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RESUMO 
 

Piper callosum Ruiz & Pavon, conhecida popularmente como “elixir paregórico”, é uma 

planta bastante utilizada na prática popular para o tratamento de muitas doenças, como as 

condições inflamatórias e dolorosas e problemas gastrointestinais. Apesar do potencial 

terapêutico desta espécie, são poucos os estudos voltados para a avaliação de suas 

propriedades farmacológicas e toxicológicas, sendo que tais estudos são essenciais para 

garantir a eficácia e segurança de plantas utilizadas tradicionalmente como medicinais. Assim, 

o objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades antiedematogênica e antinociceptiva do 

extrato aquoso das folhas de P. callosum (EAPC), investigar seus possíveis efeitos 

neurotóxicos e hepatotóxicos, bem como determinar seu perfil fitoquímico. A atividade 

antiedematogênica foi avaliada por meio do teste de edema de pata induzido por carragenina e 

a atividade antinociceptiva pelo teste da placa quente. Os possíveis efeitos neurotóxicos foram 

avaliados através dos testes comportamentais: labirinto aquático de Morris, barra giratória, 

campo aberto, labirinto em Y e caixa claro/escuro. A avaliação da hepatotoxicidade do EAPC 

foi realizada por meio da atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). A prospecção fitoquímica foi determinada 

por cromatografia em camada delgada (CCD). Os resultados obtidos mostraram que o EAPC 

inibiu significativamente (p≤0,05) o edema de pata induzido por carragenina em todas as 

doses testadas (240, 360 e 480 mg/kg), em comparação com o grupo controle, demonstrado 

que o mesmo tem potencial como agente anti-inflamatório, porém, não apresentou efeito 

antinociceptivo central. O tratamento, tanto agudo quanto subcrônico, com o EAPC na dose 

testada (480mg/kg), não provocou alterações sobre a locomoção, memória e aprendizagem de 

ratos Wistar, o que indica que o mesmo não causa efeitos neurotóxicos. Os resultados 

encontrados para os níveis das enzimas ALT, AST e FA no soro de ratos demonstram que o 

tratamento por 21 dias com o EAPC na dose de 480 mg/kg, não causa efeitos hepatotóxicos. 

Para as classes de metabólitos investigadas por CCD, identificou-se apenas a presença de 

flavonoides. Os resultados indicam um potencial farmacológico do EAPC, o que justifica em 

parte o uso desta espécie na medicina popular. No entanto, são necessários novos estudos para 

conhecimento dos princípios ativos da espécie e dos seus possíveis mecanismos de ação. 

 

 

Palavras-Chave: Piper callosum, atividade antiedematogênica, atividade antinociceptiva, 

neurotoxicidade, hepatotoxicidade. 
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ABSTRACT 

 

Piper callosum Ruiz & Pavon, popularly known as (paregoric elixir), is a plant widely used in 

folk medicine for the treatment of many diseases, such as inflammatory and painful 

conditions and gastrointestinal problems. Despite the therapeutic potential of this species, few 

studies focused on the evaluation of their actual pharmacological and toxicological properties, 

and such studies are essential to ensure the efficacy and safety of plants traditionally used as 

medicinal. The objective of this study was to evaluate the antiedematogenic and 

antinociceptive activities of the P. callosum leaves aqueous extract (AEPC), investigate their 

possible neurotoxic and hepatotoxic effects and determine its phytochemical profile. The 

antiedematogenic activity was assessed using the paw edema test induced by carrageenan and 

the antinociceptive activity by the hot plate test. The possible neurotoxic effects were assessed 

using behavioral tests: the Morris water maze, rota-rod, open field, Y maze and light/dark 

box. Hepatotoxicity of the AEPC was evaluated by means of the enzymes aspartate 

aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (AP). 

Phytochemical prospecting was determined by thin layer chromatography (TLC). The results 

showed that the AEPC significantly inhibited (p ≤ 0.05) the paw edema induced by 

carrageenan at all doses tested (240, 360 and 480 mg/kg), suggesting that it is potential as an 

agent acting anti- inflammatory, but showed no central analgesic effect. The both acute and 

subchronic treatment with the AEPC in the tested dose (480 mg/kg) caused no change on 

mobility, memory and learning of Wistar rats, indicating that it does not cause neurotoxic 

effects. The results for the levels of ALT, AST and serum AP in rats demonstrate that 

treatment for 21 days with AEPC at a dose of 480 mg / kg did not cause hepatotoxic effects. 

For classes of metabolites studied by TLC, it was identified only the presence of flavonoids. 

The results suggests a pharmacological potential of the AEPC, which explains in part the use 

of this species in folk medicine. However, it is necessary to conduct further studies to 

knowledge of the active principles and possible mechanisms of action of these substances. 

 

 

Keywords: Piper callosum, antiedematogenic activity, antinociceptive activity, neurotoxicity, 

hepatotoxicity. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

As plantas medicinais, devido à grande diversidade de compostos secundários que 

apresentam, constituem uma importante fonte de moléculas bioativas para cura ou tratamento 

de diversas doenças, constituindo-se em uma das formas mais antigas de prática medicinal da 

humanidade (Veiga Júnior e Pinto, 2008). 

O grande potencial terapêutico das plantas tem estimulado muitas pesquisas com o 

intuito de investigar suas propriedades farmacológicas e descobrir novas substâncias que 

sejam eficazes contra muitas enfermidades que afligem o homem, como as doenças 

inflamatórias e a dor. Neste sentido, já houve grandes avanços, pois importantes 

medicamentos atualmente disponíveis são resultado destas investigações com plantas. A 

morfina, por exemplo, é um potente analgésico descoberto no século XIX, a partir da planta 

Papaver somniferum L., que é amplamente utilizado até os dias atuais e que serve de 

protótipo para muitas outras drogas analgésicas (Silva, 2012). O acheflan®, nome comercial 

para o fitoterápico obtido da espécie Cordia verbenaceae DC, também pode ser citado como 

exemplo, pois representa um importante anti-inflamatório que foi desenvolvido no Brasil e 

lançado no mercado em 2005 (Calixto, 2005). 

