageenan-induced inflammation, the control group 

continued to show edema, whereas the groups treated with OPV at doses of 100 and 300 

mg/kg showed a significant decrease in edema compared to the group control (Figure 1A) 

with inhibitions of 78 ± 2 % and 75 ± 3 % at 2 h and  80 ± 2 % and 86 ± 3 % after 4 h, 

respectively. For positive control the inhibitions was 93 ± 7 % at 2 h and 85 ± 5 % after 4 

h. This reduction continued after the second, third and fourth hour of observation (Figures 

1B, 1C and 1D). Additionally, the oral administration of OPV significantly inhibited the 

leukocyte migration at all doses tested (100 and 300 mg/kg), with inhibitions of 70 ± 3 % 

and 85 ± 2 %, respectively, and higher inhibition at a dose of 300 mg/kg (Figure 2). For the 

positive control the inhibition was 91 ± 2 %. 

 

DISCUSSION 

 

Species belonging to the Piperaceae family are well known due to their 

therapeutic properties in folk medicine [23], however, evidenced-based information is 

limited. To our knowledge, the present study may represent the first research that 

demonstrates the anti-inflammatory activity of the essential oil of Piper vicosanum leaves 

without causing toxic effects. 

In this study, the results indicate that acute administration of OPV has low oral 

toxicity in rats, since no mortality or clinical signs were observed, which are characteristic 

of intoxication after administration of 2000 mg/kg. Thus, it is suggested that the oral lethal 

dose (LD50) of OPV is > 2000 mg/kg, and can be classified as a low-toxicity oil according 

to OECD [13]. Similar results were found by Rodrigues et al. and da Silva et al. [24, 25], 

that after the acute toxicity analysis of other species of Piper (P. ovatum and P. 

umbellatum ) did not observe toxicity signs at doses of 5000 mg/kg or 2000 mg/kg, 

respectively [24, 26]. 

Despite the therapeutic properties, several medicinal plants have genotoxic or 

mutagenic effects [27, 28], demonstrating the need to assess the genotoxic potential of 

herbal preparations [29]. In the present study, the genotoxic effects of OPV were evaluated 

using the comet assay, which detects DNA damage produced by chemical and physical 
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agents [30]. The OPV treatment did not increase the incidence of comets in all doses 

tested, indicating lack of genotoxicity of this oil. 

In addition, the mutagenic effects of OPV were evaluated using the micronucleus 

test in peripheral blood, where changes in DNA and/or damage to the spindle can be 

detected [31]. Moreover, in the present study OPV did not exhibit any mutagenic effects 

24, 48 or 72 h after oral administration to mice. 

The carrageenan-induced paw edema is a widely used method to evaluate 

nonsteroidal anti-inflammatory drugs. Anti-inflammatory drugs initially inhibit the 

cyclooxygenase enzyme, which is involved in prostaglandin synthesis [7]. Some species of 

the Piper genus have been tested for their anti-inflammatory activity, showing satisfactory 

results [7, 32]. The P. Nigrum species presented anti-inflammatory activity through the 

paw edema method and this effect was attributed to presence of piperine [7]. In our study, 

reduced carrageenan-induced paw edema was observed in both doses tested, in which after 

2, 3 and 4 h of induction, this reduction was dose-dependent.   

The anti-inflammatory activity of OPV also was evaluated using the carrageenan-

induced pleurisy model, which can confirm the results obtained by the paw edema test [33, 

34].   This is a classical test to assess this type of inflammation, forming an exudate in the 

pleural cavity characterized by infiltration of polymorphonuclear leukocytes, and the 

release of various chemical mediators important in the inflammatory process [35].   

Anti-inflammatory drugs such as dexamethasone and indomethacin inhibit 

leukocyte migration between 3 and 6 hours after carrageenan administration. Studies 

performed with the oil of P. aleyreanum (1-100 mg/kg, p.o.) in rodents have shown that 

this oil decreased the total leukocytes count, neutrophils and mononuclear cells, through 

pleurisy tests, demonstrating the therapeutic potential of this plant [36]. Similarly, P. 

marginatum extract (0.5 and 1 g/kg) reduced the paw edema in rats by 80 to 90% in 

relation to the control group, but had a minor effect on the exudate volume and leukocytes 

migration in carrageenan-induced pleurisy [28]. However, in another study, Rodrigues 

Silva et al. [24], found no anti-inflammatory activity in the hydroethanolic extract of P. 

ovatum leaves (500 mg/kg), since this did not reduce the pleural exudate volume [24]. 

