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RESUMO

FERNANDES-LIMA, CICERA NORMA. Dr2 Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Fevereiro/2020. REVISAO SISTEMATICA DO USO POPULAR DO
GENERO Piper PARA O TRATAMENTO DA INFLAMACAO E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE Piper tuberculatum Jacq. Marta Regina
Kerntopf; Henrique Douglas Melo Coutinho; Cicero Francisco Bezerra Felipe.

Estudos tém demonstrado confiabilidade nos efeitos bioldgicos de plantas em diferentes
doencas, como aquelas caracterizadas pela resposta inflamatdria, em que a acédo de compostos
vegetais biologicamente ativos tem demonstrado eficacia em estudos in vivo e in vitro. As
espécies do género Piper sdo bastante utilizadas em vérias partes do mundo por produzirem
compostos com propriedades bioldgicas e farmacologicas diversas. E estudos etnobotanicos
relatam o uso medicinal das espécies para o tratamento de disturbios respiratérios, desordens
do trato gastrointestinal, dentre outras. Dentre as espécies deste género destacamos a Piper
tuberculatum Jacq., conhecida popularmente como pimenta-de-macaco ou pimenta-longa,
utilizada na medicina popular como analgésica para dor de dente, sedativa, antiofidica e para
0 tratamento de problemas estomacais e que de acordo com a literatura, agrega diversas
atividades bioldgicas. No entanto, ha escassez de dados sobre forma de preparo dos frutos
pelas comunidades, além de estudos que verifique sua possivel atividade anti-inflamatéria. O
objetvo deste trabalho foi realizar uma revisao sistematica do uso popular do género Piper
para o tratamento da inflamacdo e avaliar a atividade anti-inflamatdria dos frutos da espécie
Piper tuberculatum em camundongos. Na avaliacdo do decocto dos frutos da espécie Piper
tuberculatum, os ensaios farmacoldgicos evidenciaram uma baixa toxicidade com DLs,>5.000
mg/Kg. O decocto dos frutos da espécie Piper tuberculatum (DFPT) demonstrou efeito anti-
inflamatorio sistémico em modelos de triagem como edema de pata induzida por carragenina
e dextrana. Os mecanismos de acdo envolvida no efeito anti-inflamatorio nos ensaios
realizados provavelmente envolvem a inibicdo de citocinas com o envolvimento das vias do
acido araquidénico e histamina, bem como apresentou uma reducdo da migracéo leucocitaria
no modelo de peritonite e permeabilidade vascular, indicando que sua acdo estd vinculada a
inibicdo da producdo de eicosanoides e citocinas. A revisdo sisteméatica demonstrou que 0s
estudos na literatura comprovam que o género Piper abrange espécies com atividades
bioativas com grande potencial para o tratamento de doencas inflamatorias. A composicao
quimica do DFPT revelou a presenca de classes de metabolitos secundarios como flavonoides,
alcaloides, amidas e sesquiterpenos, sendo estes comumente relatados no género Piper. De
forma geral, o decocto dos frutos de Piper tuberculatum mostrou-se como eficiente agente
anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Estudo etnofarmacologico; Inflamagéo; Piper tuberculatum Jacq.; Toxicidade.



ABSTRACT

FERNANDES-LIMA, CICERA NORMA. Dr2 University Federal Rural of
Pernambuco. February/2020. SYSTEMATIC REVIEW OF THE POPULAR USE OF
THE Piper GENUS FOR THE TREATMENT OF THE INFLAMMATION AND
EVALUATION OF ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF Piper tuberculatum Jacq.
Marta Regina Kerntopf; Henrique Douglas Melo Coutinho; Cicero Francisco Bezerra
Felipe.

Studies have demonstrated resources in the biological effects of plants in different diseases,
such as those characterized by the inflammatory response, in which an action of biologically
active plant compounds has demonstrated effectiveness in in vivo and in vitro studies. Piper
species are widely used in various parts of the world for producing compounds with diverse
biological and pharmacological properties. And ethnobotanical studies relate the medicinal
use of species to treat respiratory disorders, disorders of the gastrointestinal tract, among
others. Among the species of this genus highlighted in Piper tuberculatum Jacq., Popularly
known as monkey pepper or long pepper, used in folk medicine as analgesic for toothache,
sedative, anti-phallic and to treat stomach problems and that according to a literature ,
aggregates several biological activities. However, there is a lack of data on the way in which
the fruit is prepared by the communities, in addition to studies that have verified its possible
anti-inflammatory activity. The objective of this work was to carry out a systematic review of
the popular use of the Piper genus to treat inflammation and to evaluate an anti-inflammatory
activity of the fruits of the species Piper tuberculatum in mice. In the evaluation of the
decoction of Piper tuberculatum fruits, pharmacological tests showed low toxicity with
LD50> 5,000 mg/Kg. The decoction of Piper tuberculatum (DFPT) fruits demonstrated
systemic anti-inflammatory effect in screening models such as edema of paws induced by
carrageenan and dextran. The mechanisms of action involved without anti-inflammatory
effect in the experimental tests involved in the inhibition of cytokines with or in the
arachidonic and historical acid pathways, as well as changes in a reduction of leukocyte
reproduction in the model of peritonitis and vascular permeability, which its action is linked
to inhibition of the production of eicosanoids and cytokines. A systematic review
demonstrated the studies in the literature proven on the genus Piper that capture species with
bioactive activities with great potential for the treatment of inflammatory diseases. The
chemical composition of DFPT revealed the presence of classes of secondary metabolites
such as flavonoids, alkaloids, amides and sesquiterpenes, which are commonly related in the
Piper genus. In general, the decoction of Piper tuberculatum fruits proved to be an efficient
anti-inflammatory agent.

Keywords: Ethnopharmacological study; Inflammation; Piper tuberculatum Jacg.; Toxicity.



INTRODUCAO GERAL




11

INTRODUCAO GERAL

O potencial terapéutico dos vegetais constitui um recurso medicinal alternativo para o
tratamento de diversas enfermidades, visto que em muitas comunidades, representam um
recurso mais acessivel em relacdo aos medicamentos alopaticos (BEVILACQUA, 2010).

Os estudos etnobioldgicos, com enfoque na etnobotanica, vém contribuindo para o
conhecimento dos recursos naturais, em especial os de origem vegetal. O saber popular do uso
de plantas com fins medicinais representa uma ferramenta essencial para os estudos
etnobotanicos (FONSECA-KRUEL, 2005; FONSECA, 2012).

Neste aspecto a etnofarmacologia associada aos métodos de Bioprospeccdo dos
produtos naturais auxilia a etnobotanica a evidenciar e identificar plantas com atividades
bioldgicas e permitir o planejamento de pesquisas de novos farmacos a partir do
conhecimento empirico ja existente (YUNES; CALIXTO, 2001). Uma abordagem
etnodirigida, por sua vez, contribui com os estudos bioprospectivos, uma vez que levam em
consideracdo as informacdes da literatura a cerca de indicacGes de uso popular das espécies
vegetais para fins terapéuticos incluindo dentre muitos, o anti-inflamatorio
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Varios estudos tém confirmado os efeitos bioldgicos de plantas em diferentes doengas,
como aquelas caracterizadas pela resposta inflamatdria, em que a acdo de compostos vegetais
biologicamente ativos tém demonstrado eficacia em estudos in vivo e in vitro (ISSA,
VOLATE; WARGOVICH, 2006), dentre os quais pode-se citar 0s géneros Annona
(CHAVAN et al., 2010), Croton (PERAZZO et al., 2007) e Piper (SIREERATAWONG et
al., 2012).

As espécies do género Piper possuem ampla distribuicdo nos hemisférios tropical e
subtropical, o que colabora para a grande utilizacdo popular das mesmas que, agregam
importancia culinaria, aromatica, ornamental e medicinal (REIGADA et al., 2007 SANTOS et
al., 2012). Na medicina popular sdo bastante utilizadas em vérias partes do mundo por
produzirem compostos com propriedades bioldgicas e farmacoldgicas diversas, dentre essas:
atividades ansioliticas, analgésicas, anti-inflamatdrias, vasodilatadoras, citotoxica,
imunomodulatoria, antimicrobiana, antifungica e promissora atividade antitumoral
(BEZERRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; MORAES et al., 2011; RAJ et al., 2011).

Diversos estudos etnoboténicos na literatura sobre a utilizacao das espécies do género

Piper relatam o uso medicinal sob as formas de chas (decocto), infusdes e banhos aromaticos.
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(BLUMENTHAL et al., 1998; SANTHAKUMARI et al., 2003; WIROTESANGTHONG et
al., 2008). Nesse contexto, a fitoquimica contribui para a verificacdo das atividades bioldgicas
das espécies deste género referidas nas pesquisas etnoboténicas (PARRA et al., 2011).

Dentre as espécies deste género, Piper tuberculatum Jacg. Apresenta ampla
distribuicdo. De acordo com Guimardes e Giordano (2004), no Brasil € encontrada nos
estados do Amazonas, Rondonia, Par4, Maranh&o, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio de
Janeiro e Mato Grosso. No Ceard é conhecida como pimenta-de-macaco ou pimenta- longa,
sendo considerada uma planta medicinal, utilizada popularmente como analgésica para dor de
dente, sedativa, antiofidica e para o tratamento de problemas estomacais (ARAUJO- JUNIOR
etal., 1999; CHAVES et al., 2003).

O uso dos frutos, ou de outras partes do vegetal, e compostos isolados de P.
tuberculatum agrega, segundo literatura, atividades antifungica (NAVICKIENE, 2000; LAGO
et al., 2004; PALACIOS et al., 2009), antitumoral (BEZERRA et al., 2006; BEZERRA et al.,
2007; BEZERRA et al., 2008), antiagregante plaquetaria (FONTENELE et al., 2009),
inseticida (NAVICKIENE, 2003; SCOTT et al., 2004), propriedades hipotensivas (DUARTE
et al., 2004), efeitos espasmolitico (OLIVEIRA, 2000), antinociceptivo (RODRIGUES et al.,
2009), esquitossomicida (MORAES et al., 2011), anti-Trypanosoma cruzi (REGASINI et al.,
2009), larvicida (LAVOR et al., 2012), gastroprotetor (BURCI et al., 2013), antibacteriana
(SALES et al., 2017), antiplasmddica e antileishimania (OLIVEIRA et al., 2018).

Para tanto, considerando o uso significativo das plantas medicinais para as
comunidades tradicionais e 0s aspectos abordados acerca do género Piper, como dados
etnofarmacoldgicos, associados a alta prevaléncia de doencas inflamatérias e ao crescente
interesse da industria farmacéutica na descoberta de novas drogas, que venham remediar e
mitigar os processos inflamatdrios, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas
que abordem o potencial biologico de P. tuberculatum no aspecto anti- inflamatorio.

Mediante o exposto como foi proposto avaliar a atividade anti-inflamatdria dos frutos
da espécie Piper tuberculatum em camundongos relacionando os resultados a uma revisdo
sistematica sobre o uso popular do género Piper para o tratamento da inflamacéo.

Os estudos etnodirigidos baseiam-se na selecdo de espécies segundo a indicagdo de
grupos populacionais em particular, de acordo com o uso dos recursos naturais utilizados
ressaltando o conhecimento tradicional para a cura de enfermidades. Esta é uma ferramenta

bastante utilizada em pesquisas etnofarmacoldgicas, devido ao tempo e ao baixo custo
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empregadas na aquisicdo dessas informacgdes (ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006). Dessa
forma, foi utilizada neste estudo a pesquisa etnodirigida sobre como as espécies do género
Piper sdo empregadas para o tratamento dos sintomas da inflamacdo, bem como, para as
doencas de caréater inflamatdrio. Para tanto, realizou-se uma revisao sistematica sobre o0 uso de
tais espéecies no tratamento da inflamacéo.

A inflamacdo € uma reacdo dos tecidos vascularizados em presenga a uma lesdo ou
dano, ocasionando a ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio ao processo de cura no
tecido lesado, sendo caracterizada pela presenca dos sinais clinicos: rubor, calor, edema, dor e
prejuizo funcional (ENECHI; ODO; ONYEKWELU, 2013; ELSAYED et al.,, 2014,
BUCKLEY etal., 2015).

A resposta inflamatdria é acompanhada de sensacéo dolorosa que pode progredir para
lesdo tecidual, em decorréncia da ativacdo celular exacerbada e da producdo massiva de
mediadores inflamatorios (DORWARD et al., 2012). Também ocorre vasodilatacdo local,
aumento da permeabilidade e participagdo de mediadores inflamat6rios como a histamina,
prostaglandinas, bradicinina, citocinas leucotrienos, quimiocinas, dentre outros (BEG;
SWAIN; HUSSAIN, 2011; LEE et al., 2016; POON et al., 2015; SOBOLEWSKI;
LEGRAND; DIEDERICH, 2010). Outros mediadores inflamatérios envolvidos na inflamacéo
sd0 as aminas vasoativas, cininas, fator de ativacdo plaquetaria, eicosanoides, citocinas,
radicais livres, 0xido nitrico (NO) e neuropeptidios (RANG et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2011; KAWARA et al., 2015).

Os resultados desta pesquisa estdo apresentados em dois capitulos, sendo cada capitulo
composto por um artigo e/ou manuscrito, disponibilizado apos a revisao de literatura.

O artigo da revisdo sistematica sobre o estudo etnodirigido do género Piper encontra-
se no segundo capitulo desta tese. Para a obtencdo dos resultados desse trabalho foram
realizados uma revisdo sistematica, que enfatiza o estudo etnodirigido do género Piper, a
analise quimica do decocto dos frutos e testes que avaliam a atividade anti-inflamatéria de P.
tuberculatum, o que resultou em duas producdes cientificas, as quais estdo listadas no Quadro
1.

O terceiro capitulo trata da analise do decocto dos frutos de P. tuberculatum por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a sistema de quadrupolo/tempo de voo
(UPLC-MS-ESI-QTOF), seguido pelos ensaios farmacologicos de inflamacdo aguda em
modelos in vivo, avaliando a atividade anti-inflamatoria da espécie em questdo. Na realizacdo

dos testes farmacoldgicos envolvendo a bioprospeccdo foram utilizados modelos de
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inflamacéo aguda in vivo que avaliassem o potencial farmacol6gico da Piper tuberculatum,
contribuindo assim com informacGes que possam ser utilizadas na validag&o cientifica sobre o
uso com eficacia e seguranca da espécie na medicina popular, ressaltando a importancia da

Sua COHSGI’V&Q@.O.

Quadro 1: Produgdes cientificas originadas da tese de doutorado intitulada: Revisdo sistematica do
uso popular do género Piper para o tratamento da inflamacdo e avaliacdo da atividade anti-
inflamatdria de Piper tuberculatum Jacq., autoria de Cicera Norma Fernandes Lima, do Programa de
Pds-Graduagdo em Etnobiologia e Conservacao da Natureza.

Titulo Periddico Qualisem Fator de Impacto

Biodiversidade

Artigo 1. Systematic review:

medicinal use and scientific  j5,rnal of Medicinal

elucidation of the Piper genus B2 0.879
for the treatment of symptoms Plants Research

and inflammatory diseases.

(capitulo 2).

Manuscrito 1: Atividade anti-
inflamatéria do decocto dos
frutos de Piper tuberculatum
Jacg. em modelos in vivo.
(capitulo 3).

Food Chemistry A2 5.399
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CAPITULO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 FAMILIA PIPERACEAE E O GENERO Piper

A familia Piperaceae compreende 3.000 espécies distribuidas em regifes tropicais e
subtropicais, sendo a maioria de seus representantes arbustos, ervas e pequenas arvores. A
familia tem ganhado destaque como fonte de substancias atribuida ao seu potencial
farmacoldgico, e por apresentar ampla ocorréncia e abundancia no Brasil, varias espécies tém
sido descritas por suas propriedades etnomedicinais (LOPEZ et al., 2010; ALVES et al.,
2016).

As espécies encontram-se classificadas em cinco géneros, dos quais 0S mais
abrangentes séo: Piper (L.) e Peperomia (Ruiz e Pavon) com aproximadamente 2.000 e 1.700
espécies, respectivamente. Completando a familia, 0os géneros menos representativos sdo
Manekia Trel. (anteriormente chamada de Sarcorhachis), Zippelia Blume e Verhuellia Miq.,
descrito recentemente (WANKE et al., 2007; SAMAIN et al., 2010). O maior estudo de
Piperaceae no Brasil foi realizado por Yunker, especialista na familia, em “The Piperaceae of
Brasil” (1972, 1973 e 1974), com o tratamento taxondmico de cerca 500 taxons, chaves de
identificacdo e fotografias de exsicatas (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

Piperaceae tém sido alvo de muitas pesquisas devido as caracteristicas importantes que
incluem a utilizacdo na area da culinaria, farmacos, cosméticos e perfumaria (LEMOS, 2003;
SILVA; OLIVEIRA, 2000). Dentre as espécies, muitas sdo utilizadas como condimento
(frutos), ornamentacdo e medicinal, sob as formas de chas, infusbes e banhos aromaticos e, as
partes vegetais mais empregadas sdo caule, frutos, folhas e raizes (GUIMARAES;
GIORDANO, 2004).

Na medicina popular sdo consideradas uma medida alternativa, utilizadas para o
tratamento de varias patologias do trato respiratério (asma, bronquite e tosse), do aparelho
digestivo (dores abdominais, diarreias, digestiva, carminativa), anti-inflamatorio
(reumatismo), antimicrobiana (antibacteriana, antifingica, tratamento de feridas, vaginite e
anti-helmintica), antileucémica e doencas venéreas (LEAL, 2000), constituindo uma fonte
para a pesquisa fitoquimica e bioldgica.

O género Piper é o mais importante da familia Piperaceae com aproximadamente
2.000 espécies e possui vasta distribuicdo nas regides temperadas de ambos os hemisférios.
No Brasil podem ser encontradas de Norte a Sul do pais (SAMAIN et al., 2010), onde
ocorrem aproximadamente 266 espécies, das quais 13 espécies e 4 variedades foram descritas
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apenas no estado do Ceara, apesar de praticamente todas ocorrerem em outros estados do pais
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

Diversas espécies do género apresentam uso na medicina popular em paises como
China, India e Brasil para tratamento de distdrbios respiratorios, desordens do trato
gastrointestinal, dentre outras. Na literatura, hd relatos de propriedades ansioliticas,
analgésicas, anti-inflamatorias, vasodilatadoras, citotoxica, imunomodulatoria,
antimicrobiana, antifungica e promissora atividade antitumoral (BEZERRA et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009; MORAES et al., 2011; RAJ et al., 2011). Também apresentam
uma notavel importancia em fitoquimica, etnobotanica e atividade bioldgica (PARRA et al.,
2011).

A investigacdo fitoquimica de espécies de Piper acarretou em inumeros trabalhos
cientificos em diversas partes do mundo, o que levou ao isolamento de varios compostos
bioativos, tais como: cavalactonas (XUAN et al., 2008, WHITTON et al., 2003),
aristolactamas (CARDOSO JUNIOR; CHAVES, 2003; CHAVES et al., 2006),
fenilpropanoides (CHAVES; SANTOS, 2002; SANTOS et al., 1997), lignoides (CHEN et al.,
2007; BODIWALA et al., 2007), cromonas (MORANDIM et al.,, 2005), terpenos
(BALDOQUI et al., 2009; PERES et al., 2009), esteroides (PARMAR et al., 1997), 4cidos
benzoicos prenilados (LAGO et al., 2009; CHAVES et al., 2010), e amidas (ARAUJO-
JUNIOR, 1997; SANTOS et al., 1998; CHAVES et al., 2003; SRINIVASAN, 2007;
COTINGUIBA et al., 2009), sendo estes os metabdlitos considerados mais caracteristicos do
género.