Apesar desse avanço, ainda é crescente a necessidade pela descoberta de novas 

substâncias com propriedades farmacológicas, notadamente anti-inflamatórias e analgésicas, 

que sejam eficazes e com o mínimo de efeitos colaterais (Calixto et al., 2000). Neste contexto, 

as pesquisas com plantas medicinais são vistas como uma estratégia bastante promissora 

(Elizabetsky et al., 1995), principalmente no Brasil e especificamente na Amazônia, região 

privilegiada por deter grande parte da biodiversidade vegetal, a qual ainda é pouco conhecida 

e estudada quanto as suas potencialidades terapêuticas (Nodari; Guerra, 2010). 

Entre as espécies com notável potencial farmacológico, destacam-se representantes da 

família Piperacae, particularmente do gênero Piper, as quais além de serem bastante utilizadas 

na medicina popular para o tratamento ou alívio de diversas doenças, têm sido objeto de 

muitas pesquisas biológicas e fitoquímicas, muitas destas comprovando suas propriedades 

farmacológicas (Parmar et al., 1997; Navickiene et al., 2006; Nakamura et al., 2006; Silva et 

al., 2008; Quílez et al., 2010; Lima et al., 2012; Nascimento; Paula, 2012). 

A espécie Piper callosum Ruiz & Pavon, conhecida popularmente como elixir 

paregórico, faz parte das plantas amplamente utilizadas na medicina popular, principalmente 

nos Estados do Pará e Amazonas, onde o chá de suas folhas é utilizado para tratar diversos 
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males, como doenças inflamatórias, alívio de dores e problemas gastrointestinais (Andrade et 

al., 2009; Bernard et al., 2001).  

Apesar do uso de P. callosum na prática popular, ainda são poucos os estudos 

relacionados à avaliação de suas propriedades farmacológicas, assim como a inexistência de 

trabalhos voltados para investigação dos possíveis efeitos tóxicos desta espécie. Tal fato 

ressalta a importância destas pesquisas, com o intuito de validar ou não o uso desta espécie e 

de oferecer mais segurança às populações que a utiliza, haja vista que a toxicidade de plantas, 

assim como dos tratamentos convencionais, pode trazer sérias consequências à saúde (Veiga 

Júnior e Pinto, 2005). Além disso, estudos desta natureza podem contribuir para o 

desenvolvimento de novos fitofármacos e para agregar valor à biodiversidade da região. 

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar as atividades antiedematogênica e 

antinociceptiva de P. callosum Ruiz & Pavon e investigar seus possíveis efeitos tóxicos. 

A apresentação deste trabalho foi realizada segundo as normas do Programa de Pós-

Graduação em Recursos Naturais da Amazônia da Universidade Federal do Oeste do Pará 

(UFOPA). A dissertação está dividida em uma breve INTRODUÇÃO GERAL, REVISÃO 

BIBLIOGRÁFICA, OBJETIVOS, MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES. Após as devidas correções, a mesma será escrita em 

formato de artigo, de acordo com as normas da revista escolhida para submissão.  

 

1.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1 Plantas Medicinais 

 

As pesquisas químicas e farmacêuticas no século XX trouxeram grande contribuição 

para o tratamento e a cura de diversas doenças, entretanto, a grande oferta de medicamentos 

sintéticos não solucionou os problemas da maior parte da população, pois segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), grande parte da população dos países em 

desenvolvimento não tem acesso aos cuidados primários de saúde, seja pela distância aos 

centros hospitalares ou por não possuírem recursos para adquirir os medicamentos prescritos. 

Desta forma, a utilização de plantas medicinais por estas populações constitui-se na sua 

principal forma de tratamento (Calixto, 2005; Veiga Júnior, 2008). 

As plantas medicinais têm sido utilizadas por milhares de anos como tratamento 

alternativo para o alívio ou cura de diversas enfermidades, apresentando grande importância 

na terapêutica, uma vez que uma das características dos produtos naturais é a grande 
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diversidade química e estrutural que apresentam (Henkel et al., 1999). Este fato possibilita 

que os compostos químicos presentes nas plantas possam tornar-se fármacos em potencial 

para as mais diferentes enfermidades (Nodari; Guerra, 2010). 

Neste contexto, o Brasil apresenta uma posição bastante privilegiada, pois é 

considerado o detentor da maior biodiversidade do planeta, abrigando aproximadamente 22 % 

de todas as espécies vegetais (Pinto et al., 2002). A biodiversidade do Brasil e, 

especificamente a da região Amazônica, é considerada uma grande fonte de recursos naturais 

para a obtenção de substâncias biologicamente ativas (Andrade et al., 2009). 

A grande importância das plantas medicinais no cuidado à saúde tem sido reconhecida 

pelos profissionais e programas de assistência a saúde. Neste sentido, o Conselho Nacional de 

Saúde aprovou a portaria nº 971 de 2006, que propõe a inclusão das plantas medicinais e da 

fitoterapia como opções terapêuticas no Sistema Único de Saúde (SUS) (Brasil, 2006a). 

Ainda em 2006, o Ministério da Saúde elaborou a Política Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos, aprovada pelo Decreto no 5.813, de 22 de junho de 2006. Esta política tem 

como um de seus objetivos incentivar a pesquisa com plantas medicinais, com o intuito de 

garantir a segurança e eficácia da utilização destas plantas e de fitoterápicos pela população 

(Brasil, 2006b). 

Apesar do reconhecimento do potencial terapêutico das plantas medicinais e da 

riqueza da flora amazônica, ainda são poucos os dados científicos sobre a avaliação 

farmacológica e os possíveis efeitos tóxicos de plantas medicinais (Veiga Junior; Pinto, 

2005). Simões e Schenkel (2002) corroboram esta afirmação, pois relatam que as plantas 

medicinais brasileiras são consideradas altamente promissoras no campo farmacológico, no 

entanto, são pouco conhecidas sob qualquer ponto de vista, sendo que apenas 8% das espécies 

vegetais nativas foram estudadas em busca de moléculas bioativas (Nodari; Guerra, 2010).  

Dentre as espécies com grande potencial farmacológico, destacam-se representantes da 

família Piperaceae, as quais além de serem intensamente utilizadas na medicina popular para 

tratar diversas patologias, têm sido objeto de muitos trabalhos científicos que visam investigar 

suas propriedades biológicas. 