In the present study, the treatment with OPV was able to significantly decrease the 

pleural exudate volume and the leukocyte recruitment in the pleural cavity at the two doses 

tested, and this effect was dose-dependent. These results, together with the paw edema test, 

reinforce the anti-inflammatory potential of this species. 
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Essential volatile oils, characteristic of most species of this genus, have also been 

object of several studies, revealing valuable biological activities and interesting 

compositions with monoterpenoids, sesquiterpenoids and seldom phenyl- and 

arylpropanoids [8]. According to Mesquita et al. [8], the composition of P.vicosanum 

leaves, was dominated by monoterpenoids, with limonene and 1.8-cineole as major 

compounds. These data corroborate the results obtained in this study, in which the 

predominance of monoterpenoids (Limonene) was identified in the OPV, in addition to 

sesquiterpenoids (ϒ-Elemene and α-Alaskene). It has been shown that d-limonene has 

immunomodulatory activity and inhibits the proinflammatory activities of CD4 + and CD8 

+ T lymphocytes [37] and exhibits antimicrobial effects, while β-elemene has potent anti-

proliferation effects on some types of cancer cells [38]. Thus, for these therapeutic 

properties, these compounds may be responsible for the effects found in this study. 

The essential oil of P. vicosanum leaves showed anti-inflammatory activity which 

may be associated with the presence of most of the compounds identified in this study, 

such as Limonene, ϒ-Elemene and α-Alaskene. Furthermore, OPV did not cause acute 

toxicity, genotoxicty or mutagenicity. More studies should be carried out to assess the 

exact mechanism of action responsible for the anti-inflammatory activity, as well as other 

aspects of toxicity. 
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Table 1.Composition of the essential oil of P. vicosanum. 
Retention 

time (min) 

Compound  

RIa RIb % 

7.675 α-Pinene 934 932  1.11 

8.165 Camphene 948 946  0.04 

9.225 β-Pinene 979 974  1.74 

11.033 Limonene 1026 1024  9.10 

11.293 Sylvestrene 1032 1030  3.18 

11.625 (E)-β- Ocimene 1040 1044  1.22 

24.815 Silphinene 1341 1345  0.58 

25.349 α-Longipinene 1354 1350  0.53 

26.144 Longicyelene 1372 1371  0.81 

26.321 α-Copaene 1376 1374  0.26 

26.607 2-epi-α-Funebrene 1383 1380  2.98 

26.906 β-Bourbonene 1390 1387  0.54 

27.294 α-Chamipinene 1399  1396  3.35 

27.893 Caryophyllene 1413 1417 2.51 

28.724 ϒ-Elemene 1434 1434 14.16 

28.899 α-Guaiene 1438 1437  1.33 

29.021 6,9-Guaiadiene 1441 1442  0.47 

29.319 cis-Muurola-3,5-diene 1448 1448 2.14 

29.399 α-Himachalene 1450 1449  0.10 

28.899 α-Guaiene 1438 1437  1.33 

29.021 6,9-Guaiadiene 1441 1442  0.47 

29.319 cis-Muurola-3,5-diene 1448 1448 2.14 

29.399 α-Himachalene 1450 1449  0.10 

29.876  α-Acoradiene 1463 1464 1.85 

30.141 β-Acoradiene 1268 1469  1.03 

31.055 cis-β-Guaiene 1491  1492  0.84 

31.233 cis-Cadine-1,4-diene 1495 1495 1.94 

31.362 α-Selineno 1498 1498 1.50 

31.870 α-Alaskene 1511 1512  13.44 
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32.129 
 GAMA-cadineno 