As principais atividades bioldgicas atribuidas as substancias isoladas citadas acima sdo
antifungica, inseticida, bactericida, antitumoral, tripanocida, antiparasitaria, antimicrobiana,
antiprotozoaria, anti-inflamatéria, antinociceptiva e antioxidante (POHLIT et al., 2004;
NAKAMURA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012; DESHWAL, 2013; ZAKARIA et al.,
2010; AGBOR et al., 2012).

Uma caracteristica marcante do género é a presenca de um rico conteudo oleifero em
suas estruturas (ALBIERO et al., 2005), no qual os 6leos essenciais apresentam constituintes
qguimicos como monoterpenos, sesquiterpenos, arilpropanoides, aldeidos, cetonas e alcoois de
cadeia longa (CORREA et al., 2011).
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1.2 ESPECIE Piper tuberculatum Jacq.

Piper tuberculatum (Figura 1) conhecida como pimenta-de-macaco ou pimenta-longa,
apresenta um grande valor econémico e medicinal. Na medicina popular € empregada como
analgésica para dor de dente, sedativa, antiofidica e problemas estomacais (ARAUJO-
JUNIOR et al., 1999; CHAVES et al., 2003). Além do uso culinario, como temperos (FELIPE
et al., 2007).

Figura 1. Aspecto geral de Piper tuberculatum Jacq.

A espécie estende-se por todo Continente Americano e Antilhas. No Brasil, é
encontrada em diversos estados, como: Amazonas, Rondonia, Par4, Maranhdo, Piaui, Cearg,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes aproximadas aos
550 m, em encosta Umida, em capoeira e em locais brejosos. A espécie possui como
sinonimias relevantes as variaces P. tuberculatum e P. scandens Trel & Yunck.
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004).
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A espécie apresenta-se como arbusto medindo aproximadamente de 2 a 2,5 m de
altura, com folhas de bainha alada; peciolo de 0,5 a 1 cm de comprimento; ldmina oblongo-
eliptica ou ovado-eliptica, base assimétrica, apice agudo, brilhante, glabra na face adaxial;
nervuras ascendentes em namero de 8-10 pares, peninérvias, dispostas até o apice da lamina;
espigas eretas, com 4 a 7 cm de comprimento; peddnculo de 1 a 1,5 cm de comprimento;
bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente franjadas; 4 estames; drupa tetragonal,
lateralmente comprida, glabra, 3 estigmas sésseis (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

Estudos fitoquimicos realizados com a espécie objetivando o isolamento dos seus
metabolitos secundarios relatam a presenca da piplartina e o seu dimero (BRAZ-FILHO et al.,
1981), piperdardina, piperetina, piperina (ARAUJO-JUNIOR et al., 1997), &cido 3,4-
metilenodioxi-cindmico (SIMMONDS e STEVENS, 1956), piplaréxido, demetoxipiplartina
(CAPRON e WIEMER, 1996), cefaranona B (ARAUJO-JUNIOR et al., 1999), Aa;p-
dihidropiperina, dihidropiplartina, 8(Z)-N-12,13,14-trimetoxicinamoila)-A3-piridin-2-ona,
5,6-dihidropiperlonguminina, pellitorina, (NAVICKIENE et al.,, 2000), N-[10-(13,14-
metilenodioxidofenil)-7(E)-9(E)-pentadienoila]-pirrolidina, N-[10-(13,14-metilenodioxifenil)-
7(E)-pentadienoila-pirrolidina, fagaramida, trans-6,7,8-trimetdxi-dihidrocinamato de metila,
6,7,8-trimetoxidihidrocinamato de metila (SILVA et al., 2002), piperina (CHAVES et al.,
2003).

Na composi¢do quimica do Oleo essencial dos talos finos e dos frutos de Piper
tuberculatum, estudos demonstraram que 0S componentes mais importantes Sdo 0S
sesquiterpenos Oxido de cariofileno e o (E)-cariofileno, enquanto que a-pineno e f-pineno
foram os principais constituintes de monoterpenos (FACUNDO et al., 2008).

Diverss pesquisas demostraram que diferentes extratos, 6leos essenciais e compostos
isolados a partir de Piper tuberculatum apresentam atividade antifungica (NAVICKIENE,
2000; LAGO et al., 2004; PALACIOS et al., 2009), antitumoral (BEZERRA et al., 2006;
BEZERRA et al., 2007; BEZERRA et al., 2008), antiagregante plaquetaria (FONTENELE et
al., 2009), inseticida (NAVICKIENE, 2003; SCOTT et al., 2004), propriedades hipotensivas
(DUARTE et al., 2004), efeitos ansiolitico e antidepressivo (FELIPE et al., 2007), efeitos
espasmolitico (OLIVEIRA, 2000), antinociceptivo (RODRIGUES et al., 2009),
esquitossomicida (MORAES et al., 2011), anti-Trypanosoma cruzi (REGASINI et al., 2009),
larvicida (LAVOR et al., 2012), gastroprotetor (BURCI et al., 2013), antibacteriana (SALES
etal., 2017), antiplasmddica e antileishimania (OLIVEIRA et al., 2018).
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1.3 ETNOBOTANICA E ETNOFARMACOLOGIA DO GENERO Piper

Pesquisas com plantas medicinais colaboram para a descoberta de principios bioativos
que podem ser validados de forma cientifica (OLIVEIRA; MENINI NETO, 2012), podendo
ser empregados também como alternativa a medicina convencional (FAGUNDES;
OLIVEIRA; SOUZA, 2017).

Os estudos etnobotanicos possuem como caracteristica fundamental o contato direto
com as populacgdes tradicionais, no qual é resgatado o conhecimento envolvendo a relacéo
entre 0 homem e as plantas de uma comunidade (RODRIGUES; CARVALHO, 2001), de
maneira a possibilitar a integracdo do conhecimento empirico ao académico, desempenhando
papel importante no resgate e valorizagdo da cultura local (VASQUEZ; MENDONCA;
NODA, 2014; FAGUNDES; OLIVEIRA; SOUZA, 2017).

As espécies de Piper sdo utilizadas ha séculos para fins curativos em varias culturas
(BEZERRA et al., 2007). Alguns levantamentos etnobotanicos evidenciando o uso destas
plantas no tratamento de varias patologias, como: tratamento de gonorreia, reumatismo,
bronquite, asma, dores de cabeca e de estbmago e nos estados de ansiedade leve e moderada
(BLUMENTHAL et al., 1998; DA CUNHA et al., 2001), gota e artrite (SUNILA; KUTTAN,
2006), carminativo, estimulante e afrodisiaco (ARAMBEWELA et al., 2005), prevenc¢do da
halitose, na reducdo da placa bacteriana e na cicatrizacdo de ferimentos (SANTHAKUMARI
et al., 2003; WIROTESANGTHONG et al., 2008), irritacdes da pele (FELIPE et al., 2006) e
como antidoto para picada de cobra (SANTOS et al., 1998).

Na literatura, as espécies do género Piper sob as formas de chas (decocto), infusdes e
banhos aromaticos (BLUMENTHAL et al.,, 1998; SANTHAKUMARI et al., 2003;
WIROTESANGTHONG et al., 2008), cujas partes vegetais mais empregadas sdo caule,
frutos, folhas e raizes (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

No que diz respeito a etnofarmacologia, 0s representantes do género Piper tém
demonstrado a eficacia de suas propriedades como veremos nos estudos adiante. Vaghasiya et
al. (2007) relatam que extrato metandlico das folhas da Piper sarmentosum, Piper
argyrophyllum e Piper longum, apresentaram efeito anti-inflamatério inibindo o edema de
pata induzido por dois agentes, carragenina e dextrana. Na investigacdo com o extrato
etanolico das hastes da Piper interruptum Opiz. e dos frutos da Piper chaba Linn., apresentou
acdo anti-inflamatoria nos testes do edema de orelha induzido por etil-fenilpropiolato, e na
inducdo de granulomatoma, propondo que 0 mecanismo seja semelhante aos farmacos anti-
inflamatorio ndo esteroidais (SIREERATAWONG et al, 2012). As amidas
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piperovatina e a piperlonguiminina, isoladas das folhas da Piper ovatum, promoveram
reducdo do edema de orelha induzido por éleo de créton, sugerindo ser eficaz no tratamento
da inflamacé&o topica (SILVA et al., 2008).

Trabalho realizado por Stohr e colaboradores (2001) demonstraram a capacidade de
inibicdo das enzimas ciclooxigenase | e 5-lipoxigenase de alguns compostos isolados de
espécies de Piper, com énfase para as amidas alifaticas insaturadas. Ainda no mesmo estudo,
a Piper kadsura destacou-se na inibicdo da formacéo de leucotrienos, a0 mesmo tempo em
que, a Piper boehmeriifolium impediu com maior eficacia a atividade da enzima
ciclooxigenase.

O extrato aquoso das folhas da Piper sarmentosum, apresentou efeito antinociceptivo,
além de apresentar efeito anti-inflamatério (ZAKARIA et al., 2010). Ja extrato da raiz de
Piper longum promoveu reducdo das contor¢Ges abdominais induzidas pelo mesmo agente
irritante, demonstrando potente efeito antinociceptivo (VEDHANAYAKI et al., 2003).

Algumas Piperaceas mostraram-se promissoras na atividade antibacteriana, como 0s
extratos (aquoso, etanolico e cloroférmio) das sementes da Piper nigrum L. que inibiu de
maneira significativa o crescimento da Salmonella typhi (DESHWAL, 2013). Substancias
isoladas da Piper longum, foram ativas contra bactérias gram-negativas € em menor grau
contra bactérias gram-positivas (REDDY et al., 2001). O extrato etan6lico das folhas da Piper
betel exibiu amplo espectro de acdo quando testado contra quatro espécies bacterianas:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus,
semelhante a ceftriaxona (DATTA et al., 2011).

Em relacdo a atividade antioxidante, o extrato etanélico da Piper cubeba promoveu
eliminacdo dos radicais livres, atividade que foi atribuida aos compostos presentes,
principalmente os polifendis (NAHAK; SAHU, 2011). Piper guineense, Piper umbellatum e
Piper nigrum, também apresentaram efeito antioxidante (AGBOR et al., 2012).

Em testes utilizando ratos diabéticos, o extrato hexanico das folhas da Piper auritum
foi capaz de diminuir o estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica mitocondrial, e desencadeou
melhora no metabolismo lipidico, bem como a reducdo das espécies reativas de oxigénio
(GUTIERREZ et al., 2012).

Demais atividades farmacoldgicas observadas na literatura foi a capacidade de
combater a leishmaniose. Um estudo com o 6leo essencial das folhas de Piper claussenianum
inibiu o crescimento das formas promastigotas da Leishmania brasilensis (MARQUES et al.,
2010). Da Piper malacophyllum foi isolado um alkenylphenol, caracterizado por 4-[(30E)-

decenyl] phenol (gibbilimbol B), responsavel pela acdo contra a Leishmania spp.
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promastigotas e amastigotas e contra as formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi
(OLIVEIRA et al., 2012). Nakamura e colaboradores (2006) quando investigaram o extrato e
fragdes das folhas da Piper regnellii var. pallescenses, observaram inibi¢cdo do crescimento
das formas promastigotas de Leishmania amazonensis cultivada em meio de Warren a 28 °C
durante 72 horas, efeito este também apresentado pela ciclopentandiona isolada das raizes da
Piper carniconnectivum (PAES-GONCALVES et al., 2012).

No sistema cardiovascular, o extrato das folhas da Piper aduncum, quando
administrado por via oral reduziu os niveis pressoricos de ratos hipertensos induzidos por L-
NAME (ARROYO et al., 2012). Em aorta de coelhos, o extrato aquoso da Piper sarmentosum
reduziu as lesdes aterosclerdticas induzidas por uma alimentacdo rica em colesterol (AMRAM
et al., 2010).

Atividades hepatoprotetoras também foram verificadas com a utilizagdo de amidas
isoladas dos frutos da Piper chaba, dentre essas a piperina demonstrou melhores resultados
em dose dependente (MATSUDA et al., 2009).

Em estudo clinicos desenvolvidos por Hewageegana e colaboradores (2011)
envolvendo pacientes recentemente diagnosticados com diabetes tipo 2, mostrou que capsulas
compostas de pé pulverizado dos frutos de Piper betel, proporcionou reducdo do nivel de
glicose sanguinea, considerado candidato nutracéutico para o tratamento desse tipo de
diabetes. Além dessa espécie, 0 extrato aquoso da Piper rostratum promoveu reducdo dos
niveis séricos de glicose em coelhos diabéticos, do mesmo modo em pacientes portadores do
diabetes melitus tipo 2 (RIDTITID et al., 1998).

O extrato aquoso da Piper sarmentosum administrado durante sete dias por via oral,
reduziu o nivel de glicose no plasma em ratos normais, enquanto que 0 mesmo extrato e nas
mesmas doses nao reduziu a glicose plasmatica em ratos diabéticos (PEUNGVICHA et al.,
1998).

Em estudos com énfase no sistema nervoso central também foram observadas acoes
farmacologicas de algumas espécies do género Piper, no qual o primeiro estudo
neurofarmacoldgico foi realizado com o uso das raizes da Piper methysticum G. Forster.
(KLOHS et al., 1959) para o tratamento da ansiedade e insonia.

Ja substéncias isoladas a partir de Piper longum Linn. e Piper nigrum Linn.
demostraram efeitos antidepressivo (MAO et al., 2011), neuroprotetor (FU et al., 2010),
ansiolitico (KHOM et al., 2013) e possivel agente para o tratamento da doenca de Parkinson
(AL-BAGHDADI et al., 2012). Também foi observado efeito ansiolitico da piplartina, amida
isolada das raizes da Piper tuberculatum Jacg. (FELIPE et al., 2007).
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1.4 INFLAMACAO

1.4.1 Processo inflamatorio

A inflamacdo é definida como uma reacdo dos tecidos vascularizados em presenca a
uma lesdo ou dano, acompanhada pela saida de liquidos e de células do sangue para o
intersticio, ocasionando a ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio ao processo de cura
no tecido lesado (ENECHI, ODO e ONYEKWELU, 2013; ELSAYED et al., 2014). A
resposta na area da lesdo é definida como éarea inflamada que apresenta sinais clinicos como
rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (BUCKLEY et al., 2015).

O desenvolvimento da resposta inflamatéria comumente € acompanhado de sensacéo
dolorosa e quando esta ndo é solucionada com éxito, ocorre a progressao da lesdo tecidual, em
decorréncia da ativacdo celular exacerbada e da producdo massiva de mediadores
inflamatdrios, com consecutiva perda da atividade funcional do 6rgdo afetado (DORWARD
et al., 2012). Também ocorre vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade e participacdo
de mediadores inflamatérios como a histamina, prostaglandinas, bradicinina, citocinas
leucotrienos, quimiocinas, dentre outros (BEG; SWAIN; HUSSAIN, 2011; LEE et al., 2016;
POON et al., 2015; SOBOLEWSKI, LEGRAND e DIEDERICH, 2010).

A inflamacdo divide-se em duas fases: aguda e cronica. Na fase aguda as primeiras
celulas a chegarem ao local inflamado s&o os polimorfos nucleares (neutréfilos e mondcitos).
Esses sdo recrutados para o local da leséo, para desempenharem um papel essencial no
desenvolvimento do processo inflamatorio (BUCKLEY et al., 2015).

Ja a fase inflamatoria crénica é evidenciada pelo desenvolvimento da resposta humoral
especifica e da resposta imune celular. Ela é caracterizada por conter histologicamente um
exsudado celular de macréfagos e linfocitos ao lado das areas de regeneracdo tecidual
(KUMAR et al., 2013; ROGERIO et al., 2015). Além disso, durante esse processo, ocorre a
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (CRUVINEL et al., 2010;
GOMES; COSTA, 2015). Esse processo tem duracdo prolongada e pode levar de semanas a
anos. Ele pode ser observado na fisiopatologia de algumas doencas, como artrite reumatoide,
asma, bronquite crbnica, esclerose multipla, aterosclerose, infarto do miocardio, fibrose
pulmonar, glomerulonefrites, doenga de Alzheimer e cancer (COMINI-FROTA et al., 2012;
PYEE et al., 2014).

H& outros mediadores inflamatérios envolvidos na inflamagdo como: aminas

vasoativas, cininas, fator de ativacdo plaquetaria, eicosanoides, citocinas, radicais livres,
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oxido nitrico (NO) e neuropeptidios (RANG et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011; KAWARA
etal., 2015).

1.4.2 Plantas medicinais com atividade anti-inflamatoria

O uso de plantas medicinais como forma terapéutica tem acompanhado o0 homem ao
longo dos anos, fazendo com que esta prética se torne parte de sua cultura (BADKE et al.,
2016). No Brasil, o uso destas plantas no tratamento de enfermidades possuem influéncias de
diversas culturas, como: indigena, africana e europeia, cujos tracos foram integrados em um
conjunto de principios que objetiva a cura de doencas (SILVA; OLIVEIRA; ARAUJO, 2008).

Todavia, a utilizacdo de plantas medicinais ndo se limita apenas como ferramenta
terapéutica, destaca-se também a sua importancia em pesquisas farmacoldgicas e no
desenvolvimento de drogas, como matéria-prima para a fabricagdo de compostos
farmacologicamente ativos (CARNEIRO et al., 2014).

O screening de compostos com propriedades anti-inflamatorias € viavel gracas a uma
infinidade de técnicas in vitro (cultura de células e dosagem de mediadores inflamatérios;
inibicdo de enzimas) e in vivo (indugdo de inflamagdo por substancias denominadas agentes
flogisticos ou irritantes em modelos animais variados) com ampla utilizacdo na pesquisa pré-
clinica (BLAZSO, GABOR, 1995; GABOR, 2000).

Os produtos naturais sdo definidos como material biol6gico que fornece substancias
com moléculas bioativas, podendo ser Unicas a um organismo ou comuns a um grupo de
organismos filogeneticamente relacionados (MANN, 1987). Essas moléculas bioativas sdo
provenientes do metabolismo primario ou secundario e pertencem a classes quimicas
definidas (SANTOS, 2007).

Existem numerosos agentes, obtidos de fontes naturais, de grande diversidade
qguimica, que envolvem diferentes tipos de principios ativos. Entre eles se encontram
triterpenos, esteroides, lactonas sesquiterpénicos, flavonoides, cumarinas e alcaloides que tem
comprovado atividade anti-inflamatéria em varios modelos de inflamacéo, atuando sobre
distintos mediadores deste processo (WAGNER, 1989; RECIO et al., 1995; LYSS et al.,
1997; PELZER et al., 1998).