 

1.1.2 Família Piperaceae 

 

A família Piperaceae é considerada uma das mais numerosas famílias dentre as 

dicotiledôneas basais, somando aproximadamente 3000 espécies distribuídas em oito gêneros 

(Mabberley, 1997).  Destes, o gênero Piper é o que possui o maior número de representantes, 
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com cerca de 1000 espécies distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais (Jamarillo; 

Manos, 2001). No Brasil, ocorrem 285 espécies de Piper e estima-se que na Amazônia 

existam cerca de 170 espécies (Guimarães et al., 2010). 

Diversas espécies do gênero Piper são bastante utilizadas na medicina popular em 

várias partes do mundo. Na China, por exemplo, as folhas de P. futokasura são utilizadas no 

tratamento de arritmias cardíacas e asma; na Jamaica, dores de estômago são tratadas com a 

infusão de folhas de P. aduncum L. e P. hispidum Sw.; folhas de P. amalago (Jacq.) Yunck. 

são utilizadas no México e no Brasil para tratar dores estomacais e várias infecções (Facundo 

et al., 2008). As raízes de P. sarmentosum Roxb são utilizadas na Tailândia como carminativo 

e digestivo, enquanto na Malásia e Indonésia, folhas e raízes desta mesma espécie são 

empregadas no tratamento da dermatite, tosse e asma e ainda com anestésica local 

(Tuntiwachwuttikul et al., 2006). 

Além do uso na prática popular, muitas espécies de Piper já foram estudadas 

cientificamente e existem diversos trabalhos que demonstram suas propriedades biológicas, 

como atividades: anti-inflamatória (Silva et al., 2008; Quílez et al., 2010; Zakaria et al., 

2010), antinocicepiva (Zakaria et al., 2010; Lima et al., 2012), antiúlcera (Lima et al., 2012), 

antifúngica (Vieira et al., 2011; Ramirez et al., 2013), antioxidante (Dasgupta et al., 2004; 

Salleh et al., 2011), anti-Helicobacter pilori (Quílez et al., 2010), dentre outras. 

A espécie P. callosum Ruiz & Pavon, popularmente conhecida como elixir paregórico, 

óleo-elétrico ou panquilé, é um arbusto de aproximadamente 1 m de altura que apresenta 

folhas elípticas ou ovado-elípticas com ápice acuminado e base aguda (Figura 01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 01: A: Piper callosum Ruiz & Pavon; B: inflorescência; C: folha. Fonte: Arquivo pessoal, 2013. 

 

B 

C 

B 

4
 c

m
 

B 

C 

8 cm 

5
0

 c
m

 

A 



17 

Esta espécie encontra-se bem distribuída na América do Sul, especificamente na 

Bolívia, Brasil (Pará, Amazonas, Acre, Rondônia e Mato Grosso), Colômbia e Peru (Andrade 

et al., 2009; Guimarães et al., 2010), sendo  encontrada de forma cultivada nos jardins e 

quintais dos Estados do Pará e do Amazonas, onde o chá de suas folhas é bastante utilizado 

para tratar doenças gastrointestinais (Maia et al., 1987). Além disso, possui muitas outras 

aplicações na medicina popular, como no tratamento de dores reumáticas (Sanz-Biset; 

Canigueral, 2013), como adstringente, hemostática local, antiblenorrágica, antileucorréica 

(Andrade et al., 2009), anti-inflamatória (Bernard et al., 2001), sendo utilizada também por 

populações indígenas para o alívio da dor de dente (Pring, 1982). 

Existem alguns trabalhos sobre propriedades biológicas para a espécie P. callosum. 

Silva e Bastos (2007) avaliaram a atividade antifúngica de óleos essenciais de diferentes 

espécies do gênero Piper, entre elas, P. callosum e demonstraram que os mesmos são eficazes 

contra alguns fungos fitopatogênicos. Há também estudos que demonstram a ação inseticida e 

moluscicida desta espécie (Rapado et al., 2011; Souto et al., 2012). 

Bernard e colaboradores (2001) realizaram um levantamento etnobotânico na América 

do Sul com o intuito de identificar as plantas mais comumente utilizadas com fins anti-

inflamatórios. Deste levantamento foram selecionadas 56 espécies, dentre elas, P. callosum. O 

extrato destas plantas foi testado quanto à capacidade de inibir a fosfolipase A2 (PLA2), 

enzima que desempenha um importante papel no processo inflamatório. Para esta atividade, 

P. callosum não apresentou resultado significativo. No entanto, os autores ressaltam que a 

mesma pode ter propriedade anti-inflamatória, visto ser utilizada popularmente para este 

propósito, mas pode desempenhar outro mecanismo de ação que não seja a inibição da PLA2.  

Pring (1982), visando investigar o princípio ativo responsável pela atividade 

anestésica de P. callosum, isolou três amidas do extrato de suas raízes: pipercallosina, 

piperovatina e pipercallosidina, sendo que para as duas primeiras foram demonstradas em 

trabalhos posteriores a atividade anestésica local e anti-inflamatória, respectivamente 

(Rodríguez et al., 2005; Silva et al., 2008).  

Percebe-se que apesar de P. callosum ser uma espécie utilizada nas práticas medicinais 

populares, ainda são raros os estudos relacionados à investigação de suas reais propriedades 

farmacológicas, como as atividades antinociceptiva e anti-inflamatória, bem como seus 

possíveis efeitos tóxicos, uma vez que as plantas, diante da grande variedade de compostos 

que apresentam, podem não somente desempenhar efeitos benéficos ao organismo, mas 

também serem responsáveis por graves efeitos indesejáveis ou tóxicos. 
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1.1.3 Nocicepção  

 

A dor é definida pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como 

“uma experiência sensorial e emocional desagradável associada com dano real ou potencial 

dos tecidos” (Calixto et al., 2000). Embora seja uma reação do corpo à estímulos nocivos e, 

portanto, constitua um sistema de alerta precoce e protetor, a dor traz muitos efeitos deletérios 

para os seres humanos, constituindo-se em uma das causas mais comuns da procura dos 

pacientes por atendimento médico (McCurdy; Scully, 2005). 

Em termos de duração, a dor pode ser classificada como aguda ou crônica. A dor 

aguda tem função de alerta do corpo para lesões, inflamação ou doença, sendo transitória e de 

curta duração (Moorea, 2009); enquanto a dor crônica é aquela que persiste além do tempo 

razoável para a cura da lesão ou que está associada a processos patológicos crônicos, sendo de 

caráter contínuo ou recorrente (Salvetti; Pimenta, 2007).  