1518 1513 1.73 

32.432 
 Delta-cadineno 

1524 1522 2.10 

32.825 α-Cadinene 1536 1537  4.12 

33.052  Cuprenene – gama 1542 1542 0.23 

33.233 Hedycaryol 1546 1546 0.28 

33.444 β- vetivenene 1553 1554 0.25 

34.038  Palustrol 1567 1567 1.18 

34.357 Spathulenol 1575 1577 2.90 

34.961  CaryophylleneOxide 1586 1582 1.51 

35.164 Viridiflorol 1596 1592  1.66 

35.431 Ledol 1603 1602  1.19 

36.357 1-epi-Cubenol 1628 1627  0.14 

36.490  Eudesmol-gama 1631 1630 0.31 

36.696 cis-Cadin-4-en-7-ol 1636 1935  0.14 

36.842 epi-α-Muurolol 1641 1640  1.74 

37.272 α-Cadinol 1653 1652  0.43 

37.413  Valerionol 1656 1656 0.69 

37.583 Allohimachalol 1661 1661 2.13 

37.803 Intermedol 1666 1665  0.40 

38.321 5-neo-Cedranol 1682 1684  0.11 

38.854 Z-Apritone 1690 1689  0.17 

39.376 

1,4-hydroxy-4,5-

dihydro-Caryophyllene 1710  1706  0.53 

42.448 

(Z)-α-trans-

Bergamotolacetate 1798 1794  0.19 

42.913 Vetivenicacid 1812 1811  0.38 

43.607  Cyclopentadecanolide 1832 1832 0.36 

43.844 

Eudesm-7(11)-en-4-

olacetate 1839 1839 0.61 

44.246 o-methylβ-Pipitzol 1851 1853 0.21 

44.752 (E)-β- Santalolacetate 1866 1867  0.15 
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46.022  Evodione 1904 1904 0.35 

46.614 Totarene 1922 1922 0.33 

47.514 Columellarin 1951 1952  0.36 

48.409 Bifloratriene 1979 1977  0.31 

50.124 (Z)-Falcarinol 2034 2035  0.14 

51.231 

(Z)-

Isoeugenylbenzylether 2071 2072  0.67 

53.529 Abienol 2148 2149  1.21 

RI, retention index. 

 

Table 2. Body weight gain and relative organ weight (g/100g of body weight) of females 
treated orally with P.vicosanum (OPV) in the acute toxicity study. 
 

Parameter Control 2000mg/kg OPV 

Initial weight (g) 204.75 ± 3.38 207.25 ± 5.78 

Final weight (g) 227.87 ± 3.59 228.47 ± 5.69 

Body weight gain (%) 23.12 21.22 

Liver (g) 4.76 ± 0.55 4.92 ± 0.73 

Lung (g) 

Kidney (g) 

Heart (g) 

Spleen (g) 

0.55 ± 0.12 

0.41 ± 0.13 

0.47 ± 0.08 

0.20 ± 0.06 

0.71 ± 0.17 

0.43 ± 0.12 

0.47 ± 0.02 

0.21 ± 0.11 

Values expressed as mean SEM, n=5 animals/ group. p> 0,05 by ANOVA. 
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Table 3. Frequency of damage, by the comet assay in mice treated orally with P.vicosanum (OPV) 

 
Negative Control 16.70±1.22

a
 83.30±1.22 11.60±1.76 5.10±1.29 0.00±0.00 21.90±1.80

a
 

Positive Control 84.50 ±1.32
b
 15.50±1.32 42.20±2.92 35.30±3.22 7.00±0.79 133.80±3.75

b
 

 500 mg/kg OPV 15.20±1.52
a
 84.80±1.52 8.90±0.72 5.60±1.24 0.70±0.33 22.20±2.56

a
 

 1000mg/kg OPV 17.20±2.52
a 
 82.80±2.52 9.80±1.70 5.60±1.79 1.80±0.74 26.40±4.71

a
 

 2000mg/kg OPV 18.30±2.06
a
 81.70±2.06 13.40±1.62 3.80±0.87 1.10±0.52 24.30±3.10

a
 

 
Data presented as meanSEM. Different letters indicate statistically significant differences (p< 0.05; ANOVA/Tukey). Class 0 – no damage; class 1 – tail of comet shorter 
than the diameter of nucleiod; class 2 – tail of comet once or twice the diameter of nucleoid; class 3 – tail of comet more than twice the diameter of nucleoid.

Groups   Damaged Cells  Classes of Damage  Score  

  0  1  2  3   
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Table 4. Frequency of micronuclei in mice treated orally with P.vicosanum (OPV). 