Plantas que sdo utilizadas tradicionalmente na cicatrizagéo, febre, infec¢éo, edema ou
doengas reumaticas sdo indicadores da presenca de compostos com propriedades anti-

inflamatdrias e, assim, devem ser investigadas e a sua eficacia comprovada. Na literatura
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pode-se destacar algumas espécies do género Piper que ja tiveram suas propriedades anti-
inflamatorias descritas, tais como: Piper sarmentosum, Piper argyrophyllum e Piper longum
(VAGHASIYA et al., 2007), Piper sarmentosum (ZAKARIA et al., 2010), Piper interruptum
Opiz. Piper chaba Linn. (SIREERATAWONG et al., 2012), e isolados de Piper ovatum
(SILVA et al., 2008), Piper kadsura e Piper boehmeriifolium (STOHR et al., 2001).



REFERENCIAS




27

REFERENCIAS

AGBOR, G.A.; VINSON, J.A.; JOHNSON, R. Antioxidant and anti-atherogenic activities of
three species on atherogenic diet fed hamsters, Experimental and Toxicologic Pathology. v.
64, n. 4, p. 387-39, 2012.

AL-BAGHDADI, O.B. et al. Inhibition of monoamine oxidase by derivatives of piperine, an
alkaloid from the pepper plant Piper nigrum, for possible use in Parkinson’s disease.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 22 p. 7183-7188, 2012.

ALBIERO, A.L.M. et al. Morfoanatomia dos 6rgéos vegetativos de Piper crassinervium H.B.
& K. (Piperaceae). Acta Botanica Brazilica, v. 19, p. 305-312, 2005.

ALBUQUERQUE, U.P.; HANAZAKI, N. As pesquisas etnodirigidas na descoberta de novos
farmacos de interesse médico e farmacéutico: fragilidades e perspectivas. Revista Brasileira
de Farmacognosia. v. 16, p. 678-689, 2006.

ALVES, H.S.; ROCHA, W.R.V.; FERNANDES, A.F.C.; NUNES, L. E.; PINTO, D.S,;
COSTA, J.L.V.; CHAVES, M.C.0.; CATAO, R.M.R. Atividade antimicrobiana de produtos
obtidos de espécies de Piper (Piperaceae). Revista Cubana de Plantas Medicinales. v. 21, n.
2, p. 168-180, 2016.

AMRAN, A A. et al. Aqueous extract of Piper sarmentosum decreases atherosclerotic lesions
in high cholesterolemic experimental rabbits. Lipids in Health and Disease, v. 9 n. 1. p. 44,
2010.

ARAUJO-JUNIOR, J.X. et al. Cepharanone B from Piper tuberculatum. Biochemical
Systematics and Ecology. v. 27, p. 325-327, 1999.

ARAUJO-JUNIOR, J.X. et al. Piperdardine, a piperidine alkaloid from Piper tuberculatum.
Phytochemistry, v. 44, n. 3, p. 559-561, 1997.



28

ARROYO, J. et al. Efecto antihipertensivo del extracto de Piper aduncum ‘matico’ sobre la
hipertension inducida por L-NAME em ratones. Anales de la Facultad de Medicina, v. 73,
n. 4, p. 275-280, 2012.

BADKE, M.R.; SOMAVILLA, C.A.; HEISLER, E.V.; ANDRADE, A.; BUDO, M.L.D.;
GARLET, T.M.B. Saber popular: uso de plantas medicinais como forma terapéutica no
cuidado a satde. Revista de Enfermagem da UFSM. v. 6, n. 2, p. 225-234, 2016.

BALDOQUI, D.C. et al. Flavones, Lignans and Terpene from Piper umbellata (Piperaceae).
Quimica Nova, v. 32, p. 1107-1109, 2009.

BEG, S.; SWAIN, S.; HUSSAIN, M. S. Systematic review of herbals as potential anti-
inflammatory agents: Recent advances, current clinical status and future perspectives. Review
Pharmacognosy, v. 5, n. 10, p. 120-137, 2011.

BEVILACQUA, H.G.C.R. Planejamento de horta medicinal e comunitaria. Divisdo Tec.

Esc. Municipal de Jardinagem/Curso de Plantas medicinais — So Paulo, 2010.

BEZERRA, D.P. et al. Evaluation of the genotoxicity of piplartine, an alkamide of Piper
tuberculatum, in yeast and mammalian V79 cells. Mutation Research, v. 652, n. 2, p. 164-
174, 2008.

BEZERRA, D.P. et al. In vivo growth inhibition of sarcoma 180 by piperlonguminine, an
alkaloid amide from the Piper species. Journal of Applied Toxicologyvol, v. 28, n. 5, p. 599-
607, 2008.

BEZERRA, D.P. et al. In vivo growth-inhibition of Sarcoma 180 by piplartine and piperine,
two alkaloid amides from Piper. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v.
39, n. 6, p. 801-807, 2006.

BEZERRA, D.P. et al. Piplartine induces inhibition of leukemia cell proliferation triggering
both apoptosis and necrosis pathways. Toxicology in Vitro, v. 21, p.1-8, 2007.



29

BLAZSO, G.; GABOR, M. Effects of prostaglandin antagonist phloretin derivates on mouse
ear edema induced with different skin irritants. Prostaglandins, v. 50, p. 161- 168, 1995.

BLUMENTHAL, M. et al. The Complete German Commision E Monographs. American
Botanical Council, Austin, p. 685, 1998.

BODIWALA, H.S. et al. Antileishmanial amides and lignans from Piper cubeba and Piper
retrofractum. J. Nat. Med., v. 61, p. 418-421, 2007.

BRAZ-FILHO, R.; SOUZA, M.P.; MATTQOS, M.E.O. Piplartine-dimer A, a new alkaloid
from Piper tuberculatum. Phytochemistry, v. 20, n. 2, p. 345-346, 1981.

BURCI, L.M. et al. Antiulcer and gastric antisecretory effects of dichloromethane fraction
and piplartine obtained from fruits of Piper tuberculatum Jacq. in rats. Journal of
Ethnopharmacology, v. 148, n. 1, p. 165-174, 2013.

CAPRON, M. A,; WIEMER, D. F. Piplaroxide, an ant-Repellent piperidine epoxide from
Piper tuberculatum. Journal of Natural Products, v. 59, n. 8, p. 794-795, 1996.

CARDOSO JUNIOR, E.L.; CHAVES, M.C.O. Caldensin, a new N-methylaristolactam
alkaloid from Piper caldense. Pharmaceutical Biology, v. 41, n. 3, p. 216-218, 2003.

CARNEIRO, F.M.; SILVA, M.J.P.; BORGES, L.L.; ALBENAZ, L.C.; COSTA, J.D.P.
Tendéncias dos estudos com plantas medicinais no Brasil. Revista Sapiéncia: sociedade,

saberes e praticas educacionais — UEG. v.3, n. 2, p. 44-75, 2014.

CHAVAN, M.J.; WAKTE, P.S.; SHINDE, D.B. Analgesic and anti-inflammatory activity of
Caryophyllene oxide from Annona squamosa L. bark. Phytomedicine, v. 17, p. 149-151,
2010.

CHAVES, M.C.O.; DE OLIVEIRA, AH.; SANTOS, B.V.O. Aristolactams from Piper
marginatum Jacg. (Piperaceae). Biochemical Systematics and Ecology, v. 34, p. 75-77,
2006.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741

30

CHAVES, M.C.O.; JUNIOR, F.A.G.; SANTOS, B.V. Amides from Piper fruits. Fitoterapia,
v.74,n.12, p. 181-3, 2003.

CHAVES, M.C.0O.; SANTOS, B.V.O. Constituents from Piper marginatum fruits.
Fitoterapia, v. 73, n. 6, p. 547-549, 2002.

CHEN, Y.C.; LIAO, C.H.; CHEN, LS. Lignans, an amide and anti-platelet activities from
Piper philippinum. Phytochemistry, v. 68, p. 2101-2111, 2007.

COMINI-FROTA, E.R.; RODRIGUES, D.H.; MIRANDA, E.C.; BRUM, D.G,;
KAIMENMACIEL, D.R.; DONADI, E.A.; TEIXEIRA, A.L. Serum levels of brain—derived
neurotrophic factor correlate with the number of T2 MRI lesions in multiple sclerosis.

Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 45, n. 1, p. 68-71, 2012.

CORREA, E.; STERNER, O.; ECHEVERRI, F. Prenylhydroxybenzoic acid compounds with
pungent activity from Piper arieianum. Phytochemistry. v. 72, p. 238-241, 2011.

COTINGUIBA, F. et al. Piperamides and their derivatives as potential anti-trypanosomal
agents. Med. Chem. Res., v. 18, p. 703-711, 20009.

CRUVINEL, W.M. et al. Sistema imunitario — Parte | Fundamentos da imunidade inata com
énfase nos mecanismos moleculares e celulares da resposta inflamatéria. Revista Brasileira
de Reumatologia. v. 50, n. 4, p. 434-461, 2010.

DA CUNHA, E.V.L.; CHAVES, M.C.O. Two amides from Piper tuberculatum fruits.
Fitoterapia, v.72, p.197-199, 2001.

DATTA, A.; GHOSHDASTIDAR, S.; SINGH, M. Antimicrobial property of piper betel Leaf
against clinical isolates of bacteria. International Journal of Pharma Sciences and
Research, v. 2, n.3, p. 104-109, 2011.

DESHWAL, V.K. Antimicrobial investigation of Piper nigrum L. Against Salmonella typhi.
Journal of Drug Delivery and Therapeutics. v. 3, n. 3, p. 100-103, 2013.



31

DORWARD, D.A. et al. Imaging inflammation: Molecular strategies to visualize key
components of the inflammatory cascade, from initiation to resolution. Pharmacology &
Therapeutics, v. 135, p. 182-199, 2012.

DUARTE, C.D.M. et al. New optimized piperamide analogues with potent in vivo
hypotensive properties. European Journal Pharmaceutical Sciences. v. 23, p. 363-369,
2004.

ELSAYED, E. A.; ENSHASY, H. E.; WADAAN, M. A.M.; AZIZ, R. Mushrooms: A
potential natural source of anti-Inflammatory compounds for medical applications. Mediators
of Inflammation, 2014.

ENECHI, O.C.; ODO, C.E.; ONYEKWELU, O.N. Inhibition of leucocyte migration: A
mechanism of anti-inflammatory effect of the ethanol extract of the stem bark of Alstonia

boonei in Wistar rats. Journal of Pharmacy Research. v. 6, p. 925-927, 2013.

FACUNDO, V.A. et al. constituintes quimicos fixos e volateis dos talos e frutos de Piper
tuberculatum Jacg. e das raizes de Piper hispidum H.B.K. Acta Amazénica. v. 38, n. 4, p.
733-742, 2008.

FAGUNDES, N.C.A.; OLIVEIRA, G.L.; SOUZA, B.G. Etnobotéanica de plantas medicinais
utilizadas no distrito de Vista Alegre, Claro dos Poc¢des — Minas Gerais. Revista Fitos. v. 11,
n. 1, p. 1-118, 2017.

FELIPE, D.F. et al. Analysis of neolignans compounds of Piper regnelli (Mig.) C. CD. Var.
pallescens (C. DC.) Yunk by HPLC. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
v. 41, p. 1371-1375, 2006.

FELIPE, F.C.B. et al. Piplartine, an amide alkaloid from Piper tuberculatum, presents

anxiolytic and antidepressant effects in mice. Phytomedicine. v. 14, n. 9, p. 605-612, 2007.

FONSECA, M.C.M. Epamig pesquisa, producédo de Plantas Medicinais para Aplicacéo
no SUS. Espaco para o produtor, Vigosa, 2012.



32

FONSECA-KRUEL, V.S.; SILVA, L.LM.; PINHEIRO, C.U. O Ensino académico da
etnobotanica no Brasil. Rodriguésia, v. 56, n. 87, p. 97-106, 2005.

FONTENELE, J.B. et al. Antiplatelet effects of piplartine, na alkamide isolated from Piper
tuberculatum: possible involvement of cyclooxygenase blockade and antioxidant activity.
Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 61, p.511-515, 2009.

FU, M.; SUN, Z.; ZUO, H. Neuroprotective Effect of Piperine on Primarily Cultured
Hippocampal Neurons. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 33, n. 4, p. 598-603, 2010.

GABOR, M. Mouse ear inflammation models and their pharmacological applications.
Budapeste: Akadémiai Kiadd, 2000.

GOMES, E.L.F.D.; COSTA, D.A. Evaluation of functional, autonomic and inflammatory
outcomes in children with asthma. World Journal of Clinical Cases. v. 3, n. 3, p. 301-309,
2015.

GUIMARAES, E.F.; GIORDANO, L.C.S. Piperaceae do nordeste brasileiro I: estado do
Ceara. Rodriguésia. v. 55, n. 84, p. 21-46, 2004.

GUTIERREZ, R. M. P.; COTERA, L. B. F.; GONZALEZ, A. M. N. Evaluation of the
Antioxidant and Anti-glication Effects of the Hexane Extract from Piper auritum Leaves in
vitro and Beneficial Activity on Oxidative Stress and Advanced Glycation End-Product-
Mediated Renal Injury in Streptozotocin-Treated Diabetic Rats. Molecules. v. 17, n. 10, p.
11897-11919, 2012.

HEWAGEEGANA, H.G.S.P. et al. Piper betle Linn: As a remedy for diabetes mellitus.
International Journal of Research in Ayurveda & Pharmacy, v. 2, n. 5, 1601-1603, 2011.

ISSA, A.Y.; VOLTATE, S.R.; WARGOVICH, M.J. The role of phytochemicals in inhibition
of cancer and inflammation: New directions and perspectives. Journal of Food Composition
and Analysis, v. 19, p. 405-419, 2006.



33

KAWAHARA, K.; HOHJOH, H.; INAZUMI, T.; TSUCHIYA, S.; SUGIMOTO, Y.
Prostaglandin E,-induced inflammation: Relevance of prostaglandin E receptors. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and Cell Biology of Lipids. v.1851, n. 4, p. 414-
421, 2015.

KHOM, S. et al. GABA-A receptor modulation by piperine and a non-TRPV1 activating
derivative. Biochemical Pharmacology, v. 85, p. 1827-1836, 2013.

KLOHS, MW. et al. A Chemical and Pharmacological Investigation of Piper
Methysticum Forst. Journal of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, v. 1, n. 1, p. 95-
103, 1959.

KUMAR, V.; ABBAS, AK., ASTER, J.C. Robbins — Basic Patholology. 9% ed.
Philadelphia: Elsevier Saunders, p. 29-73, 2013.

LAGO, J.H.G. et al. Benzoic acid derivatives from Piper species and their fungitoxic activity
against Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum. Journal of Natural
Products, v. 67, p. 1783-1788, 2004.

LAGO, J.H.G. et al. Prenylated benzoic acid derivatives from Piper aduncum L. and P.

hostmannianum C.D.C. (Piperaceae). Phytochemistry Letters. v. 2, p. 96-98, 20009.

LAVOR, P.L. et al. Larvicidal activity against Aedes aegypti of essential oils from northeast
Brazil. Natural product communications. v. 7, n.10, p. 1391-1392, 2012.

LEAL, L.F. Estudo Quimico e Avaliagdo da Atividade Farmacoldgica e Microbioldgica
de Piper mikanianum (Kunth) Steudel. Florianopolis, 2000. 158f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas. P0s-

Graduagdo em Quimica.

LEE, Y. C.; KUNG, H. F.; WU, C. H.; HSU, H. M.; CHEN, H. C.; HUANG, T. C.; TSAL, Y.
H. Determination of histamine in milkfish stick implicated in food-borne poisoning. Journal
of Food and Drug Analysis, v. 24, p. 63-71, 2016.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawahara%20K%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25038274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hohjoh%20H%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25038274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Inazumi%20T%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25038274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsuchiya%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25038274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sugimoto%20Y%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25038274
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13881981
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13881981
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13881981/1851/4

34

LEMOS, O.F. Mutagénese e tecnologia in vitro no melhoramento genético da pimenta-
do-reino (Piper nigrum L.). 2003. 159 p. Tese (Génética e Melhoramento de Plantas)-Escola
Superior de Agronomia Luiz de Queiroz - Universidade de S&o Paulo, Piracicaba.

LOPEZ, S.N. et al. Geranylation of benzoic acid derivatives by enzymatic extracts from Piper

crassinervium (Piperaceae). Bioresource Technology, v. 101, n. 12, p. 4251-4260, 2010.

LYSS, G. et al. Helenalin, an anti-inflammatory sesquiterpene lactone from Arnica,
selectively inhibits transcription factor NF- B. Biological Chemistry, v. 378, p. 951-961,
1997.

MACRAE, W.D.; TOWERS, G.H.N. Biological activities of lignans. Phytochemistry, v. 23,
n. 6, p. 1207-1220, 1984.

MANN, J. Secondary metabolism. 2 ed. Oxford: Clarendon Press, 1987.

MAO, Q.Q. et al. Involvement of serotonergic system in the antidepressant-like effect of
piperine. Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry, v. 35, n. 4, p.
1144-1147, 2011.

MARQUES, A.M. et al. Chemistry and biological activity of essential oils from Piper
claussenianum (Piperaceae). Natural product communications, vol. 5, n. 11, p. 1837-1840,
2010.

MATSUDA, H. et al. Hepatoprotective amide constituents from the fruit of Piper chaba:
Structural requirements, mode of action, and new amides. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, v. 17, n. 20, p. 7313-7323, 2009.

MORAES, J.D. et al. Schistosoma mansoni: In vitro schistosomicidal activity of piplartine.
Experimetal Parasitology. v. 127, n. 2, p. 357-364, 2011.

MORANDIM, A.A. et al. Circadian rhythm of anti-fungal prenylated chromene in leaves of
Piper aduncum. Phytochemical Analysis, v. 16, p. 282-286, 2005.



35

NAHAK, G.; SAHU, R.K. Phytochemical Evaluation and Antioxidant activity of Piper
cubeba and Piper nigrum). Journal of Applied Scienses, v. 1, n. 8, p. 153-157, 2011.

NAKAMURA, C.V. et al. Atividade antileishmania do extrato hidroalcoolico e de fragdes
obtidas de folhas de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var. pallescens (C. DC.) Yunck. Revista
Brasileira de Farmacognosia. v. 16, n. 1, p. 61-66, 2006.

NAVICKIENE, H.M. et al. Antifungal amides from de Piper hispidum and Piper
tuberculatum. Phytochemistry, v. 55, n. 6, p. 621-626, 2000.

NAVICKIENE, H.M.D. et al. Quantitative determination of anti-fungal and insecticide
amides in adult plants, plantlets and callus from Piper tuberculatum by reverse-phase high-

performance liquid chromatography. Phytochemical Analysis, v. 14, n. 5, p. 281-284, 2003.

OLIVEIRA, A.O. et al. Leishmanicidal activity of an alkenylphenol from Piper
malacophyllum is related to plasma membrane disruption. Experimental Parasitology, V.
132, n. 2012, p. 383-387, 2012.

OLIVEIRA, C.M.B.; SAKATA, RK.T.S.A.; ISSY, A.M.; GEROLA, L.R.; SALOMAO, R.

Citocinas e Dor. Revista Brasileira de Anestesiologia. v. 61, n. 2, 2011,

OLIVEIRA, E.R.; MENINI NETO, L. Levantamento etnobotanico de plantas medicinais
utilizadas pelos moradores do povoado de Manejo, Lima Duarte — MG. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais. v. 14, n. 2, p. 311-320, 2012.