A dor ocorre quando uma lesão tecidual ativa as terminações nervosas livres (os 

receptores da dor ou nociceptores), sendo sua transmissão um mecanismo que envolve uma 

interação complexa de estruturas periféricas e centrais, que permitirão que o estímulo 

nociceptivo seja conduzido até o sistema nervoso central (Figura 02) (Calixto et al., 2000).  

 

 
Figura 02: Vias envolvidas na transmissão da dor. Fonte: Adaptado de Calixto et al. (2000). 
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Diante de uma injúria ou estímulo nóxico, que pode ser mecânico, térmico ou químico, 

ocorre a ativação dos nociceptores, os quais são amplamente encontrados em diversas 

estruturas, como pele, músculos, juntas, periósteo e veias arteriais (Calixto et al., 2000). A 

ativação destes receptores é facilitada pela ação de mediadores químicos, como os metabólitos 

do ácido araquidônico (prostaglandinas e leucotrienos), cininas, a exemplo das bradicininas, 

aminoácidos excitatórios, como o glutamato, dentre outros, que são capazes de afetar a 

sensibilidade dos nociceptores (Calixto et al., 2000; Rocha et al., 2007; Ren; Dubner, 2010).  

Nociceptores primários propagam o estímulo até o corno dorsal da medula espinhal, 

onde ocorre uma sinapse com neurônios de segunda ordem. Estes neurônios cruzam a medula 

espinhal e ascendem ao trato espinotalâmico, onde projetam as suas fibras terminais, 

predominantemente no tálamo. No tálamo, neurônios de terceira ordem emitem estes 

estímulos para áreas sensoriais do córtex cerebral, região onde ocorre a percepção da 

experiência dolorosa (Calixto et al., 2000). 

A necessidade pela descoberta de novas substâncias capazes de impedir que o estímulo 

doloroso alcance o SNC e que ao mesmo tempo causem o mínimo de efeitos colaterais tem 

impulsionado o desenvolvimento de muitos testes em modelos animais com o intuito de 

avaliar o potencial antinociceptivo destas substâncias (Le Bars et al., 2001). Embora os 

animais submetidos a um estímulo nociceptivo não tenham capacidade de se comunicar 

verbalmente quando submetidos à dor, são capazes de exibir respostas comportamentais, 

motoras e fisiológicas semelhantes àquelas observadas em humanos. Essas respostas 

comportamentais são estudadas e comparadas com drogas potencialmente analgésicas que 

interferem no processo fisiológico da dor, o que permite inferir se um animal está 

experimentando uma resposta álgica (Peraza et al., 2007). 

Existem vários modelos experimentais descritos na literatura para avaliar a atividade 

antinociceptiva de uma substância (Le Bars et al., 2001). O teste da placa quente é um dos 

modelos mais utilizados para avaliar o efeito antinociceptivo de ação central de novos 

compostos, sendo bastante sensível à drogas que agem centralmente, a exemplo da morfina 

(Bahamonde et al., 2013). O estímulo nóxico utilizado neste teste, o calor, ativa nociceptores 

(fibras Aδ e C) que transmitem a informação nociceptiva aguda ao corno dorsal da medula 

espinhal, e posteriormente aos centros corticais. A percepção da nocicepção diante deste 

estímulo produz comportamento estereotípico do animal sobre a placa aquecida, caracterizado 

por “sapatear” ou lamber as patas (Le Bars et al., 2001; Rabelo et al., 2013). A latência para o 

aparecimento desta resposta é cronometrada em segundos e é utilizada como parâmetro para 

avaliação do efeito antinociceptivo.  
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1.1.4 O Processo Inflamatório 

 

A inflamação pode ser definida como uma resposta do corpo à infecção por qualquer 

agente estranho ou à lesões teciduais, tendo como principal finalidade destruir ou inativar 

invasores e dar início ao reparo tecidual (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004; Soehnlein; 

Lindbom, 2010). Apesar do objetivo primordial do processo inflamatório ser a proteção do 

organismo, seu excesso ou prolongamento pode acarretar em sérias consequências, podendo 

inclusive levar à morte (Lawrence et al., 2002; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).  

De acordo com a duração e as características da inflamação, a mesma pode ser 

classificada em aguda ou crônica. A inflamação aguda é a reação precoce e imediata dos 

tecidos à injúria, sendo de duração relativamente curta (horas ou dias) e caracterizada por 

vasodilatação, exsudação de fluido rico em proteínas e uma migração de células para o local 

da lesão (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004). Por outro lado, a inflamação crônica tem uma 

duração mais prolongada (semanas, meses ou até anos), resultando da persistência da 

inflamação aguda e caracterizada pela presença de linfócitos e macrófagos, proliferação de 

vasos sanguíneos, fibrose e necrose tecidual (Porth; Sommer, 2010).  

O processo inflamatório pode se manifestar a partir de qualquer agente lesivo, seja 

físico (queimadura, radiação, trauma), químico (substâncias cáusticas) ou biológico 

(microorganismos) (Wang et al., 2014). A resposta inflamatória envolve uma cascata de 

eventos bioquímicos, celulares e vasculares, sendo caracterizada pela liberação de mediadores 

inflamatórios e pelo movimento de fluido e de leucócitos do sangue para o local da lesão 

(Porth; Sommer, 2010; Queiroz et al., 2010). 

Uma vez detectados patógenos ou lesão tissular, células do local da lesão passam a 

liberar mediadores químicos, como citocinas, histamina e bradicinina, serotonina, 

prostaglandinas, leucotrienos, substância P, dentre outros (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004; 

Queiroz et al., 2010). Estes mediadores promovem modificações vasculares, tais como 

vasodilatação, com consequente aumento do fluxo sanguíneo local, seguido de uma redução 

na velocidade do fluxo e estase sanguínea. Estas modificações contribuem para o 

aparecimento de calor e vermelhidão, que constituem os sinais cardinais iniciais da 

inflamação. Outra modificação é o aumento da permeabilidade vascular com o 

extravasamento de fluido rico em proteínas (exsudato) para os tecidos, resultando na 

formação de edema e dor, que também constituem sinais cardinais da reação inflamatória 

(Lawrence et al., 2002; Silva, 2012). Além destes, a inflamação pode ocasionar um quinto 
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sinal, que é a perda da função, sendo este decorrente de diversos fatores, mas principalmente 

da formação do edema (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004). 