Groups    

 

 
 

   Negative Control 

 
 

     24 

Time (h) 
 

48 

 
 

72 

5.20±0.47
a
 5.5±0.34

a
  5.1±0.61

a
 

Positive Control 
35.20±0.60

b
 27.9±0.69

b
 27.4±0.79

b
 

500 mg/kg OPV 
   7.10±0.58

a
  7.0±0.85

a
   5.6±0.54ª  

1000 mg/kg OPV 
  7.70±0.79

a
   6.7±0.63

a
   5.8±0.44

a
 

2000 mg/kg OPV  8.00±0.85
a
    6.5±0.62

a
   5.3±0.50

a
 

Data presented as meanSEM. Different letters indicate statistically significant differences (p< 0.05; ANOVA/Tukey). 
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Figure 1. Effect of oral administration of OPV on carrageenan-induced paw o edema in rats.Animals received OPV (100 or 300 mg/kg, p.o.) or 
control (vehicle) or dexamethasone (DEXA, 1 mg/kg, s.c.) and after 1 h an intraplantar injection of carrageenan (300 μg/paw).Graphics (A), (B), 
(C), and (D) represent the evaluation of paw oedema after 1, 2, 3 and 4 h, respectively, after carrageenan injection. Each bar represents the mean 
± SEM of 5 animals.*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001 when compared with the control group. Differences between groups were analyzed by 
analysis of variance (one-way ANOVA) followed by the Newman-Keuls test. 
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Figure 2. Effect of oral administration of OPV on the inhibition of the leukocyte migration at both doses tested on pleurisy test. Rats were treated 
one hour before an intrapleural injection of carrageenan, with OPV (100 or 300 mg/kg, p.o.), dexamethasone (DEXA, 1 mg/kg, s.c.), or saline 
solution (Vehicle). Naive group (#), also treated with saline p.o., received an intrapleural injection of sterile saline. The bars express the mean ± 
SEM of 5 animals. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001 when compared to group treated with vehicle. Differences between groups were analyzed by 
analysis of variance (one-way ANOVA) followed by the Newman-Keuls test. 
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ANEXOS 
 

Os resultados descritos abaixo não foram incluídos no manuscrito. No entanto, as 

análises foram realizadas durante a execução do projeto de pesquisa que originou esta 

dissertação. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Avaliação da Atividade Antimicrobiana 

Foram testadas algumas cepas padrões ATCC, mantidas no Laboratório de 

Pesquisa de Ciências da Saúde (LPCS) da Universidade Federal da Grande Dourados-

UFGD, congeladas a – 70° C, sendo estes microrganismos: Candida albicans ATCC 

90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia. coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeuriginosa ATCC 27853 e Salmonella sp. ATCC 13076. As cepas foram 

reativadas em caldo BHI (Brain heart hinfusion) por 24h em estufa a 37° C. Após a 

reativação, a cultura foi semeada em Agar Müller Hinton (MH) (HIMEDIA 

LaboratoriesPvt.Ltd.) para cada ATCC, ficando em estufa por mais 24h, a 37° C.  

Após esse procedimento, obteve-se a cultura pura de cada ATCC na qual se 

utilizou para fazer a suspensão bacteriana, que foi preparada a 0,5 da escala de McFarland 

(1,5 x 108 UFC/mL) (Cefor Diagnóstica Ltda). Esta suspensão foi diluída e chegou-se a 

uma concentração final de 10 x 105 UFC/mL. A 0,004g do óleo essencial, foram 

adicionados 100 L de  Tween 20 para solubilizar e 900 L de caldo MH estéril para a 

obtenção de uma solução estoque com concentração de 4000 g/mL do óleo essencial das 

folhas de P. vicosanum. Para os ensaios antimicrobianos, o óleo essencial foi utilizado nas 

seguintes concentrações: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6; 7,8 g/mL, para obter a 

concentração correspondente ao CIM dos óleos essenciais. 

Os testes foram realizados em caldo Müller Hinton contidos em placa de fundo 

“U” de 96 poços estéreis. Nos ensaios de microdiluição, foram utilizados 100 L de cada 

concentração: 1000, 500, 250, 125 até 7,8 L/mL do óleo de P. vicosanum contidas em 

caldo MH, e em seguida, adicionou-se 100 L de inoculo bacteriano a 1 x 104  UFC/mL em 

cada poço da microplaca. A microplaca foi incubada a 35° C por 24 h.  Para o controle 

positivo de S. aureus, E. coli e Salmonella sp. foi utilizado tetraciclina. Fluconazol foi o 

antifúngico escolhido para controle da C. albicans e o Meropenem, como controle da P. 
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aeruginosa.Controle do solvente tween 20, controle negativo (contendo somente meio de 

cultura) e controle positivo testando a suspensão bacteriana. Após 24 h das microplacas em 

incubação, utilizou-se 20 L de um marcador chamado rezasurina (7-hidroxi-3H-

fenoxazina-3-ona-10-óxido) (Sigma) 0,01%, que foi adicionado em cada poço das placas. 