OLIVEIRA, F.A.S.; PASSARINI, G.M.; MEDEIROS, D.S.S.; SANTOS, A.P.A,; FIALHO,
S.N.; GOUVEIA, AlJ.; LATORRE, M.; FREITAG, E.M.; MEDEIRQOS, P.S.M.; TELES,
C.B.G.; FACUNDO, V.A. Antiplasmodial and antileishmanial activities of compounds from
Piper tuberculatum Jacq fruits. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. v. 51, n. 3, p. 382-386, 2018.

PAES-GONCALVES, H. et al. The leishmanicidal activity of acyclopentenedione derivative
isolated from the roots of a native Amazonian pepper (Pipercarniconnectivum). Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 5, p. 1018-1023, 2012.



36

PALACIO, Z.G.F. et al. In vitro antifungal activity of crude extracts of Piper tuberculatum.
Revista Peruana de biologia, v. 16, n. 2, p. 209-214, 2009.

PARMAR, V.S. et al. Phytochemistry of genus Piper. Phytochemistry. v.46, n.4, p. 597-673,
1997.

PARRA, J.E., DELGADO, W.A., CUCA, L.E., Cumanensic acid, a new chromene isolated
from Piper cf. cumanense Kunth (Piperaceae). Phytochemistry Letters v. 4, p. 280-282,
2011.

PELZER, E.l. et al. Acute and chronic anti-inflamatory effects of plant flavonoids. Il
Farmaco, v. 53, p. 421-424, 1998.

PERAZZO, F.F. et al. Comparative anti-infl ammatory and antinociceptive effects of
terpenoids and an aqueous extract obtained from Croton cajucara Benth. Revista Brasileira
de Farmacognosia. v. 17, n. 4, p. 521-528, 2007.

PERES, V.F. et al. Chemical composition and cytotoxic, mutagenic and genotoxic activities
of the essential oil from Piper gaudichaudianum Kunth leaves. Food Chem. Toxicol., v. 47,
p. 2389-2395, 2009.

PEUNGVICHA, P. et al. Hypoglycemic effect of the water extract of Piper sarmentosum in
rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 60, n. 1, p.27-32, 1998.

POHLIT, A.M. et al. Screening of plants found in the State of Amazonas, Brazil for activity
against Aedes aegypti larvae. Acta Amazonica. v. 34, n. 1, p. 97-105, 2004.

POON, D.C.H. et al. Sickness: From the focus on cytokines, prostaglandins, and complement
factors to the perspectives of neurons. Neuroscience & Biobehavioral Reviews. v. 57, p. 30-
45, 2015.

PYEE, Y.; CHUNG, H.J.; CHOI, T.J.; PARK, H.J.; HONG, J.Y; KIM, J.S. KANG, S.S,

LEE, S.K. Supression of inflammatory responses by handelin, a guaianolide dimer from



37

Chrysanthemum boreale, via downregulation of NF-kB signaling and pro-inflammatory
cytokine production. Rev. Journal of Natural Products, v. 77, n. 4, p. 917-924, 2014.

RAJ, L. et al. Selective killing of cancer cells by a small molecule targeting the stress
response to ROS. Nature, Massachusetts, v. 475, n. 7355, p. 231-233, 2011.

RANG, H.P.; DALE, M.M.; RITTER, J.M.; FLOWER, R.J; HENDERSON, G. Rang e Dale

— Farmacologia. 72 ed. Elsevier: Rio de Janeiro, p. 768, 2012.

RECIO, M.C. et al. Structural requirements for the anti-inflammatory activity of natural
terpenoids. Planta Med., v. 61, p. 182-185, 1995.

REDDY, S.P. et al. Antibacterial activity of isolates from Piper longum and Taxus baccata.
Pharmaceutical Biology, v. 39, n. 3, p. 236-238, 2001.

REGASINI, L.O. et al. Trypanocidal activity of Piper arboreum and Piper tuberculatum

(Piperaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19, n. 1b, 2009.

REIGADA, J.B. et al. Chemical constituents from Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) —
antifungal activities and kinetic resolution of (RS)-marginatumol by Candida antarctica
lipase (Novozym 435). Tetrahedron: Asymmetry, v.18, p.1054-1058, 2007.

RIDTITID, W. et al. Neuromuscular blocking activity of methanolic extract of Piper
sarmentosum leaves in the rat phrenic nervehemidiaphragm preparation. Journal of
Ethnopharmacology, v. 61, n. 2, p.135-142, 1998.

RODRIGUES, R.V. et al. Antinociceptive effect of crude extract, fractions and three alkaloids
obtained from fruits of Piper tuberculatum. Biological and Pharmaceutical Bulletin. v. 32,
n. 10, p. 1809-1812, 20009.



38

RODRIGUES, V.E.G.; CARVALHO, D.A. Levantamento etnobotanico de plantas
medicinais no dominio do cerrado na regido do Alto Rio Grande — Minas Gerais. Ciéncia e
Agrotecnologia. v. 25, n. 1, p. 102-123, 2001.

ROGERIO, A.P.; SORGI, C.A. SADIKOT, R.; CARLO, T. The role of Lipids mediators in

inflammation and resolution. BioMed Research International. v. 2015, p. 2-4, 2015.

SALES, V.S.; NASCIMENTO, E.P.; MONTEIRO, A.B.; COSTA, M.H.N.; DELMONDES,
G.A.; SOARES, T.R.C.; TINTINO, S.R.; FELIPE, C.F.B.; MENEZES, I.R.A.; KERNTOPF,
M.R. Modulacéo in vitro da atividade antibiotica pelo 6leo essencial dos frutos de Piper

tuberculatum Jacq. Revista Cubana de Plantas Medicinales. v. 22, n. 2, p. 1-10, 2017.

SAMAIN, M.S. et al. Verhuellia is a segregate lineage in Piperaceae: more evidence from
flower, fruit and pollen morphology, anatomy and development. Annals of Botany. v. 105, n.
5, p. 677-688, 2010.

SANTHAKUMARI, P.; PRAKASAM, A.; PUGALENDI, K.V. Modulation of oxidative
stress parameters by treatment with Piper betle leaf in streptozotocin induced diabetic rats.
Indian Journal of Pharmacology, v. 35, p. 373-378, 2003.

SANTOS, B.V.O. et al. Croweacin from Piper marginatum. Biochemical Systematics and
Ecology, v. 25, n. 5, p. 471-472, 1997.

SANTOS, B.V.O. et al. Fenilalcandides de Piper marginatum. Phytochemistry, v. 49, p.
1381-1384, 1988.

SANTOS, R.l. Metabolismo bésico e origem dos metabolitos secundarios. In: SIMOES,
C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ, L.A.; PETROVICK,
P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Porto Alegre: Editora da UFRGS;
Florianopolis: Editora da UFSC, p. 403-434, 2007.



39

SANTOS, T.G. et al. Composicdo quimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas de Piper malacophyllum (C. PRESL.) C. DC. Quimica Nova, v. 35, n. 3,
p. 477-481, 2012.

SCOTT, I. M. et al. Efficacy of Piper (Piperaceae) extracts for control of common home and

garden insect pests. Journal of economic entomology, v. 97, n. 4, p. 1390-1403, 2004.

SILVA, A.C.P.R.; OLIVEIRA, M.N. Caracterizacdo botanica e quimica de trés espécies
do género Piper no Acre. Rio Branco: Embrapa Acre, p. 13 (Boletim de Pesquisa, 23), 2000.

SILVA, D. et al. Anti-inflammatory activity of the extract, fractions and amides from the
leaves of Piper ovatum Vahl. (Piperaceae). Journal of Ethnopharmacology, v. 116, n. 3, p.
569-573, 2008.

SILVA, F.L.A.; OLIVEIRA, R.A.G.; ARAUJO, E.C. Use of medicinal plants by the elders at
a Family health estrategy. Revista de Enfermagem da UFPE on-line. v. 2, n. 1, p. 9-16,
2008.

SILVA, R.V. et al. Antifungal amides from Piper arboreum and Piper tuberculatum.
Phytochemistry. v.59, p. 521-527, 2002.

SIMMONDS, N.W..R.; STEVENS. R. Occurrence of the methylene-dioxy bridge in the.
phenolic components of plants. London: Nature, v. 178, p. 752-753, 1956.

SIREERATAWONG, S. et al. Anti-Inflammatory, Analgesic, and Antipyretic Activities of
the Ethanol Extract of Piper interruptum Opiz. and Piper chaba Linn. International
Scholarly Research Notices, v. 2012, p. 1-6, 2012.

SRINIVASAN, K. Black pepper and its pungent principle-piperine: a review of diverse
physiological effects. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 47, p. 735-748,
2007.

STOHR, J. R.; XIAO, P. G.; BAUER, R. Constituents of Chinese Piper species and their
inhibitory activity on prostaglandin and leukotriene biosynthesis in vitro. Journal of
Ethnopharmacology, v. 75, n. 2-3, p.133-139, 2001.



40

SUNILA, E.S.; KUTTAN, G. Piper longum inhibits VEGF and proinflamatory cytokines and
tumor-induced angiogenesis in C57BL/6 mice. International Immunopharmacology, v. 6,
p. 733-741, 2006.

VAGHASIYA, Y.; NAIR, R.; CHANDA, S. Investigation of Some Piper Species for Anti-
Bacterial and Anti-Inflammatory Property. International journal of Pharmacology, v. 3, n.
5, p. 400-405, 2007.

VASQUEZ, S.P.F.; MENDONCA, M.S.; NODA, S.N. Etnobotanica de plantas medicinais
em comunidades ribeirinhas do Municipio de Manacapuru, Amazonas, Brasil. SciElo. Acta
Amazonica. v. 44, n. 4, p. 457-472, 2014.

VEDHANAYAKI, G.; SHASTRI, G, V.; KURUVILLA, A. Analgesic activity of Piper
longum Linn. Root. Indian Journal of Experimental Biology, v. 41, n. 6, p. 649-651, 2003.

WAGNER, H. Search for new plant constituents with potential antiphlogistic and antiallergic
activity. Planta Med., v. 55, p. 235-241 1989.

WANKE, S. et al. Evolution of Piperrales-matk gene and trnk intron sequence data reveal
ineage specific resolution contrast. Moleculars Phylogenetics and Evolution, v. 42, p. 477-
497, 2007.

WHITTON, P.A. et al. Kava lactones and the kava-kava controversy. Phytochemistry, v. 64,
p. 673-679, 2003.

WIROTESANGTHONG, M. et al. Inhibitory effects of Piper betle on production of allergic
mediators by bone marrow-derived mast cells and lung epithelial cells. Int

Immunopharmacol. v. 8, p. 453- 457, 2008.

XUAN, T.D. et al. Efficacy of extracting solvents to chemical components of kava (Piper
methysticum) roots. Journal of Natural Medicines, v. 62, p. 188-194, 2008.



41

YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B. Plantas Medicinais sob a Otica da Quimica Medicinal
Moderna. 12 edi¢do, Chapec6-SC, Argos — Editora Universitaria. Cap. 7, p. 297-315. 2001.

ZAKARIA, Z.A. et al. In vivo anti-nociceptive and anti-inflammatory activities of the
aqueous extract of the leaves of Piper sarmentosum. Journal of Ethnopharmacology, v.
128, n. 1, p. 42-48, 2010.



CAPITULO 2




43

CAPITULO 2: SYSTEMATIC REVIEW: MEDICINAL USE AND SCIENTIFIC
ELUCIDATION OF THE Piper GENUS FOR THE TREATMENT OF SYMPTOMS
AND INFLAMMATORY DISEASES (ARTIGO 1).

Cicera Norma Fernandes Lima'*, Luciene Ferreira de Lima', Denise Bezerra Correia, Sara
Tavares de Sousa Machado®, Jéssica Pereira de Sousa’, Enaide Soares Santos®, Gyllyandeson
de Aratjo Delmondes’, Irwin Rose Alencar de Menezes®, Cicero Francisco Bezerra Felipe?,

Henrique Douglas Melo Coutinho® and Marta Regina Kerntopf*

Artigo publicado no periddico: Journal of Medicinal Plants Research (Anexo 1)
Qualis em Biodicersidade: B2

Fator de impacto: 0.879

ACADEMIC
JOURNALS

Journal of
Medicinal Plants
Research




44

Systematic review: Medicinal use and scientific elucidation of the Piper genus for the

treatment of symptoms and inflammatory diseases

Cicera Norma Fernandes Lima'*, Luciene Ferreira de Lima', Denise Bezerra Correia®, Sara
Tavares de Sousa Machado®, Jéssica Pereira de Sousa’, Enaide Soares Santos, Gyllyandeson
de Aratjo Delmondes’, Irwin Rose Alencar de Menezes®, Cicero Francisco Bezerra Felipe?,

Henrique Douglas Melo Coutinho® and Marta Regina Kerntopf*

'Departamento de Quimica Biolégica (DQB), Universidade Regional do Cariri (URCA),
Crato, CE, Brazil.

’Departamento de Biologia Molecular (DBM), Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jo&o

Pessoa, PB, Brazil.

*Corresponding author. E-mail: norminhaf@yahoo.com.br.

ABSTRACT

The aim of this study was to conduct a systematic review that reported the medicinal use of
the genus Piper, and pharmacological elucidations for the treatment of symptoms and
processes of inflammation and inflammatory diseases. The systematic review was prepared in
accordance with PRISMA guidelines. The databases used for this research were the Web of
Science and Scopus, where associations with the terms were applied in both databases:
"Piper" and "Ethnobotanical” and "Piper" and "Anti-inflammatory effect". Initially, the
research identified 153 articles, of which 24 articles were selected for final analysis following
the inclusion criteria. The results indicate that the medicinal use of species of the Piper genus
entails mainly using of leaves, roots, and fruits, and decoct, maceration and powder for the
treatment of inflammatory and respiratory diseases such as asthma and bronchitis. Regarding
the evaluation of the anti-inflammatory effect of the genus, only seven species presented
studies with their scientifically proven anti-inflammatory effect. Biases in the methodology
applied in the studies were observed. In this systematic review, it was noticed that both
studies addressed have gaps that can cause damage to future research and that
pharmacological studies for inflammation with the use of the species themselves are still
limited, with a more job for the isolated compounds of these plants.

Key words: Piper, medicinal, ethnobotanic, anti-inflammatory effect.

INTRODUCTION

Piper genus is the most representative of Piperaceae family, composed of about 1,000
species (Durant- Archibold et al., 2018), and has wide distribution on temperate regions from

both hemispheres (tropical and sub-tropical). It is used for cooking, and has aromatic,
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ornamental and medicinal purposes (Reigada et al., 2007; Santos et al., 2012). In Brazil, it can
be found from North to South, where 292 species occur, of which 44 are variety and 184 are
endemic (Flora do Brasil, 2018).

Concerning the botanical aspects, these genus specimens appear as sub-shrubs, shrubs
or trees, measuring from 1 to 5 meters; they are able to reach up 10 meters in height. The
stems are usually lignified, knotty and have many branches. Leaves have a long petiole and
alternate with the stem. The limbo is simple, having its entire margin, with different shapes
and sizes. The flowers are sessile, arranged in spikes opposite to leaves, varying in length and
thickness, upright, sub- curved or curved; they are accompanied by thin or thick peduncles, of
2 to 5 stamens and 3 to 4 stigmas, filiform, curved, styled or sessile. The ovary is ovoid or
sub-ovoid. Fruits are globular drupe with little thickened pericarp (Reitz, 2003; Guimaraes
and Giordano, 2004).

Ethnobotanical studies in the literature exhibit the genus Piper related to medicinal use
in tea forms (decoction), infusion and aromatic baths (Blumenthal, 1998; Santhakumari et al.,
2003; Wirotesangthong et al., 2008). It is mostly species used in traditional medicine for
treating gastrointestinal diseases, hypertension, anti-hemorrhagic, diuretic, pain and
inflammation (Gupta et al., 2015; Reigada et al., 2007; Roersch, 2010).

Species of this genus produce compounds with diverse biological and pharmacological
properties, such as anxiolytic, analgesic, anti-inflammatory, vasodilatory, cytotoxic,
immunomodulatory, antimicrobial, antifungal and promising antitumor activities (Bezerra et
al., 2008; Rodrigues et al., 2009; Moraes et al., 2011; Raj et al., 2011). In this sense,
phytochemistry contributes to verifying Piper genus biological activities cited in the
ethnobotanical researches (Parra et al., 2011).

Phytochemical research brings about numerous scientific studies in many parts of the
world, which has led to isolation of several bioactive compounds such as kavalactones (Xuan
et al., 2008; Whitton et al., 2003), aristolactams (Cardoso Junior and Chaves, 2003; Chaves et
al., 2006), phenylpropanoids (Chaves and Santos, 2002), lignoids (Chen et al., 2007;
Bodiwala et al., 2007), chromones (Morandim et al., 2005), terpenes (Baldoqui et al., 2009;
Péres et al., 2009), steroids (Parmar et al., 1997), prenylated benzoic acids (Lago et al., 2009;
Chaves et al., 2010) and amides (Aradjo-Junior et al., 1997; Chaves et al., 2003; Srinivasan,
2007; Cotinguiba et al., 2009). These characterize the metabolites of this genus. The first
isolated amide of the Piper genus was piperine (Lee et al., 1984).

The main biological activities attributed to isolated substances are antifungal,

insecticidal, bactericidal, antitumor, trypanocidal, antiparasitic, antimicrobial, antiprotozoal,



46

anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidant (Pohlit et al., 2004; Nakamura et al., 2006;
Deshwal, 2013; Zakaria et al., 2010; Agbor et al., 2012).

A striking feature of the genus is presence of rich oil content in its structures,
especially in leaves and fruits (Albiero et al., 2005). It has essential oils with chemical
constituents such as monoterpenes, sesquiterpenes, arylpropanoids, aldehydes, ketones, and
long-chain alcohols. This shows its commercial and industrial potential, as well as use in
traditional medicine (Correa et al., 2011).

Some studies of scientific reviews on species and isolates from Piper genus have
already been published (Roersch, 2010; Gutierrez et al., 2013; Monzote et al., 2017, Durant-
Archibold et al., 2018); however, there is no systematic review of the genus Piper focusing on
inflammatory processes. Hence, this review aims to report the medicinal use of Piper genus,
including pharmacological elucidation for the treatment of symptoms of inflammation and

inflammatory diseases.

MATERIALS AND METHODS

Research strategy

The systematic review was performed according to PRISMA guidelines (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). It consists of a 27 items
checklist and a flow diagram that instructs articles search and selection in four steps -
identification, selection, eligibility and inclusion - for authors to contribute to the quality and
reliability of the review in question (Moher et al., 2009).

The study was guided by two questions. Ffirst: “Which species of Piper genus are
used empirically by population for symptoms of inflammation and inflammatory diseases
treatment”? The second: “Which species of the genus Piper have scientifically elucidated
anti-inflammatory effects?”.

The articles mentioned in the review were publications available from January 2003 to
July 2017. For this research, the Web of Science and Scopus databases were used, where the
following association of terms was applied in both bases: “Piper” and “Ethnobotanical”,
“Piper” and Anti-inflammatory effect. The constancy of the terms aims to guarantee greater
trustworthiness in search application forms and later comparison of the publication date.

The inclusion and exclusion criteria were applied to both consulted databases.