Outro evento importante no processo inflamatório é o recrutamento de leucócitos para 

o local da inflamação, bem como a sua ativação (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004). Os 

leucócitos ativados, principalmente macrófagos e neutrófilos, passam a fagocitar os agentes 

agressores, com vista a eliminá-los. Tal eliminação é realizada através de vários mecanismos, 

incluindo a produção de substâncias tóxicas à base de oxigênio e nitrogênio e de lisozimas e 

proteases, que destroem os invasores fagocitados e removem tecidos mortos, contribuindo 

para a homeostase do tecido lesionado (Medzhitov, 2010; Porth; Sommer, 2010).  

 

1.1.4.1 Mediadores da Inflamação 

 

A exposição das células aos patógenos e a lesão tecidual resultam na produção e na 

liberação de diversos mediadores químicos, responsáveis pelas modificações celulares e 

vasculares que levam ao desenvolvimento da resposta inflamatória (Coutinho et al., 2009). 

Dentre os mediadores da inflamação pode-se destacar as aminas vasoativas (histamina e 

serotonina), citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral – TNF), óxido nítrico e 

metabólitos do ácido araquidônico (prostaglandinas e leucotrienos). 

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, estão entre os primeiros mediadores a 

serem liberados durante a reação inflamatória. Suas funções estão relacionadas à dilatação das 

arteríolas e ao aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para a formação do edema. 

A histamina é produzida principalmente pelos mastócitos, basófilos e plaquetas e a serotonina 

é sintetizada pelas plaquetas e liberada durante a agregação plaquetária (Kumar et al., 2008). 

As citocinas são grupos multifuncionais de proteínas produzidas por muitos tipos de 

células, notadamente macrófagos e linfócitos, sendo o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e a 

interleucina-1 (IL-1) as duas principais citocinas que medeiam à inflamação (Coutinho et al., 

2009; Porth; Sommer, 2010). A IL-1 está envolvida na ativação da enzima fosfolipase A2 

(PLA2), enquanto que o TNF-α está envolvido na estimulação de proteínas da fase aguda da 

inflamação e na ativação da cascata de coagulação (Sherwood; Toliver-Kinsky, 2004).  

O óxido nítrico, produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido 

lesionado, possui potente ação vasodilatadora - o que leva a um aumento da permeabilidade 

vascular. Além disso, atua como regulador do recrutamento de leucócitos e exerce ação 

citotóxica contra micro-organismos (Coutinho et al., 2009). 
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O ácido araquidônico (AA) é um ácido graxo insaturado que está presente nos 

fosfolipídios de membranas celulares. Diante de uma lesão celular, a enzima PLA2 é ativada 

por citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1 e provoca a degradação dos fosfolipídios de 

membrana, com consequente liberação desse ácido. Este, ao ser metabolizado, forma os 

leucotrienos, pela ação da enzima lipooxigenase, e as prostaglandinas e tromboxanos, pela 

ação da enzima COX (Figura 03) (Hilário et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As prostaglandinas, assim como o óxido nítrico, têm ação vasodilatadora (Sherwood; 

Toliver-Kinsky, 2004), mas podem também atuar na sensibilização dos nociceptores, 

contribuindo para a sensação dolorosa (hiperalgesia). Os leucotrienos aumentam a 

permeabilidade vascular e atraem os leucócitos para o local da lesão (Monteiro et al., 2008; 

Coutinho et al., 2009). Muitos dos anti-inflamatórios, particularmente os anti-inflamatórios 

não-esteroidais (AINEs), têm seu mecanismo de ação voltado para a inibição das enzimas 

ciclooxigenases, pois desta forma inibem a produção de prostaglandinas, as quais 

desempenham papel crucial no processo inflamatório (Kummer; Coelho, 2002). 

Existem muitos modelos experimentais para avaliar a atividade anti-inflamatória de 

substâncias em pesquisa. Um dos ensaios mais comumente utilizados consiste na indução de 

edema na pata traseira de ratos ou camundongos, através da aplicação de um agente flogístico, 

como a carragenina, a qual induz um aumento agudo e progressivo do volume da pata do 

animal. O edema inflamatório induzido pela carragenina é resultante da ação sequencial de 

 Figura 03: Metabolismo do ácido araquidônico. Fonte: Extraído de Hilário e colaboradores, 2006. 
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diversos mediadores químicos, sendo a fase inicial atribuída principalmente à liberação de 

histamina, serotonina e bradicinina e a segunda fase relacionada ao excesso de produção de 

prostaglandinas nos tecidos (Carey et al., 2010; Wang et al., 2014). Este teste, denominado de 

edema de pata induzido por carragenina, é considerado um modelo padrão para avaliação do 

potencial anti-inflamatório de substâncias com propriedades semelhantes aos anti-

inflamatórios-não esteroidais, a exemplo da indometacina (Vajja et al., 2004). 

 

1.1.5 Fármacos Antinociceptivos e Anti-inflamatórios 

 

A utilização de compostos para aliviar a dor e a inflamação constitui uma das 

necessidades mais antigas da humanidade. Desde o isolamento da salicina a partir da planta 

Salix alba L., e da morfina, extraída da papoula (Papaver somniferum), ainda no século XIX, 

novos produtos com ação antipirética, analgésica e anti-inflamatória foram introduzidos na 

terapêutica (Calixto et al., 2000; Monteiro et al., 2008; Silva, 2012). 

Dentre os medicamentos amplamente utilizados no tratamento da dor, tanto aguda 

quanto crônica, destacam-se os opióides. Estes incluem todas as drogas, naturais ou sintéticas, 

com propriedades semelhantes à morfina, a qual é considerada o protótipo dos analgésicos 

opiáceos (Almeida et al., 2001). Estes medicamentos desempenham seu mecanismo de ação 

através da ligação com receptores opióides, do tipo mu (µ), kappa (ĸ) e delta (ỽ), localizados 

no SNC e também na periferia (Garcia et al., 2012). A ligação dos opióides a estes receptores 

provoca uma redução da entrada de cálcio nas células e efluxo de potássio, com redução na 

liberação de neurotransmissores excitatórios, a exemplo da dopamina, serotonina, acetilcolina 

e substância P, o que provoca o bloqueio da transmissão nociceptiva (Martins et al., 2012; 

Silva, 2012). 