Após 4 h de reincubação, a leitura foi realizada. A resazurina de cor azul é ausência de 

crescimento microbiano e a cor vermelha condiz com presença de crescimento microbiano 

[1]. A concentração inibitória mínima se definiu como a menor concentração capaz de 

inibir o crescimento dos inóculos, evidenciado pela coloração ou por botão formado na 

microplaca. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Tabela – Valores da CIM90%  em μg/mL do óleo da   Piper vicosanum  avaliadas pela 
técnica de diluição em microplaca 
 

 #PV **Tetra **Mero **Flu ***T 20 

S. aureus ATCC 25923 >500 >1 - - - 

E. coli ATCC 25922 >500 >1 - - - 

P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 - >1 - - 

Salmonella ATCC 13076 >250 >1 - - - 

C. albicans ATCC 90028 >500 - - >32 - 

* Espécie com crescimento do micro-organismo sem adição de óleo essencial ou antimicrobiano padrão;  
PV-#óleo da Piper viscosanum**Controle padrão dos micro-organismos: Tetra – tetraciclina; Mero – 
Meropenem; Flu – fluconazol; ***Solvente utilizado nas diluições T 20 – tween 20; 

 

A descoberta de novos agentes antimicrobianos originados de espécies vegetais 

vem recebendo maior atenção da comunidade científica [2]. Assim, diversos extratos de 

plantas medicinais têm sido reconhecidos por suas atividades antimicrobianas devido os 

seus compostos bioativos [2]. Neste estudo, a atividade antimicrobiana do óleo extraído 

das folhas de P. vicosanum foi avaliada através do teste de CIM, o qual é um teste utilizado 

para verificar a ação de antimicrobianos com resultados quantitativos [3]. Neste estudo, 

observou-se que a P.vicosanum apresentou atividade antimicrobiana em cepas ATCC 

testadas tanto contra bactérias gram positivas quanto negativas, incluindo Candida 

Amostra vegetal / 

Antibiótico 

Micro-organismo 
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albicans (levedura). Entretanto, esta atividade foi melhor contra Salmonella (CIM= 

>250ug/mL), enquanto contra P. aeruginosa (CIM= >1000ug/mL), foi mais fraca (Tabela 

1). Alguns estudos na literatura também avaliar o potencial antimicrobiano de espécies de 

Piper gênero e encontrou resultados semelhantes. Salleh et al. [4] demonstraram que os 

óleos essenciais extraídos a partir de P. Offcinarum mostrou uma atividade antimicrobiana 

contra P. aeruginosa e E. coli, com valores de MIC de 250 µ g / mL. Num outro estudo 

realizado por estes autores, demonstrou-se que o óleo de P.caninum exibiu uma forte 

actividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (Stapphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis), bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa, P. putida, E. coli ), levedura 

(C. albicans) com valores de CMI de 62,5-250 µg / mL, mas fraca actividade contra 

estirpes fúngicas [5]. Estes resultados demonstram o grande potencial antimicrobiano 

destas espécies para terapêutico e a necessidade de mais estudos para identificar os seus 

compostos bioativos. 
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intend to publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same 
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Title page 

This should contain a concise title, institution(s) or laboratory(ies) where the work was done (in English), 

names of all authors with first names spelled out, and an abbreviated form of the title (running title). Full 

mailing address in English for the corresponding author should also be given, including e-mail address. 

 

Page 2 

This should contain an abstract of up to 250 words. The abstract should contain a summary of what was done, 

the results obtained, and valid conclusions drawn therefrom. 

 

Main text 

The following pages should contain Introduction and background (long historical introductions should be 

avoided, a reference to bibliographies in handbooks or the like will suffice), followed by Materials and 

Methods, Results, Discussion which should incorporate the conclusion(s) drawn from the study, 

Acknowledgements and References. Numbered tables with legends, illustrations or graphs in high quality with 

legends should be on separate pages at the end of the manuscript document. Abbreviations should be kept to 

an absolute minimum. 

Abbreviations in tables and figures should be explained in the legends. Text and footnotes must contain all the 

information necessary to understand and interpret the table without reference to the text. Illustrations must be 

clear enough to permit readable reproduction. Symbols should be large enough to be readable also after 

reduction of the illustration. 