Inclusion criteria: articles published in full text, in English language and that portray the
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subject by means of the association of the above-mentioned terms. Exclusion criteria:
duplicate articles, comparative, inconclusive, or dubious studies. After the use of research
criteria, certification of selected productions was carried out, using a meta-synthesis type

qualitative approach.

Studies selection

Two independent researchers (C.N.F.L. and L.F.L) made studies research and
selection. The choice of articles was made by reading title and abstract, with the
application of an evaluation formulary with eligibility criteria. Later, publications were
evaluated by complete reading. This step is indispensable to ratify the inclusion criteria.

Any divergences were agreed on between the two researchers.

Methodological quality analysis/studies’ bias risk

The studies were evaluated using SYRCLE’s RoB (Hooijmans et al., 2014) tool, for
pre-clinical in vivo studies, with non-human animals. Related to ethnobotanical and pre-
clinical studies in vitro it was not possible to carry out this analysis, once there is no validated
tool for such finality.

SYRCLE’s RoB tool was elaborated based on Cochrane Collaboration’s (Higgins and
Green, 2011) criteria, being adapted to evaluate the methodological quality and bias risks of
experimental studies with non-human animals. This tool is composed of 10 entries that are
related to 6 bias types: selection bias, performance bias, detection bias, friction bias, bias
notification and other bias (Hooijmans et al., 2014). Based on the aforementioned tool, the

studies were classified as "low bias risk", "high bias risk™ and "not clear bias risk".

Extraction and data analysis

Data were obtained by one of the researchers (C.N.F.L.) using a list of selection
criteria, which were accurately verified by the second researcher (L.F.L.). Regarding the
articles that deal with ethnobotanical studies, the extracted items were information related
to the species, the structure used, the form of use, traditional use, and the country.
Regarding ethnopharmacological studies, the information obtained was: species, the

structure used, type of extract/essential oil, type of test and effect, according to the
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literature. Grouping statistics (meta-analysis) were not possible due to methodological

heterogeneity between studies.

RESULTS

In this systematic review, were found 153 articles in consulted databases. In the
Scopus database, there were 113 articles and in Web of Science, 40 articles. After abstracts
and titles screening were excluded 18 duplicated articles, remaining 135, and from full-text
analysis, 111 texts were excluded. Finally, after inclusion and exclusion criteria
application, 24 articles were selected for this study, in which 15 articles addressed
ethnobotanical studies that demonstrated Piper species use in traditional medicine for
inflammation and 9 articles with pharmacological studies of the species demonstrating
elucidation for this activity (Figure 1).

Medicinal use of Piper genus species

Studies have demonstrated Piper genus use in traditional medicine. Here we highlight
some ethnobotanical surveys that exhibit Piper species use for the treatment of inflammatory
diseases.

These species are widely used as a medicinal plant mainly in countries like Indonesia
and India, in which a greater number of works were observed. The medicinal genus use
occurs by the usage of all parts of the plant; leaves, roots, and fruits were the most used; and
the forms of predominant uses in the studies were decoction, maceration, and powder use.
However, some studies did not report both. About traditional species used for the treatment of
symptoms caused by inflammation, inflammatory processes and inflammatory diseases, the
prevalence of the treatment of respiratory diseases such as asthma and bronchitis was
evidenced. Other medicinal uses are for rheumatism and gout, diseases considered
inflammatory, and for the treatment of inflammatory processes such as wound healing, skin
allergies and gastrointestinal ulcers. The symptoms of inflammation are fever and cough
(Table 1).
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Scientific elucidation of anti-inflammatory activity of Piper genus species

Related to the evaluation of the anti-inflammatory effect of the Piper genus, this
systematic review showed that many species that already have medical use by population have
not yet had their effects scientifically validated. According to research, only seven species
have worked with their scientifically proven anti- inflammatory effect. The most commonly
used plant part was leaves, the extract being the most predominant preparation form. Only
two works are related to essential oil use. Related to the pharmacological test type used to
evaluate the anti-inflammatory activity, paw edema, and pleurisy models were the most used
(Table 2).

Methodological quality/bias risk

In Figures 2 and 3, all pre-clinical studies with non- humans animals were evaluated
and classified as low bias risk (100%) based on the questions, if the evaluator did not have
previous knowledge of results, if identification of incomplete results was adequate, if studies

were free of selective results and if they were free of other problems that would cause bias.

DISCUSSION

Since primitive civilizations, man has been intimately related to plants in order to
grow his own food and medicine. The popular medicinal use of plants is an ancient art based
on the accumulation of information passed through successive generations (Zardo et al.,
2016). Thus, ethnobotanical knowledge provides the pharmacological and industrial
applications. From popular wisdom about this type of plant that several research centers seek
to prove the effectiveness of certain medicinal plants (Albuquerque, 2005).

In the present study, among the ethnobotanical studies reported for medicinal Piper
genus use for inflammatory diseases, thirteen species were cited. In view of the analyzed
studies, it can be seen that Piper species are used for different medicinal purposes and that
often the vegetal part used, the form of use and medicinal application of a species can vary

according to the cultural scene.
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When comparing Tables 1 and 2 that demonstrate medicinal use and pharmacological
elucidation, respectively, of this genus species, it can be verified that despite the report in the
ethnobotanical studies few of these species had scientific elucidation confirmed in the area of
the inflammation. The species that were scientifically elucidated and at the same time have
reports of medicinal use by the population according to this systematic review were: Piper
umbellatum, Piper nigrum and Piper sarmentosum.

People use P. umbellatum to treat fever and tissue cicatrization (Akendengue et al.,
2005; Silalahi et al., 2015). lwamoto et al. (2015), in their study, evaluated the anti-
inflammatory activity of dichloromethane extract, from leaves of this species, on paw edema
and carrageenan-induced peritonitis models; they observed decreased inflammation, and
leukocyte migration.

P. nigrum is traditionally used to treat sore throat, fever, asthma, and cough
(Albuquerque et al., 2007; Silalahi et al., 2015; Sureshkumar et al., 2017; Suroowan and
Mahomoodally, 2016). Tasleem et al. (2014) elucidated the anti-inflammatory effect of this
species in carrageenan-induced paw edema models that exhibited a significant decrease in
edema at different concentrations of hexane and ethanolic extracts. Ahmed et al. (2013)
demonstrated that the methanolic extract of this species significantly improves the cholinergic
and characteristic neurodegeneration-induced dysfunction of Alzheimer's disease.

Ethnobotanical studies with P. sarmentosum reported the popular use for rheumatism
and gout (Li et al., 2016) and its action for inflammation was elucidated by Lee et al. (2011)
who demonstrated that the methanolic extract of this species reduced the production of nitric
oxide (NO), which is one of the markers in one of the inflammation pathways (Gongalves et
al., 2000).

Kim et al. (2017) by means of tests aimed the inflammation ways of nitric oxide (NO)
and prostaglandins (PGE;) and the measurement of genes that trigger inflammatory processes;
the methanolic extract of P. attenuatum exerted anti-inflammatory effects in in vitro tests with
macrophage cells.

The other ten Piper species cited in Table 1 do not have a scientific elucidation
approach to inflammation yet, according to databases used. The species are the following: P.
betle, P. marginatum, P. acutifolium, P. haucei, P. tuerckheimii, P. peltatum, P. longum, P.
cubeba e P. guineense. This shows the scarcity of studies that evaluate the anti-inflammatory
activity of these species, but there are reports of genus use for inflammation treatment
(Moreira et al.,, 1998; Felipe et al., 2006). In relation to the species P. vicosanum, P.

aleyreanum and P. crocatum the opposite occurred; these have scientific elucidation and,
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nevertheless, were not found articles demonstrating the traditional use through ethnobotanical
studies in the databases of Web of Science and Scopus.

Brait et al. (2015) studied P. vicosanum through models of paw edema and pleurisy
induced by carrageenan; they obtained significant results for the edema reduction and for
leukocyte migration in pleurisy. Also, P. aleyreanum, its anti-inflammatory effect also was
evaluated by the carrageenan-induced pleurisy model and the acute gastric lesion test. Both
tests were performed by Lima et al. (2012) and they obtained significant results regarding
inflammatory processes reduction.

The studies cited above report the traditional use of this species, P. aleyreanum, as
immunomodulatory, analgesic and antidepressant (Brait et al., 2015); people use it
empirically in a more general way for bronchitis, intestinal pain, skin irritations and
inflammation treatment (Lima et al., 2012).

Wahjuni et al. (2016) and Laksmitawati et al. (2017) performed tests with P.
crocatum. Both evidenced the reduction of serum levels of TNF-a, IL-1, IL-6, and NO in
Wistar rats and in LPS-induced macrophage cells, respectively. In these articles, authors do
not describe empirical medicinal use; only bioactive components were present in these plants,
correlating with its anti- inflammatory activity.

During the research were found several works that investigate the pharmacological
activity of isolated compounds from the Piper genus for inflammation. Sheik et al. (1993)
isolated triterpenes and B-sitosterol from P. betle to plaquetary aggregation study and anti-
inflammatory effect; the last one were used the model of paw edema induced by carrageenan
to evaluate its potential.

In the species P. nigrum and P. longum the major component is piperine that has
biological activities: anti- inflammatory, antioxidant, analgesic, healing, antifungal,
antibacterial and facilitates blood circulation activity (Bae et al., 2011; Carnevallia and
Araujo, 2015). Liang et al. (2016) evaluated piperine for pyroptosis in murine macrophages
using pyroptosis assay. Cruz et al. (2013) studied its application in convulsion by checking
deaths number and survivors through pilocarpine-induced seizure tests by the GABAergic
system in an animal model. Kim et al. (2012) verified piperine inhibitory action on COX-1
with the COX-2 induction test by 13-acetate 12-myristate-frobol (PMA).

In Web of Science database were found five articles using isolated piperine compound
and one with the compound allylpyrocatechol (APC) extracted from P. betle species. This

component was evaluated by induced production of NO and PGE; of lipopolysaccharide
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(LPS) in murine macrophages cells to verify their anti- inflammatory capacity (Sarkar et al.,
2008).

The remaining articles, using piperine, investigate: The apoptosis in neuronal cells and
the anti-inflammatory activity in Parkinson's disease induced by 6-OHDA (Shrivastava et al.,
2013), the neuro-inflammation on BV, microglia induced by inflammatory responses to LPS
(Wang-Sheng et al., 2017), the ulcerative colitis by determining TLR4 receptor cholesterol in
the pathway of cellular inflammation (Gupt et al., 2015) and the acute pancreatitis induced by
cerulein by activation inhibition of mitogenic protein kinase (Bae et al., 2011).

Besides these works, other components such as: N- isobutylamine, (E) -B-
caryophyllene (BCP) and other alkaloids were used, respectively, for anti-inflammatory effect
of edema in formation in acute analgesia, in a murine model of nephropathy to verify anti-
inflammatory properties and in neuroinflammatory processes in Parkinson's disease in the
dopaminergic neuronal system (Reynoso-Moreno et al., 2017; Horvath et al., 2012; He et al.,
2016).

Other works that approach isolated compounds, were by De Ledn et al. (2002) who
studied P. fimbriulatum through its furofan lignan (+)-diayangambin isolated component in
vivo assays such as carrageenan-induced paw edema to verify its immunomodulatory and
anti- inflammatory efficacy, and by Chiou et al. (2003) which used piperlactam S isolated
from P. kadsura for chemotaxis treatment by means of chemotactic migration, adhesion,
measurement of phagocytic activity and cytokine production assays.

The analysis of the quality of methodology and the risk of bias of the studies inserted
in a systematic review is of fundamental importance (Hooijmans et al., 2014). This is because
this evaluation demonstrates that the research developed was well planned and carried out
efficiently and that the results presented were interpreted correctly and comprehensible
(Festing and Altman, 2002). In the articles addressed in this review, biases in the
methodology were observed in preclinical studies with non-human animals, mainly in the
allocation and blinding of the groups. This data require some special attention since studies

that present a risk of methodological bias do not guarantee reliable results.

CONCLUSION

Studies covered in this systematic review prove that the Piper genus includes species

with bioactive activities, with great potential for inflammatory disease treatment.
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In traditional medicine, ethnobotanical studies showed that leaves, roots, and fruits
were most used parts under decoction, maceration and powder form for inflammatory diseases
of respiratory tract treatment, such as asthma, bronchitis, and cough. Already in the studies
that scientifically validated Piper genus anti-inflammatory activity, only seven species
presented works with their anti-inflammatory effect scientifically proven.

This review also showed that several ethnobotanical studies still present gaps in
relation to detailed information regarding the plant part used and how they are used, as well as
other data. The lack of such reports may lead to a loss for future pharmacological research.
Thus, it is considered that interviews of this size should be very explanatory, aiming to collect
as much information as possible about plant use in traditional medicine.

In the ethnopharmacological studies (in vivo or in vitro), there was also lack of
information, mainly in relation to the plant part used to obtain the extract, implying that the
lack of this data may be a reflection of the scarcity of ethnobotanical studies well structured.
Another factor to be observed is that the pharmacological studies for inflammation with
species use itself are still limited, with a larger number of works for isolated compounds from
these plants. The research also did not present any study that reported genus use for clinical
trials. In view of this, it can be seen that research with the Piper genus as a therapeutic agent

in modern medicine is still very scarce, related to anti-inflammatory activity.
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Reference Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

Kim et al. (2017). 2
Iwamoto et al. (2017).
Wabhjune et al. (2016).
Brait et al. (2015).
Tasleem et al. (2014).
Ahmed et al. (2013).
Lima et al. (2012).
Lee etal. (2011).

LEGEND:

Figure 2. Methodological quality summary for preclinical trials: review of authors judgments about
each methodological quality item for each study included: P1, Was the allocation sequence adequately
generated and applied?; P2, Were the groups similar at baseline or were they adjusted for confounders
in the analysis?; P3, Was the allocation to the different groups adequately concealed during?; P4, Were
the animals randomly housed during the experiment?; P5, Were the caregivers and/or investigators
blinded from knowledge which intervention each animal received during the experiment?; P6, Were
animals selected at random for outcome assessment?; P7, Was the outcome assessor blinded?; P8, Were
incomplete outcome data adequately addressed?; P9, Are reports of the study free of selective outcome
reporting?; P10, Was the study apparently free of other problems that could result in high risk of bias?).
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Figure 3. Methodological quality of included studies. Green bars indicate the proportion of
articles that present low bias risk; red bars indicate the proportion of studies with high bias
risk and yellow bars indicate the proportion of studies with unclear bias risk.



Table 1. Medicinal use of Piper species to treat symptoms of inflammation and inflammatory diseases.
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Scientific name Parts use Method of preparation Medicinal use Country Reference
Piper acutifolium Ruiz & Pav. Leaves Decoction Gastritis Peru De Feo (2003)
Piper betle L. Leaves Decoction and maceration Ulcer China Li and Xing (2016)
Leaves Liquid extract Asthma India Savithramma et al. (2007)
Leaves NR Febrifuge Indonesia Silalahi et al. (2015)
Whole plant Powder (taken orally) Bronchitis and cough India Sureshkumar et al. (2017)
Leaves Decoction Sore throat Indonesia Sujarwo et al. (2015)
Skinallergies
Juice (taken orally) Cough
Maceration (Used over the chest)
Leaves Maceration (taken orally) Asthm Africa Suroowan and Mahomoodally
Chewed sthma (2016)
Respiratory disorders
Bronchitis
Piper cubeba Vahl. Fruit NR Rheumatism Indonesia Silalahi et al. (2015)
Piper guineense Schumach. & Fruits Decoction Asthma Africa Gbekley et al. (2017)
Thonn. Whole plant Powder
Balsam
Piper hancei Maxim. Roots Decoction Gastritis, osteitis China Li and Xing (2016)
Piper longum L. Immature fruits and Powder of roots mixed with honey Asthma India Savithramma et al. (2007)
roots (taken orally)
Decoction Immature fruits and roots
(taken orally)
Fruit NR Rheumatism Indonesia Silalahi et al. (2015)



Table 1. Contd.

Piper marginatum Jacq.

Piper nigrum L.

Piper peltatum L.

Piper sarmentosum Roxb.

Piper tuerckheimii C.DC.

Piper umbellatum L.

Roots, leaves, stem

Seeds
Seeds

Roots

Fruits

NR

Leaves and roots

NR

Leaves
NR

Leaves

Powder (taken orally)
NR
NR
NR

Powder (taken orally)

Powder (taken orally)

NR
Decoction and maceration
NR

NR
Used on the skin

NR

Cough

Asthma

Sore throat
Febrifuge

Asthma

Cough

Skin problems, processes
"granos"
Rheumatism, gout

Fever and woundhealing

)

Inflammation,“loss of senses’
Febrifuge, Cicatrizant

Febrifuge

India

Brazil

Brazil
Indonesia

India

Africa

Guatemala
China
Guatemala

Guatemala
Africa

Indonesia
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Sureshkumar et al. (2017)

Albuquerque et al. (2007)
Albuquerque et al. (2007)
Silalahi et al. (2015)
Sureshkumar et al. (2017)
Suroowan and Mahomoodally
(2016)

Hitziger et al. (2016)

Li and Xing (2016)
Hitziger et al. (2016)

Michel et al. (2016)
Akendengue et al. (2005)

Silalahi et al. (2015)

Subtitle: NR — Not reported.
Source: Research data (2017).



Table 2. Scientific elucidation of anti-inflammatory effect of species of the Piper genus.
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Scientific name

Parts use

Type of extract/oil

Type of test

Effect

Reference

Piper aleyreanum C.DC.

Piper attenuatum Buch.-
Ham. Ex Migq.

Leaves

Stem

NR

Essential oil

Methanolic extract

Pleurisy induced by carrageenan

Acute gastric lesions

NO and PGE, Production Assay.
Measurement of MRNA
Expression Levels by Reverse-
Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR).

The treatment with essential oil de P.
aleyreanum reduced the main features of acute
inflammation, including exudation and
leukocyte number, mainly by a reduction in
neutrophil differential cell count in the pleural
cavity.

Oil essenctial treatment (1-30 mg/kg, p.o.)
caused a dose dependent reduction mainlyin
ethanol-induced gastric lesions, decreasing the
ulcer area mainly at doses of 10 and 30 mg/kg,
with a mean 1D50 value of 1.7 (0,9-3,1) mg/kg
and an inhibition of 8774% at 10 mg/Kkg.
Similarly, the essential oil via i.p. (10 mg/kg)
reduced by 44,8712,8% gastric lesions induced
by etanol.

The methanolic extract P. attenuatum Pa-ME
Suppressed the Production of NO in
macrophage stimulated with
lipopolysaccharides, pam 3CSK4-and poly (I:
C). The expression levels of mMRNA and NO
inducible synthetase (iNOS) and
cyclooxygenase 2 (COX-2) were decreased.

It reduced the translocation of p50 / NF-xB and
AP-1, as well as the activity of its enzymes
Src, Syk and TAK1.An immunoprecipitation
analysis was turned to the binding between its
substrates which were induced by Src, Syk and
TAK1 overexpression were also reduced. The
methanolic extract of P. attenuatum exerts anti-
inflammatory effectao by directing Src and Syk
on the signaling path NF-«xB and TAK1 on the

Lima et al.
(2012)

Kim et al.
(2017)
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signaling path AP-1.
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Piper crocatum Ruiz & Pav.