Apesar da grande importância dos opióides para o alívio da dor, os mesmos podem 

provocar muitas reações adversas, como efeito depressor da respiração, náuseas, alterações de 

humor, efeitos gastrointestinais, neurotóxicos, além de produzirem algum grau de tolerância 

(Calixto et al., 2000; Cid, 2008; Fletcher, 2011). 

Outra classe de fármacos bastante utilizados no controle da inflamação e da dor são os 

anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs). Os AINEs incluem um grupo heterogêneo de 

compostos, os quais possuem basicamente três tipos principais de efeitos: anti-inflamatórios, 

analgésicos e antipiréticos. No entanto, todos esses efeitos estão relacionados com a ação 

primária destas drogas, que é a inibição da enzima COX, com consequente inativação da 
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síntese de prostaglandinas e tromboxanos (Hilário et al., 2006; Monteiro et al., 2008), que 

constituem importantes mediadores do processo inflamatório. 

A COX é na realidade constituída por duas isoformas principais, sendo que a COX-1 é 

expressa constitutivamente, estando presente nas células em condições fisiológicas, 

principalmente nos vasos sanguíneos, plaquetas, estômago e rins, enquanto que a COX-2 é 

induzida durante a inflamação, embora possa ser constitutiva em alguns tecidos, como 

cérebro, ossos e certas áreas dos rins (Monteiro et al., 2008; Coutinho et al., 2009). 

As prostaglandinas produzidas pela ação da COX-1 estão relacionadas a determinadas 

funções fisiológicas, como secreção de muco para proteção da mucosa gástrica, homeostasia e 

manutenção da função renal, enquanto que a COX-2 contribui para formação do processo 

inflamatório e de outras alterações patológicas (Monteiro et al., 2008; Silva, 2012). Os AINEs 

mais antigos, tais como a aspirina, a indometacina e o ibuprofeno, atuam tanto na inibição da 

COX-1 quanto da COX-2, portanto com baixa seletividade sobre a COX-2. 

Todos os AINEs convencionais, e particularmente os não seletivos da COX-2, podem 

causar diversos efeitos colaterais, principalmente sobre o trato gastrointestinal, rins, fígado, 

sistema cardiovascular, sistema imunológico, SNC, dentre outros (Kummer; Coelho, 2002; 

Monteiro et al., 2008; Coutinho et al., 2009; Silva, 2012). Estes efeitos constituem um desafio 

para a busca de novos anti-inflamatórios eficazes e com baixa toxicidade.  

 

1.1.6 Toxicidade de Plantas Medicinais 

 

O conceito de “natural” trouxe uma grande contribuição para o aumento do consumo 

de plantas medicinais por grande parte da população, pois para muitos tal conceito representa 

a ausência de compostos que possam causar reações adversas. Desta forma, os produtos 

naturais passaram a ser vistos como sinônimo de produtos saudáveis, seguros e benéficos 

(Mengue et al., 2001). No entanto, sabe-se que este conceito é extremamente equivocado, 

haja vista que produtos naturais, como plantas medicinais, podem apresentar substâncias 

potencialmente perigosas. Segundo Veiga Júnior e Pinto (2005), a toxicidade de plantas 

medicinais constitui-se em um sério problema de saúde pública.  

Os produtos naturais são constituídos por uma vasta diversidade de compostos 

químicos, os quais podem exercer diferentes efeitos farmacológicos e/ou toxicológicos no 

organismo (Ritter et al., 2002). As plantas medicinais são agentes xenobióticos que 

apresentam produtos de biotransformação potencialmente tóxicos. Assim, não possuem 

somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados com sua ingestão, mas também efeitos 
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que se instalam em longo prazo e de forma assintomática, podendo levar a um quadro clínico 

severo, até mesmo fatal (Lapa et al., 2004). 

Existem muitos efeitos tóxicos de plantas medicinais, sendo a hepatotoxicidade uma 

das principais preocupações em decorrência do papel do fígado no metabolismo de drogas 

(Xue et al., 2014). O confrei (Symphytum officinale L.), por exemplo, uma planta bastante 

utilizada na medicina tradicional como cicatrizante, possui alcalóides pirrolizidínicos, os 

quais são comprovadamente hepatotóxicos e carcinogênicos (Stickel; Seitz, 2000). A 

utilização desta espécie como recurso terapêutico foi proibida pela OMS após diversos casos 

de morte provocados por estes alcalóides (Veiga Júnior; Pinto, 2005). 

Na Europa, a espécie Piper methysticum G. Forst (Piperaceae) era intensamente 

utilizada até a década de 90 como uma estratégia segura para a ansiedade, no entanto, seu uso 

foi proibido em toda a União Européia e Canadá após a comprovação de graves efeitos de 

hepatotoxicidade (Stickel et al., 2003;  Cloatre, 2004). 

Tendo em vista a importância do fígado na biotransformação das drogas e deste 

constituir um dos órgãos mais suscetíveis à ação de agentes tóxicos, torna-se fundamental a 

avaliação da função hepática. Entre os métodos mais utilizados para investigar os efeitos 

hepatotóxicos de substâncias, destaca-se a avaliação de parâmetros bioquímicos, como a 

mensuração dos níveis de enzimas hepáticas, a exemplo da alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST) e fostase alcalina (FA) (Ozer et al., 2008; Kasmani et al., 

2012; Liu et al., 2012). Estas enzimas constituem importantes marcadores de danos hepáticos, 

pois segundo Vijayalakshmi et al. (2000), uma droga não provoca dano algum ao fígado sem 

interferir com a atividade normal dessas enzimas. 

Além dos efeitos hepatotóxicos de plantas medicinais, pode-se mencionar também os 

efeitos tóxicos sobre o sistema nervoso central (SNC). De acordo com Coroad-Artal (2003), 

uma ampla variedade de plantas pode desencadear efeitos neurotóxicos.  