The experimental results should on the whole be published only in the form of graphs or tables, which must 

contain all the information necessary to understand the table or illustration without reference to the text. 

Illustrations 

Tables. Each table should have a brief, specific, descriptive title, giving sufficient explanation to make the data 

intelligible without reference to the text. Number all tables and cite in numerical order in the text, using Arabic 

numerals. 

Preparation of figures. Cite figures in the text in numerical order using Arabic numerals. For peer-review 

submission, follow the online uploading instructions. Please save vector graphics (e.g. line artwork) in 

Encapsulated Postscript Format (EPS) and bitmap files (e.g. half-tones) in Tagged Image File Format (TIFF). 

Ideally, vector graphics that have been saved in metafile (.WMF) or pict (.PCT) format should be embedded 

within the body of the text file. More information on electronic artwork can be found 

at http://authorservices.wiley.com/bauthor/faq.asp. 

Figure sizing for accepted manuscripts. For the print publication, lay out figures as compactly as is consistent 

with conveying the relevant data. Figures will be sized to fit the smallest possible space, but in order to 

prevent radical changes in figure content, prepare the figures in one of two sizes: 8.0 cm (1-column width) or, 

if necessary, 11.5 cm (11/2 column width). These instructions do not apply to figures submitted for online 

review and prepublication. 

Figure legends. All legends must begin with a short descriptive sentence that sums up the intent and content 

of the data contained in the figure. This sentence should be in boldfont. A more detailed explanation of the 

data contained in the figure and/or its parts should follow. The detailed description should be in Roman type 

(ie, not in boldfont). 
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publication. For example, please do not refer to the 'red dots' or 'blue lines', as these will NOT be apparent in 
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Should you require your figures to be printed in colour, please complete and sign the CWA, and post or 

courier all pages of your completed form to: Customer Services (OPI), John Wiley & Sons Ltd, European 
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Letters to the Editor and Annotations & Reflections 
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Letters to the Editor will be published without delay after acceptance. Annotations & Reflections concerning 

important developments within the publication scope of the journal will be accepted by the Editor. Annotations 
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Supplements 

BASIC & CLINICAL PHARMACOLOGY & TOXICOLOGY will publish supplements, consisting of e.g. 

monographs, abstracts or papers from a congress or a symposium, articles or a series of articles or a 

doctorate thesis. The publication of the supplement should be approved by the journal, and the authors or 

organizers will be responsible for all production and mailing costs, unless otherwise agreed. After approval, 

the supplements are not subject to revision by the Editorial Office. The quality of language must meet the 

standards maintained by the journal, and all the above-mentioned instructions should be followed. 

Supplements are delivered free of charge to the subscribers of the journal. 

Further information and cost estimates may be obtained from the Editorial Office. 

Offprints 

The corresponding author will be provided with a free PDF file of the article. 

Announcements 

BASIC & CLINICAL PHARMACOLOGY & TOXICOLOGY will accept for publication announcements of 

interest to pharmacologists and toxicologists (the readers), such as notices of congresses, society meetings, 

symposia, awards, or other matters.  
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Pursuant to NIH mandate, Wiley will post the accepted version of contributions authored by NIH grant-holders 

to PubMed Central upon acceptance.  This accepted version will be made publicly available 12 months after 

publication.  For furtherinformation, see www.wiley.com/go/nihmandate 
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Parecer do Comitê de Ética no Uso de Animais 

 

 

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 

PRÓ-REITORIA DE ENSINO DE PÓS-GRADUAÇÃO E PESQUISA 

 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA 

        

 Dourados-MS, 6 de outubro de 2015. 

 

Senhor Pesquisador: 

Cândida Aparecida Leite Kassuya 

 

O Projeto de sua responsabilidade – Protocolo nº. 024/2014 – 

CEUA/UFGD - intitulado “Avaliação da atividade antimicrobiana, anti-inflamatória 

e toxicológica do óleo de Piper vicosanume Piper glabratum” foi integralmente 

APROVADO e poderá ser conduzido. 

Ressaltamos que é de responsabilidade do (a) pesquisador (a) envio de 

notificação à CEUA sobre o término do projeto. 

 

 

 

 

_______________________________________ 

Melissa Negrão Sepulvida 

Coordenadora CEUA 