P. nigrum L.

Leaves

Leaves

Fruits

N-butanol

Ethanolic extract

Ethanol extract and
hexane

Decrease of TNF-a level and
decrease of IL-6 levels pre and
post-test

Pro-inflammatory activation of
cells;

Measurement of TNF-a, IL- e
IL-6;

Concentration and inhibitory
activity assay;

Measurement of nitrite
associated with NO
concentration and inhibitory
activity assay.

Carrageenan-Induced paw
edema

The extract at the dose of 150 mg/kg decreases
the TNF-a serum levels in Wistar rat with
atherosclerosis by around 45,63%.

Inhibition of inflammatory mediators including
TNF- o, IL-1, IL-6, and NO on LPS-induced
macrophage cells.

The hexane extract showed anti-inflammatory
activity at a dose of 5 and 10 mg/kg compared
to control, but less than the standard. The
hexane extract exhibited maximum anti-
inflammatory effect at a dose of 10 mg/kg after
60 min. The ethanol extract showed good anti-
inflammatory activity at dose of 10 mg/kg as
compared to control but less activity at all
doses as compared to standard drug. The
ethanol extract exhibited maximum activity at a
dose of 10 mg/kg after 60 min.

Wahjuni et al.
(2016)

Laksmitawati et
al. (2017)

Tasleem et al.
(2014)



Table 2. Contd.

Piper sarmentosum Roxb.

Piper umbellatum L.

Seeds

NR

Leaves

Methanolic extract

Methanolic extract

Dichloromethane
extract

Experimental model of
Alzheimer's disease induced by
AlICl,

Nitrite determination

Paw edema and pleurisy induced
by carrageenan

The treatment with methanolic extract of P.
nigrum L., only dose of 187,5 mg / kg reduced
the serum AchE activity in the brain by 22.9%.
However, both doses tested (187,5 mg/kg and
93,75 mg/kg) presented significance in CRP
levels (-28,41%, -25,90% 187,5 mg/kg b.w./-
27,16%, -23,12% 93,75 mg/kg b.w.), NF-«xBg;s
(-37,86%, -17,52% 187,5 mg/kg b.w./-36,22%,
-16,92% 93,75 mg/kg b.w.) e MCP-1, (-
40,8%, -19,47% 187,5 mg/kg b.w./-35,57%, -
17,27% 93,75 mg/kg b.w.). Thus, extract
significantly  improves  the  cholinergic
dysfunction and neurodegeneration induced by
AD inflammation.

The methanolic extract of P. sarmentosum
(100, 50 and 25 pg / mL) reduced the
production of nitric oxide in 62.82 + 1.53,
46.53 + 1.15 and 26.83 * 1.73 respectively.

P. umbellatum SDE treatment significantly
inhibited the first phase of inflammation, in an
independent way, as well as indomethacin 10
mg/kg. SDE was able to inhibit inflammation
up to 4,5 hours, period coincidentwith
prostaglandin release,which could suggest na
action on prostaglandins production. In the
second phase, all SDE doses inhibited
inflammation at 48 hours while 400 mg/kg
dose also inhibited the second inflammatory
peak (72 h). This result suggests an effect on
neutrophil mobilization, quite similar to the
corticosteroids effects that efficiently inhibit
the cellular phase of inflammation.

In the carrageenan-induced peritonitis model,
leukocytes migration in the negative control
group was 14160+1705 cells/mL and cell

Ahmed et al.
(2013)

Lee et al. (2011)

lwamoto et al.
(2015)
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Piper vicosanum C.DC.

Leaves

Essential oil

Paw edema and pleurisy induced
by carrageenan

migration ~ was inhibited both by
dexamethasone (60,5%, 5mg/kg) and by P.
umbellatum SDE (52,0%, 200mg/kg).

The groups treated with oil essential of Piper
vicosanum (OPV) doses of 100 and 300 mg/kg
showed a significant decrease in edema at the
four hours of observation. The inhibitions were
78+2% and 75+3% after 2 h and 80+2% and
86+3% after 4 h, respectively. 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.

Brait et al.
(2016)
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Subtitle: NR — Not reported.
Source: Research data (2017).
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CAPITULO 3: ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO DECOCTO DOS FRUTOS
DE Piper tuberculatum Jacq. EM MODELOS in vivo (MANUSCRITO 1).
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Atividade anti-inflamatoria do decocto dos frutos de Piper tuberculatum Jacq. em

modelos in vivo
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 Universidade Regional do Cariri, Crato, Ceard, Brazil
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*Autor correspondente: Universidade Regional do Cariri, URCA, Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta 63105-
000, Brasil. E-mail: norminhaf@yahoo.com.br (C.N. Fernandes-Lima).

Resumo

A resposta inflamatoria caracteriza-se como uma reacdo dos tecidos vascularizados em
presenca a uma lesdo ou dano, ocasionando a ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio
ao processo de cura no tecido lesado. A espécie Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae)
conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, é utilizada na medicina tradicional como
analgésica para dor de dente (frutos), sedativa, antiofidica e para o tratamento de problemas
estomacais, porém ha ainda uma escassez de estudos que abordem o potencial anti-
inflamatério da espécie. Dessa forma, o presente estudo avaliou a atividade
antiedematogénica e anti-inflamatéria, e os possiveis mecanismos de acdo dos frutos da
espécie Piper tuberculatum Jacq. em modelos in vivo. A composicdo quimica revelou a
presenca de classes de metabdlitos secundarios como flavonoides, alcaloides, amidas e
sesquiterpenos. O decocto (500 mg/kg) demonstrou resultados significativos, mostrando-se
como agente anti-inflamatério nos modelos de edema de pata por diferentes agentes
flogisticos (carragenina, dextrana, histamina e &cido araquiddnico) e permeabilidade e
peritonite.

Palavras-chave: Piper tuberculatum. Decocto. Inflamagdo. Camundongos.

1. Introducéo

A inflamacg&o é definida como uma reacdo dos tecidos vascularizados em presenca a
uma lesdo ou dano, acompanhada pela saida de liquidos e de células do sangue para o
intersticio, ocasionando a ativacdo de alguns mecanismos para dar inicio ao processo de cura
ao tecido lesado (Enechi et al., 2013; Elsayed et al., 2014).
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No processo inflamatdrio ocorre a participacdo de varios tipos celulares como
neutréfilos, linfécitos, mondcitos, macrofagos, células endoteliais vasculares e células do
musculo liso (Lima et al., 2007; Ramos et al., 2012; Michel et al., 2013). Também ocorre
vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade e participacdo de mediadores inflamatorios
como a histamina, prostaglandinas, bradicinina, citocinas leucotrienos, quimiocinas, dentre
outros (Beg et al. 2011; Lee et al., 2016; Poon et al., 2015; Sobolewski et al., 2010).

Na atualidade, os métodos terapéuticos utilizados no tratamento da inflamagdo sdo
restritos a medicamentos que quando utilizados cronicamente, paralelamente acarretam em
efeitos adversos que muitas vezes se sobrepdem os seus efeitos farmacoldgicos ou benéficos.
Desta forma, as plantas medicinais, por ndo apresentarem efeitos adversos, vém se destacando
nas pesquisas farmacoldgicas e no desenvolvimento de drogas como matéria-prima para a
fabricacdo de compostos farmacologicamente ativos (Ely et al., 2015; Carneiro et al., 2014).

Neste sentido, plantas do género Piper, pertencente a familia Piperaceae, possui
aproximadamente 2.000 espécies e vasta distribuicdo nas regides temperadas de ambos 0s
hemisférios. No Brasil podem ser encontradas de Norte a Sul do pais (Samain et al., 2010),
onde ocorrem aproximadamente 266 espécies, das quais 13 espécies e 4 variedades foram
descritas apenas no estado do Ceara, apesar de praticamente todas também ocorram em outros
estados do pais (Guimaraes & Giordano, 2004).

A espécie Piper tuberculatum Jacq. conhecida popularmente como “pimenta-de-
macaco” ou “pimenta-longa”, apresenta valor econdémico e medicinal. Na medicina
tradicional é utilizada como analgésica para dor de dente (frutos), sedativa, antiofidica e para
o tratamento de problemas estomacais (Aradjo-Junior et al., 1999; Chaves et al., 2003).

Estudos mostram que diferentes extratos, 6leos essenciais e compostos isolados a
partir de Piper tuberculatum apresentam atividade antifungica (Navickiene, 2000; Lago et al.,
2004; Palacios et al., 2009), antitumoral (Bezerra et al., 2006; Bezerra et al., 2007; Bezerra et
al., 2008), antiagregante plaquetaria (Fontenele et al., 2009), inseticida (Navickiene, 2003;
Scott et al., 2004), propriedades hipotensivas (Duarte et al., 2004), efeitos ansiolitico e
antidepressivo (Felipe et al., 2007), efeitos espasmolitico (Oliveira, 2000), antinociceptivo
(Rodrigues et al., 2009), esquitossomicida (Moraes et al., 2011), anti-Trypanosoma cruzi
(Regasini et al., 2009), larvicida (Lavor et al., 2012), gastroprotetor (Burci et al., 2013),
antibacteriana (Sales et al., 2017), antiplasmaodica e antileishimania (Oliveira et al., 2018).

Diante dos estudos correlacionados a Piper tuberculatum, percebe-se a relevancia
dessa espécie como planta medicinal. Entretanto, ha ainda uma escassez de estudos que

abordem o potencial anti-inflamatorio da espécie em questdo. Dessa forma, o presente estudo
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avaliou a atividade anti-inflamatoria e os possiveis mecanismos de acdo dos frutos da espécie

Piper tuberculatum Jacg. em modelos in vivo.

2. Materiais e métodos
2.1 Exigéncias legais

Para realizacdo desta pesquisa, foi realizado o cadastro na plataforma do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) para obtengédo da licenca para coleta
do material botanico, com obtencdo do registro de numero 54852-1. Para realizacdo dos
ensaios in vivo, o0s protocolos experimentais foram submetidos a Comisséo de
Experimentagcdo e Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri (URCA),
sendo aprovado sob o nimero de protocolo 165/2017.1. Devido a exigéncias legais no Brasil,
foi também indispensavel a aprovacdo do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), com ndmero de cadastro n°
A40FOEC.

2.2 Material botanico e preparacéo do decocto de Piper tuberculatum

Os frutos de Piper tuberculatum foram coletados no periodo matutino no sitio Arajara
situado no municipio de Barbalha-CE, sob as coordenadas 7°20°14.22”°S e 39°24°04.47°°0.
Uma amostra do material botanico foi depositada no Herbario Caririense Déardano de
Andrade-Lima (HCDAL), sob nimero 12.926.

O decocto de Piper tuberculatum (DFPT) foi preparado utilizando os frutos frescos
(2.638,13 g) que foram submetidos a triagem qualitativa e limpeza antes de serem pesados. Os
mesmos foram cortados em fragmentos de 2 cm e misturados em &gua fria (6 L de agua — com
base em uma proporcao de 10 g/150 mL, equivalente a uma xicara de chd) e, em seguida,
fervido por 15 minutos (Matos, 2002). Logo apds, o cha foi deixado em repouso até completo
resfriamento, filtrado e posteriormente passou pelo processo de secagem (49.892 g de p6 seco
— livre de umidade), com rendimento de 18,91%.

A secagem foi realizada através da técnica de spray drying (secagem por atomizacao)
com o uso do equipamento Mini-spray dryer MSDi 1.0 (Labmaq do Brasil), utilizando bico
aspersor de 1,2 mm, nas seguintes condi¢Ges operacionais: a) controle de fluxo: 400 mL/h; b)
temperatura de entrada: 120+2° C; c) temperatura de saida: 75+2° C; d) vazdo de ar de

atomizacao: 45 L/min; e) vazéo do soprador: 1,2 m*/min. O processo de secagem por
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atomizacdo baseia-se na mudanga de um produto que se encontra no estado fluido para o
estado solido em forma de po, através de sua passagem em um meio aquecido, numa operacao
continua (Masters, 1991).

2.3 Ensaios quimicos

2.3.1 Prospeccdo fitoquimica

A prospecgdo fitoquimica do decocto foi realizada segundo a metodologia de Matos
(2009), sendo avaliada a existéncia das principais classes de metabdlitos secundarios: taninos,
flavonoides e alcaloides. Os ensaios de analise quimica consistiram na observacdo visual de

alteracdo de cor e a formacao de precipitados apos a adicdo de reagentes especificos.

2.3.2 Cromatografia liquida ultra-eficiente acoplada ao sistema de quadrupolo/tempo de voo
(UPLC — ESI - QTOF-MS/MS)

A andlise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema
de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA. As corridas cromatograficas foram realizadas em uma coluna
Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 "C, fases
moveis dgua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido formico (B),
gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e volume de injecdo de 5
uL.

O modo ESI  foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120
‘C, temperatura de dessolvatacdo 350 ‘C, fluxo do gas dessolvatacdo de 500 L/h, cone de

extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI” foi adquirido na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 "C, temperatura de dessolvatagdo 350 "C, fluxo do
gas dessolvatacdo de 500 L/h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi controlado pelo
software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

2.4 Drogas

Para os controles positivos foram usadas as drogas indometacina, prometazina e

dexametasona. Como agentes flogisticos foram usados a carragenina, dextrana, histamina e
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acido araquidonico. Para o controle negativo foi utilizada salina 0,9% e como veiculo agua
injetavel. Todas as drogas e reagentes foram adquiridas pelas Sigma-Aldrich Corporation
(EUA). As administracGes de pré-tratamento foram realizadas de acordo com a massa
corporea do animal (0,1 mL/10 g).

2.5 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), albinos, da linhagem Swiss, adultos,
fémeas, com massa corpdrea entre 20-30 g. Todos os animais foram acondicionados em caixa
de polipropileno, especificas para biotério, a uma temperatura de 24+1 °C, com racgdo
especifica para roedores (Labina, Purina®) e agua ad libitum, mantidos em ciclo claro/escuro
de 12 h no Biotério de criacdo da URCA. Todos os testes foram realizados com n=6
camundongos por grupo (exceto teste de toxicidade oral aguda). Antes da realizagdo dos

testes os animais foram aclimatizados no local do experimento por 24 h.

2.6 Ensaios farmacologicos
2.6.1 Teste de toxicidade oral aguda

Os camundongos (n=4/dose) foram tratados por via oral com o DFPT, nas doses de 19,
61, 195, 625, 2.000 e 5.000 mg/kg. Em seguida foram observados os primeiros 30, 60, 120,
240 e 360 minutos e a cada 24 horas por um periodo de 14 dias ap6s o tratamento,
observando-se 0 numero de mortes e ocorréncia de parametros presentes na tabela de Malone
(Malone & Robichaud, 1962).

2.7 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de carragenina 1% e dextrana 1%

Os animais tiveram uma mensuracgédo basal do volume das patas traseiras, medidas por
pletismometria. Em seguida, os animais foram pré-tratados, por via oral, com Salina (0,9%),
Indometacina 10 mg/kg (controle positivo no edema induzido por carragenina), Prometazina 6
mg/kg (controle positivo do edema de pata induzido por dextrana) e 250, 500 e 1.000 mg/kg
do DFPT. Apo6s 1 h, os animais receberam carragenina 1% ou dextrana 1% (20 pL/pata) na
pata posterior direita e veiculo na pata esquerda. O volume das patas traseiras de cada animal
foi registrado apos 1, 2, 3 e 4 horas da injecdo do agente flogistico (Lapa, 2007).
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2.8 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de histamina 1% e acido araquidénico
1%

Foi realizada a mensuracdo do volume basal das patas traseiras de cada animal, por
pletismometria. Logo em seguida, os animais foram pré-tratados, por via oral, Salina (0,9%),
Prometazina 6 mg/kg (controle positivo para histamina), Indometacina 10 mg/kg (controle
positivo para o &cido araquidénico) e 500 mg/kg do DFPT. Apds 1 h, os camundongos
receberam histamina 1% ou &cido araquiddnico 1% (20 plL/pata) na pata posterior direita e
veiculo na pata esquerda. O volume das patas traseiras de cada animal foi registrado apos 30,
60, 90 e 120 minutos da injecdo da histamina (Maling et al., 1974). No ensaio com &cido
araquidonico, o volume das patas traseiras foi mensurado 25, 30, 45 e 60 minutos, apds a
injecdo do agente flogistico (Dimartino et al., 1987). O volume das patas traseiras de cada

animal foi registrado apds 1, 2, 3 e 4 horas da injecdo do agente flogistico (Lapa, 2007).

2.9 Permeabilidade vascular por extravasamento de Azul de Evans

Os camundongos foram tratados, por via oral, com Salina (0,9%), Dexametasona 5
mg/kg e 500 mg/kg do DFPT. O grupo naive ndo recebeu nenhum tratamento, nem inducao.
Apds 1 h do tratamento, os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de carragenina 1%.
Concomitantemente a carregenina, foi administrado 200 pL de Azul de Evans por via
intraocular. Ap6s 4 h, os camundongos foram eutanasiados sendo injetada na cavidade
peritoneal 3 mL de PBS. Centrifugou-se as amostras por 2 min. a 6.000 rpm, e fez-se a leitura

do sobrenadante por espectroscopia com filtro de 520 nm (Lapa, 2008).

2.10 Peritonite

Os animais receberam o mesmo tratamento citado acima. Apés 1 h do tratamento, 0s
camundongos receberam uma injecédo intraperitoneal de carragenina 1%. Apo6s 4 h, os animais
foram eutanasiados, sendo injetada na cavidade peritoneal 3 mL de PBS heparinizado. A
amostra do lavado peritoneal foi lida no ABX Micros 60 e contabilizada a porcentagem de
leucdcitos (Lapa, 2008).
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2.11 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise pelo programa GraphPad Prism 5.0. O
procedimento de comparagdo utilizado foi ANOVA de uma via (One-way) ou ANOVA de
duas vias (Two-way), aplicando-se como post hoc o teste de Tukey para ambos 0s casos.

3. Resultados e discussao
3.1 Prospecgéo fitoquimica

Na analise fitoquimica do decocto foram identificadas a presenca das seguintes classes
de metabolitos secundarios: Flavonas, Xantonas, Chalconas, Auronas, Flavononois,
Leucoantocianidinas, Catequinas, Flavononas, Flavonoides e Alcaloides (Tabela 1).

As classes de metabolitos identificadas assemelham-se com o estudo realizado por
Lima et al., (2018) que realizou a prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico das folhas,
inflorescéncias e talos da espécie P. tuberculatum, os quais foram encontrados a presenca de
flavonoides e alcaloides em sua composicao.

Os flavonoides podem ser encontrados em frutos, sementes, caules e flores dos
vegetais e constituem um dos principais grupos dos compostos fendlicos encontrados,
conferindo varias acBes biologicas, dentre elas acdo antitumoral, anti-Glcera, antioxidante,
antiviral, sendo a atividade anti-inflamatéria como uma de suas principais propriedades
relatadas na literatura (Coutinho et al., 2009; Simdes et al., 2017). Os alcaloides tambem
apresentam potente atividade anti-inflamatoéria, onde algums estudos tém confirmado este
efeito via modulacdo de moléculas e células inflamatérias (Agnihotri et al., 2010; Chung
2011; Wang et al., 2011; Silva et al, 2012).