Neurotoxicidade pode ser definida como qualquer modificação da estrutura e/ou 

função SNC ou periférico após a exposição a um agente químico, físico ou biológico, com 

efeitos permanentes ou reversíveis, os quais diminuem a capacidade do organismo para 

sobreviver, reproduzir ou se adaptar ao seu ambiente (OECD, 1997; Coecke et al., 2006).  

As substâncias neurotóxicas podem afetar diversas regiões do sistema nervoso e assim 

produzir diferentes danos e consequências, ocasionado principalmente disfunções de memória 

e aprendizagem, perda da coordenação motora e déficits sensoriais (OECD, 1997). 

De acordo com Otton (1993), as substâncias neurotóxicas frequentemente produzem 

alterações substanciais nas funções cognitivas, particularmente na memória. É consensual que 
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existem vários processos de memória e que estes envolvem diferentes sistemas neurais e 

regiões cerebrais, assim, distintas áreas do cérebro armazenam diferentes aspectos da 

memória (Eichenbaum, 2000). No entanto, diversos estudos demonstram que a região do 

hipocampo desempenha um papel fundamental na formação da memória espacial (Burgess, 

2002; Prediger, et al.; 2008; Lavenex; Lavenex, 2009), desta forma, alterações nesta região 

ocasionam déficits graves de memória e aprendizagem (Da Cunha, 2003).  

O aprendizado pode ser definido como o processo de aquisição de novas informações 

como consequência da experiência, podendo ser medido pelo aumento na probabilidade de 

uma determinada resposta comportamental, em consequência de um estímulo específico. Por 

outro lado, a memória é o mecanismo de armazenamento ou retenção dessas informações 

aprendidas ou de experiências prévias, é a persistência do aprendizado em um estado que 

pode ser evidenciado posteriormente (Gazzaniga et al., 2006; Bear, 2008).  

O cerebelo e o córtex cerebral são regiões importantes do cérebro que desempenham 

um papel de destaque na coordenação de movimentos motores, bem como, nas funções 

básicas da memória e aprendizagem (Chaudhary; Parvez, 2012). Estas regiões são 

particularmente vulneráveis à substâncias tóxicas (Manto, 2012), o que pode acarretar 

também em deficiências da coordenação motora. 

A avaliação de possíveis efeitos neurotóxicos de substâncias pode ser realizada tanto 

em testes in vitro, através da análise de células neuronais de diferentes regiões do cérebro, 

como por experimentos in vivo, dos quais se destacam os testes comportamentais em animais, 

que avaliam principalmente as funções motora (locomoção e coordenação motora), sensorial 

(órgãos dos sentidos, dor) e cognitiva (memória e aprendizagem), visto que modificações do 

comportamento animal podem estar relacionadas com lesões neurológicas. Essas informações 

podem ser utilizadas para relacionar o uso das substâncias testadas com o risco associado à 

saúde do homem (Tilson, 1987; Coecke et al., 2006; Li et al., 2012).  

 

1.1.7 Testes Comportamentais de Toxicidade 

 

De acordo com Vorhees (1987), os métodos comportamentais são muito importantes 

na avaliação de neurotoxicidade, pois fornecem uma visão mais abrangente sobre a 

integridade do sistema nervoso, além de ter uma boa relação custo-benefício. Esse mesmo 

autor considera que a avaliação neurotóxica deveria ser uma prioridade nos ensaios de 

toxicidade, pois o cérebro funciona como o núcleo da saúde humana e do bem-estar. Weiss 

(1988) também ressalta a importância das avaliações neurocomportamentais, pois em muitos 
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casos, os primeiros indícios de exposição a substâncias neurotóxicas se dão por alterações 

comportamentais, como as disfunções de memória e da atividade locomotora. Além disso, tais 

avaliações geralmente não são invasivas.  

Os testes de labirintos são amplamente utilizados em estudos de memória e 

aprendizagem animal. Dentre estes, o labirinto aquático de Morris, introduzido por Richard 

Morris (1984), vem se destacando nos estudos de neurobiologia da memória, sendo 

intensamente utilizado em pesquisas sobre a capacidade de orientação em roedores 

(Gallagher; Nicolle, 1993). Este teste parte da premissa de que os roedores são bons 

nadadores, no entanto, a água lhes representa um meio aversivo, desta forma, terão que 

procurar uma maneira para escapar da água, tendo que para isso localizar e memorizar o local 

de escape presente no labirinto. 

O labirinto em Y, proposto inicialmente por Montgomery na década de 50, é um teste 

comportamental utilizado para avaliar os déficits cognitivos de roedores, através da tendência 

destes animais em explorar novos ambientes (Chen et al., 2010). O teste ocorre em um 

labirinto em forma de Y, com três braços em um ângulo de 120° entre si. Após a introdução 

do animal no centro do labirinto, o mesmo pode explorar livremente o ambiente. O número de 

entradas em cada braço é registado de modo a calcular a porcentagem de alternância.  

O teste da caixa claro/escuro é um modelo experimental que permite avaliar, além dos 

possíveis efeitos tipo-ansiolíticos de determinadas substâncias, a memória aversiva dos 

animais. Este teste baseia-se na aversão inata de roedores à ambientes iluminados e sobre o 

comportamento exploratório espontâneo (Crawley; Goodwin, 1980). O mesmo é composto de 

uma caixa experimental dividida em dois compartimentos, sendo um iluminado e outro não. 

Quando um estímulo aversivo, como um choque elétrico, é acionado, o animal é condicionado 

a lembrar-se que o ambiente de sua preferência não é seguro. 

O teste da barra giratória, proposto por Dunham e Miya (1957), é comumente utilizado 

para detecção de alterações na atividade locomotora dos animais, pois permite avaliar a 

integridade do sistema motor, uma vez que os animais são desafiados a permanecerem sobre 

uma barra que gira a uma velocidade constante.  

O teste do campo aberto é um dos instrumentos mais utilizados na avaliação da 

atividade estimulante ou depressora de um dado composto, podendo ainda indicar atividades 

mais específicas como ação tipo-ansiolítica (Prut; Belzung, 2003; Oliveira et al., 2008). 

Substâncias estimulantes do SNC tendem a aumentar os parâmetros comportamentais 

registrados no modelo, enquanto que substâncias depressoras tendem a diminuí-los (Oliveira 

et al., 2008). 
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1.2  OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral: 

 Avaliar atividades farmacológicas e toxicológicas do extrato aquoso de Piper 

callosum Ruiz & Pavon.  