Neste contexto, o resultado obtido fornece base farmacoldgica para utilizagdo da P.
tuberculatum validando seu uso popular e indicando seu potencial terapéutico para o

desenvolvimento de novos fitofarmacos com propriedades anti-inflamatdrias.

3.2 ldentificacéo de compostos através de cromatografia liquida ultra-eficiente acoplada ao
sistema de quadrupolo/tempo de voo (UPLC — QTOF-MS/MS)

A composi¢do quimica do DFPT foi analisada pelo método em cromatograma de

espectrometria de massa de alto desempenho (UPLC-ESI-QTFO-MS, modo positivo), sendo
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este estudo o primeiro a realizar a caracterizacdo dos componentes do decocto de Piper
tuberculatum (Fig. 1).

A identificacdo dos compostos foi realizada com base na massa de ions moleculares,
tempo de retencdo, padrdo de fragmentacdo e dados disponiveis na literatura que resultou em
14 compostos identificados: Eter dimetilico da Apigenina, 8-Formil-7-metoxi-6-
metilflavanona, Amidas Tipo B, 2',6'-Di-hidroxi-4'-metoxi-3'-prenildihidrochalcona,
Nerolidol, Chavicol, Piperanina, Piperina, 6,8-Dimetilpinocembrina, 2'4’-di-hidroxi-3’-
metilchalcona, 8-hidroxi-5,7-dimetoxiflavanona, Piperdardina, Amidas Tipo D e Pellitorina
(Tabela 2).

Os compostos 2, 3, 5, 11, 12 e 14 pertencem a classe dos flavonoides, o que
caracteriza a composi¢do do género Piper, pois sdo encontrados nas espécies Piper auritum
Kunth (Estrada-Reyes et al., 2019), Piper hostmannianum var. berbicense (Portet et al., 2008)
e Piper betle L. (Pandey et al., 2014).

Chithra et al (2014) e o Khan et al (2017) isolaram o composto 10 conhecido
quimicamente como 5-(3,4-metilenodioxifenil)-1-piperidinopent-2,4-dien-1-ona utilizando a
LC-MS seguida por LC-MS/MS e a HPLC, respectivamente. Esse alcaloide é comumente
encontrado na familia Piperaceae nas espécies P. nigrum L. e P. longum L. (Kamal et al,
2016).

Liu et al. (2015) utilizou a HPLC-ESI-MSn e UFLC-ESI-MS/MS e identificou os
compostos alcaloides 9, 10 e 17 e Wang et al, (2019) usou de cromatografia em coluna em gel
Sephadex LH-20, coluna de silica gel e os espectros de RMN foram medidos em
espectrometros BRUKER AM-400. Ambas as espécies P. nigrum e P. longum foram testadas
em estudos farmacoldgicos no qual demonstram acédo anti-inflamatdria. A partir de um extrato
de etanol a 70% dos frutos de pimenta preta e pimenta longa, foram obtidos vinte e um
compostos, dentre essas estruturas foram caracterizados dois alcaloides, os compostos 9 e 10,
assim como no decocto de P. tuberculatum em anélise de UPLC.

Os compostos, sesquiterpeno e fenilpropeno, respectivamente, 7 e 8 foram
identificados em extratos de folhas de P. betle no estudo de Pandey et al. (2014) através do
mesmo método UPLC-ESI-MS/MS. Entre os vinte e nove fitoconstituintes detectados,
dezenove foram identificados e caracterizados com base em seu padrdo de fragmentacdo
obtido via MS/MS por meio de dissociagdo induzida por colisdo (CID).

Sun et al. (2007) utilizou o método de cromatografia liquida em fase
reversa/espectrometria de massas em multiplos estagios (MS/MS) para a caracteriza¢do de

amidas dos extratos de P. longum associada a cromatografia idnica extraida (EIC) para
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encontrar amidas. Quarenta e duas amidas foram rapidamente identificadas, das quais vinte e
dois foram encontradas nesta planta pela primeira vez e nove foram novos compostos. Dentre
as amidas identificadas dez séo do tipo amidas D e oito amidas B. Em P. tuberculatum foram
identificadas duas amidas, compostos 4 e 16, sendo uma amida tipo B e a outra amida tipo D,

respectivamente.

3.3 Toxicidade oral aguda

A administracdo do decocto dos frutos de Piper tuberculatum (DFPT) n&o apresentou
efeitos tdxicos analisados pelos pardmetros comportamentais da tabela de Malone e
Robichaud (1962), nem houve mortalidade nas doses administradas, sendo a DLsy >5.000
mg/kg em camundongos por via oral. Para a realizacdo dos testes de triagem farmacoldgica,
as doses foram determinadas respeitando o limite de 10% da DLs,. Desse modo, as doses
determinadas foram de 250, 500 e 1.000 mg/kg do DFPT.

No estudo realizado por Burci et al. (2013), a administracdo oral da fracdo
diclorometano dos frutos de Piper tuberculatum em ratos na dose de 5 g/kg produziu
alteracOes respiratorias, piloerecdo, reducdo na locomogdo, tremores e convuls@es iniciadas a
partir de 10 min. apds a administracdo da fracdo com duracdo até 4 h e logo ap6s 0s animais
vieram a Obito. Porém apenas um animal morreu ap6s 24 h do tratamento. Em doses mais
baixas (0.005, 0.05 e 0.5 g/kg) o extrato ndo produziu sinais visiveis de toxicidade. Outras
espécies do género Piper, como P. cubeba L. e P. umbellatum L. demonstraram néo
apresentar alteracGes bioguimicas e nem toxicidade oral, quando analisados no modelo
avaliado, sendo DLsy>2.000 mg/kg (Perazzo et al. 2013; lwamoto et al., 2015), confirmando

a baixa toxicidade do género.

3.4 Edema de pata induzido por carragenina 1%

No grafico da Fig. 2, observa-se uma redugdo do percentual no edema de pata nos
grupos: indometacina, DFPT 250, 500 e 1.000 mg/kg em relacdo ao grupo Salina, sendo que
no tempo 3, considerado o pico da inflamacéo, essa reducéo foi de 45,37%, 6,17%, 34,69% e
26,72% respectivamente.

A inflamag&o induzida por carragenina é considerado um modelo inflamatério agudo
bastante utilizado na avaliagdo da atividade anti-inflamatoéria de novos compostos

(Bahamonde et al., 2013). O edema inflamatorio produzido pela inducdo desse agente
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flogistico é decorrente da acdo de varios mediadores quimicos, em que no periodo de tempo
de 0-2,5 h, ocorre principalmente a liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina, e
posteriormente no tempo de 3-6h, h&d um excesso de producdo de prostaglandinas nos tecidos
(Carey et al., 2010; Wang et al., 2014).

Neste estudo, apenas a dose de 500 mg/kg do DFPT apresentou-se mais efetiva em
ambas as fases da inflamac&o, no periodo de tempo analisado, sugerindo que 0 mesmo pode
atuar tanto sobre a inibicdo da liberagdo de aminas vasoativas (histamina e serotonina), quanto
na inibicéo da liberacdo de prostaglandinas. Zakaria et al. (2010) demonstraram que o extrato
aquoso das folhas de Piper sarmentosum Roxb. exibiu efeito anti-inflamatério significativo
(p<0,05) de maneira dose-dependente, confirmando o uso tradicional desta espécie no
tratamento da inflamacéo.

Vaghasiya et al. (2007) evidenciaram o efeito anti-inflamatorio de trés espécies de
Piper, com os extratos metanolicos das folhas destas demonstrando efeito anti- inflamatério
inibindo 0 edema de pata induzido por carragenina com uma reducdo do edema em 24,78%
(Piper sarmentosum,), 42,56% (Piper argyrophyllum) e 31,61% (Piper longum) em relagéo
ao grupo controle, na terceira hora avaliada. Os resultados desse estudo vé@o de encontro com
os dados encontrados neste trabalho, no qual ocorreu reducdo significativa do edema no
mesmo tempo observado.

A presenca de flavonoides no DFPT pode justificar o efeito antiedematogénico
encontrado no presente estudo, visto que essa classe de metabolitos possui um amplo espectro
de atividades bioldgicas (Rathee et al., 2009), sendo bem conhecidos seus efeitos anti-
inflamatorios (Kim et al., 2004; Garcia-Lafuente et al., 2009; Wang et al., 2014), os quais sdo
atribuidos principalmente pela capacidade destas substancias de atuar sobre a inibicdo da
liberacdo de importantes mediadores inflamatorios, tais como as histaminas e prostaglandinas
(Kim et al., 2004; Rathee et al., 2009).

3.5 Edema de para induzido por Dextrana 1%

No tempo 3, terceira hora de avaliagéo, as doses do DFPT 250, 500 e 1.000 mg/kg
apresentaram reducdo no percentual de edema de 5,62%, 43,74% e 31,25% respectivamente
(Fig. 3). A prometazina (6 mg/kg), usada como droga padréo foi capaz de inibir o edema a
partir da primeira hora de avaliacdo até a terceira, apresentando um percentual de reducdo de

edema no tempo 3 em 65,94% quando comparado ao grupo controle.
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A dextrana, ¢ um polissacarideo utilizado em testes de inflamacdo por promover a
liberagdo de histamina e serotonina dos mastocitos durante a formacdo do edema. Essas
substancias agem modificando o tdnus e a permeabilidade vascular do vaso, contribuindo para
0 extravasamento de fluidos (Andrade et al., 2007).

O DFPT (500 mg/kg) diminuiu o edema de pata causado por dextrana a partir da
terceira hora de avaliagcdo do ensaio. Dessa forma é possivel sugerir, que a atividade anti-
edematogenica do decocto se encontra associada a modulacdo na sintese/liberacdo ou
bloqueio das ac¢Oes da histamina ou serotonina.

Vaghasiya et al. (2007) também avaliou o efeito anti-inflamatério frente ao agente
flogistico dextrana, utilizando quatro espécies de Piper, relatando que os extratos metanélicos
das folhas destas demonstraram uma reducéo do edema em 44,59% (Piper hymenophyllum),
44,56% (Piper sarmentosum), 45,69% (Piper argyrophyllum) e 43,18% (Piper chaba) em
relacdo ao grupo controle, logo na primeira hora de avaliacdo. Estes resultados sugerem que a
atividade anti-inflamatéria das espécies estudadas estd possivelmente associada a sua
atividade ant-histaminica ou anti-serotoninérgica.

Os testes posteriores para avaliar o mecanismo de acdo do decocto foi analisada com a
dose que apresentou-se mais efetiva frente aos agentes flogisticos carregenina e dextrana, a
dose de 500 mg/kg.

3.6 Edema de pata induzido por histamina 1%

Para a realizagdo dos ensaios de mecanismo, a dose efetiva do DFPT escolhida foi
representada pela dose mais baixa que apresentou melhor efeito nos testes triagem, sendo esta
a dose de 500 mg/kg. Na terceira hora de avaliacdo, os grupos Prometazina e DFPT 500
mg/kg apresentaram uma reducdo do edema, significativa em relagdo ao controle,
apresentando esses grupos um valor respectivo de 39,03% e 31,27% (Fig. 4).

A histamina é um dos principais mediadores de fase inicial do teste de edema de pata
induzido por carragenina, sendo este considerado um polissacarideo sulfatado, bastante
utilizado como agente flogistico que promove uma inflamag&o aguda, induzindo resposta pro-
inflamatoria (Kumar et al., 2015). Esse mediador tem sua funcdo exercida no inicio da
inflamacdo, o que justifica sua rapida acdo e curta duracdo, onde o processo inflamatorio
ocorre em pouco tempo apos sua indugéo (Gutierrez et al., 2015).

As aminas vasoativas estdo disponiveis em reservas pré-formadas para serem liberadas

no momento do processo inflamatorio. A histamina é considerada o principal mediador na
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fase inicial apds a lesdo, aumentando a permeabilidade vascular e atuando sobre a
microcirculacdo (Rang et al., 2007). A serotonina, outra substancia envolvida nesse processo,
induz o edema e extravasamento do plasma durante uma inflamacdo aguda, sendo liberada
principalmente pelos mastocitos e plaquetas (Ting et al., 2007).

A literatura relata que os flavondides encontram-se envolvidos tanto na inibicdo da
liberagdo de histamina pelos mastdcitos e em suas atividades anti-histaminicos, inibindo dessa
forma os efeitos causados pela administragcéo direta desta amina vasoativa, 0 que corrobora
com os resultados do nosso estudo, ja que a dose de 500 mg/kg do DFPT reduziu o edema na
pata no animal de forma significativa, provavelmente por estar agindo de forma direta na
inibicdo da histamina sobre os vasos (Wilson et al., 1951; Bhatia & Paliwal, 2014; Singh et
al., 2015).

3.7 Edema de pata induzido por acido araquidénico 1%

Neste ensaio, 0s grupos Indometacina e DFPT 500 mg/kg apresentaram resultados
significativos na terceira hora de avaliacdo, sendo os valores de 47,15% e 31,24%,
respectivamente, quando comparados ao grupo Salina (Fig. 5).

O 4cido araquiddnico (AA) é um acido graxo que desempenha uma importante funcdo
na fisiologia celular. Ele é liberado quando ha leséo a partir de fosfolipidios de membrana
através da enzima fosfolipase A,, que pode ser ativada por diversos estimulos quimicos,
inflamatdrios ou traumaticos, além de ativarem citocinas pré-inflamatoérias (Hilario et al.,
2006). Em resposta a algum estimulo, a fosfolipase hidrolisa os fosfolipideos de membrana,
liberando &cido araquid6nico. O &cido araquiddénico dard origem a mediadores inflamatérios
pela via das cicloxigenases (COX), produzindo prostaglandinas (PG’s), prostaciclinas (PI’s) e
tromboxanos (TX’s), e pela via das lipoxigenases (LOX), levando a formacao de leucotrienos
(LT’s). O conjunto dessas células é denominado prostandides e possuem um papel
fundamental no processo inflamatorio (Castro, 2011).

Logo apo6s 60 min. da aplicacdo do AA a 1% na pata dos camundongos, foi realizado
uma andlise para identificar o possivel efeito antiedematogénico do decocto. Os resultados
mostram que o DFPT apresentou uma reducéo significativa do edema na dose analisada (500
mg/kg) em todos os tempos, com excec¢do do ultimo. O efeito anti-inflamatorio demonstrado
pelo DFPT neste ensaio deve-se possivelmente a sua propriedade inibidora das enzimas

cicloxigenages, inibindo, dentre outras, a producéo de prostaglandinas e, por conseguinte
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inibindo o edema (Wise et al., 2008). Ja a Indometacina (10 mg/kg), utilizada como droga

padréo inibiu 0 edema de forma significativa em todos os tempos analisados.

3.8 Permeabilidade vascular

Conforme pode ser observado na Figura 6, os resultados mostram que o DFPT inibiu o
aumento da permeabilidade vascular induzida por carragenina em um percentual de 48,57%,
em relacdo ao grupo Salina. O grupo Naive é representado pelo grupo de animais que nédo
receberam tratamento, nem mesmo foi induzido uma injdria tecidual. A Dexametasona
reduziu o processo de permeabilidade vascular com um percentual de inibicdo de 33,33% em
relacdo ao Salina.

Ja é confirmado pela literatura que o Azul de Evans liga-se fortemente a proteina
plasmaética albumina e que a sua quantificacdo pode ser utilizada para definir os aumentos da
permeabilidade da barreira a albumina (Nagaraja et al., 2008). Como consequéncia o exsudato
gue se concentra na regido inflamada é rico em mediadores, células e proteinas plasmaticas
como a albumina (Silva et al., 2011; Pinheiro et al., 2013).

Este modelo permite avaliar quantitativamente a permeabilidade vascular durante um
processo inflamatdrio. Essa avaliacdo é feita através da administracdo intravenosa do corante
azul de evans (Jancar et al., 1988). Nesse processo ocorre a liberacdo de histamina e
serotonina, liberacdo de prostaglandina e mobilizacdo dos leucdécitos, liberacdo de TNF-a, IL-
1B e 6xido nitrico (NO) (Codarri et al., 2010; Feldmann et al., 2008).

Os resultados demostram que o DFPT reduziu a permeabilidade vascular,
consequentemente por inibir a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, estimulados pela
inducdo de carragenina (Peters et al., 2015). Desse modo, diminuindo o extravasamento de
proteinas para o local inflamado, sendo possivelmente esta atividade atribuida aos flavonoides

presentes na composi¢do quimica do extrato.

3.9 Peritonite

Os grupos Dexametasona (5 mg/kg) e DFPT 500 mg/kg reduziram a porcentagem de
granulécitos em relacdo ao controle em 13,93% e 27,67% respectivamente (Figura 7A). Esses
mesmos grupos causaram reducdo significante de monadcitos, em relagdo ao controle, sendo

esta reducdo de 27,98% e 22,56% respectivamente (Figura 7B).
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A peritonite € um modelo de inflamagéo que permite avaliar a migracdo de leucdcitos
para a cavidade peritoneal durante um processo inflamatorio (Gongalves et al., 2011). Os
neutréfilos denominados de polimorfonucleares (PMN), bem como os macrofagos sdo as
principais células fagociticas do sistema imune. Durante o processo inflamatorio os
neutrofilos sdo recrutados para o foco inflamatério desempenhando uma funcéo de defesa
para o organismo (Lima et al., 2014).

A inflamagdo foi induzida neste ensaio pela administracdo intraperitoneal de
carragenina no peritdnio do camundongo. Apos quatro horas da administracdo de carragenina
foram feitas as andlises do lavado peritoneal. Este modelo avalia uma inflamacdo aguda,
permitindo a quantificacdo de leucocitos que migram para a cavidade peritoneal. Essa
migracdo ocorre sob acdo de agentes quimiotaticos, principalmente leucotrienos e
interleucinas (Bitencourt et al., 2014).

Iwamoto et al., (2015), em seu estudo, avaliou a acdo anti-inflamatéria do extrato
bruto diclorometano das folhas de Piper umbellatum em modelo de peritonite induzido por
carragenina. A migracdo dos leucdcitos foi inibida tanto pela Dexametasona (5 mg/kg) em
60,5%, e pelo extrato de P. umbellatum (200 mg/kg) em 52,0%.

Em nosso estudo, o DFPT atuou de forma semelhante a dexametasona (farmaco
imunossupressor), inibindo a migracdo de leucécitos induzida pela inje¢do de carragenina na
dose de 500 mg/kg. Isso sugere que a acdo do DFPT na reducdo da migracdo celular esteja
associada com a inibicdo da biossintese do mediador inflamatdrio.

Carvalho et al. (2005) descreve que a atividade bioldgica dos flavonoides esta
relacionada principalmente, com a inibicdo de mediadores inflamatérios. Isso justifica os
resultados deste estudo que mostra em varios modelos de inflamacdo que o DFPT
possivelmente atua de modo sisttmico diminuindo a expressdo das aminas vasoativas, na
inibicdo da enzima cicloxigenase, além disso, reduzindo a quimiotaxia dos

polimorfonucleares para o local da inflamacgéo.

4. Conclusodes

A composi¢do quimica do DFPT revelou a presenca de classes de metabolitos
secundarios como flavonoides, alcaloides, amidas e sesquiterpenos, sendo estes comumente
relatados no género Piper. O decocto dos frutos da espécie Piper tuberculatum Jacq.
demonstrou efeito antiedematogénico nos modelos de triagem de edema de pata induzida por

carragenina e dextrana, envolvendo provavelmente a inibicdo de citocinas com o
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envolvimento das vias do acido araquidonico e histamina, bem como apresentou efeito anti-
inflamatorio por apresentar reducdo da migracdo leucocitaria no modelo de peritonite e
permeabilidade vascular, indicando que sua a¢ao pode estar vinculada a inibi¢do da producao
de eicosanoides e citocinas, desta forma é importante ressaltar que o decocto dos frutos de

Piper tuberculatum mostrou-se eficiente no processo inflamatério.
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Figura 1. Cromatograma de espectrometria de massa de alta definicdo (UPLC-ESI-QTOF-MS/MS) do decocto dos frutos de Piper

tuberculatum no modo i6nico positivo.
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Figura 2. Efeito do DFPT sobre o edema de pata induzido por Carragenina 1%. Os
valores representam a média aritimética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way

ANOVA seguida do teste de Tukey. **p<0,0001 vs Salina.
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Figura 3. Efeito do DFPT sobre o edema de pata induzido por Dextrana 1%. Os valores
representam a média aritimética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA

seguida do teste de Tukey. *p<0,0001 vs Salina.
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Figura 4. Efeito do DFPT sobre 0 edema de pata induzido por Histamina 1%. Os valores
representam a média aritimética + E.P.M. (Erro Padrédo da Média). Two-way ANOVA

seguida do teste de Tukey. *p<0,0001 vs Salina.
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Figura 5. Efeito do DFPT sobre 0 edema de pata induzido por Histamina 1%. Os valores
representam a média aritimética + E.P.M. (Erro Padrédo da Média). Two-way ANOVA

seguida do teste de Tukey. **p<0,0001; **p<0,001 vs Salina.
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Percentual de mondcitos. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. **p<0,0001 vs

Salina.
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Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica do decocto dos frutos de Piper tuberculatum (DFPT).

Grupos de metabdlitos secundarios DFPT
Fenois —
Taninos pirogalicos -
Taninos condensados —
Antocianinas -
Antocianidinas -
Flavonas
Flavonois
Xantonas
Chalconas
Auronas
Flavonondis
Leucoantocianidinas
Catequinas
Flavononas
Flavonoides
Alcaloides

DFPT = Decocto dos frutos de Piper tuberculatum; + Presente; — Ausente.

+

+ 4+ 4+ + + + + +

+




Tabela 2. UPLC-ESI-QTOF-MSE identificacdo dos componentes do decocto dos frutos de Piper tuberculatum Jacg.

99

N° do Rt [M-HT [M-HT Produtos Formula Ppm (erro) Nome Putativo Referéncias
Pico Min Observado  Calculado fons (MS/MS) Empirica
1 1.12 381.0743 381.0763 381.0752, 365.1010, 171.0191 C24H1305 -5.2 Néo identificado -
2 1.39 298.1259 298.1264 316.1369, 298.1258, 137.0592 C17H1405 -1.7 Eter dimetilico Estrada-
da Apigenina Reyesa et al.
(2019)
3 3.59 311.0572 311.0556 296.6226, 283.8304, 192.0806 Ci7H110¢ 5.1 8-Formil-7-metoxi-6- Portet et al.
metilflavanona (2008)
4 3.78 329.0633 329.0621 161.1448, 135.1267 C1oH12N,0q 3.6 Amidas Tipo B Sun et al.
(2007)
5 4.40 341.1104 341.1084 309.0438, 283.0993, 271.0742 Ci,H,:01, 5.9 2',6'-Di-hidroxi-4'-metoxi-3'- Portet et al.
prenildihidrochalcona (2008)
6 5.20 181.0849 181.0865 201.0538, 181.0840, 148.0534 CioH1303 -8.8 Néo identificado -
7 6.82 223.0873 223.0871 195.2270, 191.0627, 163.0422 CisHy60 0.9 Nerolidol Pandey et al.
(2014)
8 7.47 135.0468 135.0446 120.0138, 107.0572, 57.0745 CoH1cO 16.3 Chavicol Pandey et al.
(2014)
9 7.81 288.1613 288.1600 161.0622, 135.0454 Ci7H2NO; 45 Piperanina Liu etal.
(2015)
10 7.86 286.1446 286.1446 201.0529, 171.0435, 135.0423 Ci7H1gNO; 1.0 Piperina Chithra et al.
(2014)
11 8.01 283.0306 283.0301 268.1666, 255.8973, 241.9310 CgH11011 1.8 6,8-Dimetilpinocembrina Portet et al.
(2008)
12 8.10 283.1053 283.1029 268.1666, 241.9310, 136.0456 Cy1oH190q 8.5 2'.4’-di-hidroxi-3’-metilchalcona Portet et al.
(2008)
13 8.32 302.1700 302.1689 345.1555, 302.1727, 135.0439 CoHyoNgO3 3.6 Néo identificado -
14 8.67 301.0917 301.0923 283.0776, 255.5943, 167.7668 Ci7H1405 -2.0 8-hidroxi-5,7- Pandey et al.

dimetoxiflavanona

(2014)
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16

17

8.81

9.12

9.42

314.1755

317.1852

224.1982

314.175

317.1865

224.2014

161.0602, 135.0496

112.0792, 86.0995

203.0352, 133.0974, 81.0371

C19H23NO3

ClBHZSNZOB

C14HasNO

Piperdardina

Amidas Tipo D

Pellitorina
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Lietal.
(2014)

Sun et al.
(2007)

Liu et al.
(2015)
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CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS

O género Piper é considerado o mais representativo da familia Piperaceae, sendo
descrito na literatura sua utilizacdo medicinal para o tratamento de diversas enfermidades,
cujo destaque neste trabalho € a sua agdo anti-inflamatoria.

A revisdo sistematica realizada neste estudo comprovou que o género Piper abrange
espécies com atividades bioativas com grande potencial para o tratamento de sintomas da
inflamacdo e doencas consideradas inflamatorias.

Dentre as varias espécies do género, abordamos em nosso estudo a espécie Piper
tuberculatum conhecida popularmente como pimenta-de-macaco que agrega valor econémico
e medicinal. Na medicina tradicional a mesma é utilizada como analgésica, sedativa,
antiofidica e para o tratamento de problemas estomacais. Entretanto, ndo havia estudos que
relatassem o uso da espécie para inflamacdo, nos levando assim para a investigacdo do seu
potencial biol6gico nesta area.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que o decocto dos frutos da
espécie apresentou efeito anti-inflamatorio frente a varios agentes flogisticos reduzindo o
edema na inflamacdo. Ressalta-se também que este estudo é o primeiro a relatar a analise dos
frutos da Piper tuberculatum por cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC-ESI-
QTOF-MS/MS).

Em relagdo a custos financeiros este estudo foi custeado pela Fundacdo Cearense de
Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (FUNCAP) por meio do Programa de
Bolsa de Formacdo Académica. Despesas com material de consumo, reagentes e drogas para
realizacdo dos ensaios farmacoldgicos foram financiadas de forma parcial pelo Programa de
Bolsa de Produtividade em Pesquisa e Estimulo a Interiorizacdo (BPI/ FUNCAP), coordenado
pela Prof. Dra. Marta Regina Kerntopf, e aprovado com n° de processo: BP2-0107-
000570100/15.
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ANEXO 1 - Comprovante de publicacdo no periodico Journal of Medicinal Plants Research.

ol 14[3], pp. £272, Fobeuary, 2020
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Full Length Research Paper

Systematic review: Medicinal use and scientific
elucidation of the Piper genus for the treatment of
symptoms and inflammatory diseases
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ANEXO 2 — Comprovante de submissao do manuscrito no periédico Food Chemistry.
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Thank you for your submission to Food Chemistry

Food Chemistry
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Arquivo Dear Mrs. Fernandes Lma
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recaived by Food Chemistry
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Many thanks again for your interest in Food Chemistry.

Kind regards,
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ANEXO 3 — Parecer com autorizacao da pesquisa pelo Sistema de Autorizacao e Informacéo
em Biodiversidade (SISBIO).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorzagdo  Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 54852-1 Data da Emissdo: 12/07/2016 10:39 Data para Revalidagao*: 11/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 022014, esta autorizacdo tem prazo de validade equwvalents 3o previsto no cronograma de atividades do projeto.
mas devera ser revalidada anualmente mediante 3 apresentac3o do relatério de atividades 2 ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversaro de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: Cicera Normma Femandes Lima CPF- 01241536342

Titulo do Projeto: Estudo etnodirigido do uso popular do género Piper para o tratamento de nflamac3o com a avakiagdo da atividade ant-nflamatoria
dos frutos da espécie Piper tuberculatum Jacg. (pimenta-de-macaco) em roedores

Nome da Instituic3o : Unversidade Regional do Carini | CNPJ: 06.740.884/0001-28

Cronograma de atividades
= Descricao da atividade [ Tnicio (mes/anc) [Fim (mesiano) |
h_‘ﬁﬁﬁmm“ | e i L] |nzm%u |

Observagdes e ressalvas
A5 JIVO30EE 08 CAMPO EXENC03S DOF PEGS0 NAMUral OU UNidica E5TTaNgeira, &M 1000 0 IETRON0 NACIoNE, QUE IMPIIGUEM 0 0 S PUManos &
1 | matenials, tendo por obieto coletar d30as, P gicos & pegas ntegr naalmrananvaewmpopuar pnesemeepassada

omoospormeooerewrsoseteenlm 2 5 E aca a.

2 cormdoconsemmemouorespomave!pe«aarea,pmmawpﬂvada mmmaaﬂm nummagéogeauoeaenamosgena(mnm Ga
unidade de conservagdo estadud, dlstrita ou municipal, ou do Proprietano, amendatano, POSSEIND oL MOFACOr 02 3red 02Ntro 00§ AMies de unidads de conservacdo

|| fed=ral cul os 0 fUNAIAra SNCONtra-68 &M Curso.
Este gocumento somente podera ser UliZado para os fins previstos na Instru Normatva ICMBIo n* 0372014 ou na Instru Normatva ICMSIo n* 10v2010, no que
3 | espacifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser parafins  ir ou esportives. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades
demncasouamusnoamumuoenslm Erior.
A3 5 e 3 5 3
4 ueen;apaa portags wexpomgéoaenmerana -CITES enéocrrES)
O TL3r 02 1Icenga ou UONZaga0 & 08 Membros 43 U3 EqUiDE optar por oz cokta e oe captura vel,
5 aognposaxmomleodemeresseemanoaamoneoucanoslgﬂcamoaomusgwoseevmregarwotgodeeueuwcapmmquenaomwmamumme
de popuiacies do grupo taxondmico de em condiglo in situ.
omaueamagaoouaelbenqapemme 355IM COMO 05 MEMDITS 08 5U3 equipe, quando da violagao da IEgISIaca0 VIgENte, U QUaNT0 03 IN30EqU3Cc30,

6 omsséoouﬁsa ¢dode G qus 3 expadicdo do ato, podera, mediante cecis30 motivada, 1er 3 autorizagdo ou licenga

7 conmemzenamaeconaﬂca ou a0 20 patrimanio g para fins de

um&o & desanvohimento Jes em www.mma.gov.bricgen.
s =mcasouepesmlsaemu~mADEDECON..ERVA O, 0 pasquisador tiuar desta au devera contactar a 3dmini 43 unigade 3 im de CONFIRMAR
da unkdade

AS DATAS das expediches. 3s ges para reallzagso das coletas @ de uso da Infra:

Outras ressalvas

Fortar a autc 0 N3s atvidaoes de coleta e ransporte do matenal biologico.
1 | Comunicar 3 APA Chapada do Araripe o inicio das atividades de coleta.

A coleta em propriedades privadas necessita de autorizac3o dos proprietarios.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[T L ipio [ UF TDescricSo do Jocal [Tipo |
01 |CE__ [AREA DE PROTECAD AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE |UC Federal |

Atividades X Taxons

=7 Ativiaade | Taxons |
[1_[ Coketatransporns de matenal TaNgico ou Ql | Piper tuberculatum |

Este documento {Autorzag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrug3o Normatva n° 03/2014. Através do codigo
de autenticag3o abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorzag3o = Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nuimero: 54852-1 Data da Emiss3o: 12/07/2016 10:39 Data para Revalidagao*: 11/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 022014, esta autorizacao tem prazo de vahidade equivalents 3o prewvisto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac3o do relatrio de atividades 3 ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversaro de sua emiss3o.

Dados do titular

Nome: Cicera Norma Femandes Lima CPF:- 01341538343

Titulo do Projeto: Estudo etnodirigide do uso popular do género Piper para o tratamento de nflamac3o com a avaliagdo da atividade ant-nflamatoria
dos frutos da espécie Piper tuberculatum Jacg. (pimenta-de-macaco) em roedores

Nome da Instituic3o : Universidade Regional do Cariri CNPJ: 08.740.864/0001-28

Material e métodos

1_| Amosiras Dloiogicas (Fiantas) [Frulosiestroniios
= TFlanias] [ Caleta manual

Destino do material biclogico coletado

1 &] Nome local destino | Tipo Destino

|1 | Universidade Reglona do Canrl |

Este documento {Autorzac3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instruc3o Normatva n° 02/2014. Através do codigo
de autenticac3o abaixo, qualquer cidad3o pedera verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov_brisisbio).

Coadigo de autenticagao: 53857415 |||II“||||I|”|I
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Ministério do Meio Ambients - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag3o = Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 54852-1 | Data da Emiss3o: 12/07/2016 10:39 Data para Revalidagdo*: 11/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 02/2014, esta autorizac3o tem prazo de vahidade equvalents 3o previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac3o do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss3o.

Dados do titular

Nome: Cicera Norma Femandes Lima ICPF: 01341538343

Titulo do Projeto: Estudo etnodinigido do uso popular do género Piper para o tratamento de nflamac3o com a avaliagdo da atividade ant-inflamatoria
dos frutos da espécie Piper tuberculatum Jacg. (pimenta-de-macaco) em roedores

Nome da Instituic3o : Universidade Regional do Cariri | CNPJ: 05.740.864/0001-28

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da auton’zagéo ou da licenga permanente com a devida
anotagéo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon' Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento {Autorzac3o para atividades com finalidade cientica) foi expedido com base na Instruc3o Normatva n® 02/2014. Através do codigo
de autenticac3o abaixo, qualquer cidad3o podera verficar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov_brisisbio).

= o . & | Pagna 3/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorzag3o e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 54852-1 Data da Emiss3o: 12/07/2016 10:39 Data para Revalidagao*: 11/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 0272014, esta autorizacdo tem prazo de vahidade equivalents 3o previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac3o do relatrio de atividades 3 ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Cicera Norma Femandes Lima CPF:013.415.36343

Titulo do Projeto: Estudo etnodirigide do uso popular do género Piper para o tratamento de nflamac3o com a avakiagdo da atividade ant-inflamatoria
dos frutos da espécie Piper tuberculatum Jacg. (pimenta-de-macaco) em roedores

Nome da Instituic3o : Universidade Regional do Cariri CNPJ: 08.740.864/0001-28

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento {Autorzac3o para atividades com finalidade cientiica) foi expedido com base na Instruc3o Normatva n® 02/2014. Aravés do codigo
de autenticac3o abaixo, qualquer cidad3o pedera verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov._brisisbio).

Cadigo de autenticagao: 53857415 |||II”||||I|H|I
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ANEXO 4 — Parecer da Comissao de Experimentacdo e Uso de Animais (CEUA-URCA).

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACI'\O E PESQUISA
COMISSAO DE EXPERIMENTAGAO E USO DE ANIMAIS
Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (088) 3102.1291 / Fax: (088) 3102.1291
CEP 63105-000 — Crato - CE - Brasil
propg@urca.br - www.urca.br/ceua

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado “ESTUDO ETNODIRIGIDO DO
USO POPULAR DO GENERO Piper PARA O TRATAMENTO DE INFLAMACAO
COM A AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS FRUTOS DA
ESPECIE Piper tuberculatum JACQ. (PIMENTA-DE-MACACO) EM ROEDORES’,
Processo N° 00165/2017.1, foi APROVADO pela Comissdo de experimentagdo e

Uso de Animais — CEUA/URCA.

Roseli B'/arbosa
Presidente do CEUA/URCA

CRATO-CE
2017
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ANEXO 5 — Numero de Herbario da exsicata depositada no Herbario Caririense Dardano de
Andrade-Lima (HCDAL/URCA).

Herbario Caririense Dardano de Andrade — Lima
Universidade Regional do Cariri - URCA

Numero de Herbario

Remetente: N° 17.2017

HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANDRADE-LIMA (HCDAL/URCA)
Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urca.br)

Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Bioldgicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campus Pimenta

Crato — Ceard - Brasil

~EP: 63.105-100

Destinatario: Data: 04.08.2017

Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais - LFPN
Contato: Cicera Norma Fernandes Lima
Universidade Regional do Cariri

01 12.926 Pimenta-de-macaco Piperaceae Piper cf. tuberculatum Jacq. Karina Vieiralves Linhares

T R
DBra. Maria Arlene Pesxoa da Silva
Curadora do HCDAL

Herbario Caririense Dardano de Andrade - Lima / Universidade Regional do Cariri - URCA
Rua Cel. Antonio Luiz, 1161 - Pimenta - CEP: 63.105-100 - Crato/Ceara
Tel: (88) 3102 1212 — Fax: 3102 1291
E-mail: herbario@urca.br
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ANEXO 6 — Parecer com autorizacdo da pesquisa pelo Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) do Ministério do

Meio Ambiente.

Ministério do Meio Ambiente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIOMAL DE GESTAD DO PATRIMOMIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL A5 SOCIADD

Certiddo
Cadastro n® A40F0EC

Declaramos, nos termos do art 41 do Decreto n® 8.7722016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado & resumido, no Sistema Macicnal de Gest3o
do Patimbnic Genéfico e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ac procedimento administrativo
de verficagdo e n3o foi objelo de reguermentos admitidos de verficagdo de indicios de imegulardades ou, caso
tenha sido, o requermento de verificagio nio fol acatade pelo CGen.

Himero do cadastro: AAOFOEC

suario: Cicera Norma Fermnandes Lima

CPFICNP.): 013 41536343

Objeto do Acesso: Patrimbnio Genético

Finalidade do Acessa: Fesquisa

Espéch

Piper tuberculatum

Titulo da Afividade: ESTUDO ETNODIRIGIDO DO USO POPULAR DO GENERO PIPER PARA O

TRATAMENTO DE INFLAMAGAD COM A AVALIAGAD DA ATIVIDADE
ANTIINFLAMATORIA DOS FRUTOS DA ESPECIE Fiper tuberculatum Jacg.

(PIMENTADE- MACACO) EM ROEDDRES
Equipe
Cicera Norma Femandes Lima URCA
Parceiras Macionai
06.740_864/0001-26 | Universidade Regional do Carin
Resultados Obtidos
Divulgacio de resultados em meios cientificos ou de comunicacio
Identificagie do meio onde foi  Periodico Cientifico

divulgado:
Data do Cadastro: 11/0672018 11:30:28 E . E
Situagio do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestio do Patrimdnio Genético
Situagio cadastral conforme consulta ao SisGen em 18:25 de 0BME2019.

W‘W SISTEMA NACIONAL DE GESTAC
L FAT SRR GEMET 10D
W E DO CONHECIMEMTO TRADICIONAL
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