1.2.2  Objetivos Específicos: 

 Investigar as principais classes de metabólitos secundários presentes no extrato aquoso 

das folhas de P. callosum; 

 Avaliar o efeito antiedematogênico e antinociceptivo do extrato aquoso das folhas de 

P. callosum; 

 Investigar os possíveis efeitos neurotóxicos do tratamento agudo e subcrônico de P. 

callosum sobre a locomoção, memória e aprendizagem de ratos Wistar; 

 Investigar os possíveis efeitos hepatotóxicos do extrato aquoso de P. callosum; 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Coleta do Material Botânico  

 

A espécie P. callosum foi coletada em uma residência particular na Comunidade de 

Alter-do-Chão (S 02º 30‟ 03,2”/W 054º56‟55,0”) e no Grupo Conquista de Ervas Medicinais 

(GCEM), localizado no bairro da Conquista (S 02º 26‟ 59,8‟‟/ W 054º 45‟ 10,7‟‟), município 

de Santarém/Pará/Brasil, no qual há cultivo de diversas plantas utilizadas para fins 

terapêuticos. As coletas foram realizadas entre os meses de junho e setembro de 2013, pelo 

período da manhã. Exemplares desta espécie encontram-se depositados no Herbário do 

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – INPA, Manaus/Amazonas/Brasil, sob o 

número de registro 257.081. 

 

2.2 Obtenção do extrato aquoso 

 

Para o preparo do extrato, as folhas de P. callosum foram previamente selecionadas e 

desidratadas em estufa (LICIT LC – E80) a 40 °C com circulação forçada de ar. 

Posteriormente, foram trituradas em liquidificador industrial (Tron®) até a obtenção de um pó 

de fina granulação. O extrato aquoso de P. callosum (EAPC) foi preparado a partir da diluição 
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de 50g do pó em 500 mL de água destilada. Essa mistura foi mantida sob agitação constante 

em placa quente a 70 ºC ± 5 ºC por 3h. Em seguida, o material foi filtrado e o resíduo foi 

submetido à nova extração sob as mesmas condições por mais 3h. Ao final deste processo o 

material foi novamente filtrado e os extratos resultantes foram misturados e liofilizados 

(Liotop L-101). O EAPC foi então estocado no banco de extratos do Laboratório de 

Bioprospecção e Biologia Experimental (LabBBEx) da Universidade Federal do Oeste do 

Pará – UFOPA/Santarém para posterior utilização nos ensaios biológicos. O rendimento 

médio do extrato liofilizado foi 19%. 

 

2.3  Prospecção Fitoquímica 

 

A prospecção fitoquímica do extrato aquoso das folhas de P. callosum foi determinada 

por cromatografia em camada delgada (CCD). Alíquotas do extrato diluído em metanol 

(10mg/mL) foram aplicadas em cromatoplacas tendo como fase estacionária sílica gel 60 F254 

e como fase móvel diferentes sistemas de eluição, adequados a cada classe de metabólitos 

investigada, bem como padrões e reveladores específicos (Tabela 01), de acordo com 

metodologia proposta por Wagner e Bladt (1996). 

 
Tabela 01: Condições cromatográficas utilizadas para prospecção fitoquímica do extrato aquoso de P. callosum 

AcOEt = acetato de etila; Acform = ácido fórmico; Hex = hexano; ButOH = n-butanol; HAc: ácido acético; 

KOH = hidróxido de potássio. 
 

 

CLASSE DE METABÓLITOS ELUENTES REVELADOR PADRÃO 

 

Cumarinas simples 

 

Tolueno: éter 

5:5 (v:v) 

 

KOH 5% 

UV 365nm 

1,2 benzopirona 

Cumarina glicosídea 

 

AcOEt: Acform.: HAc: H2O 

6,75:0,75:0,75: 1,75 (v:v) 

 

KOH 5% 

UV 365nm 

Esculina 

Terpenóides e ácidos graxos Hex: AcOEt : Acform. 
8,5:1:0,5 (v:v) 

 

Vanilina sulfúrica 
 

Timol 

Flavonoides 

 

AcOEt: Acform.: HAc: H2O 

6,75:0,75:0,75: 1,75(v:v) 

 

NP PEG Rutina 

Taninos hidrolisáveis ButOH: HAc: H2O 

4:1:5 (v:v) 

 

Cloreto férrico 1% 

 

Ácido gálico 

Taninos condensados ButOH: HAc: H2O 

4:1:5 (v:v) 

 

Vanilina clorídrica 

1% 

 

Catequina 
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2.4 Animais 

 

Os experimentos foram realizados de acordo com os princípios éticos de manipulação 

animal e com aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal do Oeste do Pará, protocolado sob o Nº 03005/2014.  

 Para a realização dos testes biológicos foram utilizados ratos machos da linhagem 

Wistar (Rattus norvegicus albinus), com peso entre 160-220g e camundongos machos Swiss 

(Mus musculus), pesando entre 40-60g, provenientes da Unidade de Experimentação Animal 

do LabBBEx - UFOPA. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada 

(22±2ºC), com livre acesso à água e alimentação e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. 

Os ratos foram utilizados nos ensaios de toxicidade e de atividade antiedematogênica, 

enquanto os camundongos foram utilizados para avaliação da atividade antinociceptiva. 

 

2.5 Testes farmacológicos 

 

2.5.1  Edema de pata induzido por carragenina 

 

A avaliação da atividade antiedematogênica do EAPC foi realizada por meio do teste 

de edema de pata induzido por carragenina, conforme metodologia descrita por Winter et al. 

(1962). Foram formados cinco grupos de ratos Wistar, (n=6/grupo), os quais receberam por 

via oral por gavagem os seguintes tratamentos: 

 Grupo 1: EAPC (240 mg/kg) 

 Grupo 2: EAPC (360 mg/kg) 

 Grupo 3: EAPC (480 mg/kg) 

 Grupo 4: Indometacina (10 mg/kg) 

 Grupo 5: Controle (água destilada - 1 mL/kg) 

Após uma hora da administração dos tratamentos, o edema de pata foi induzido pela 

injeção de 0,1 mL de carragenina (Sigma Aldrich. Company) (1% em solução salina) na 

região subplantar da pata posterior direita de cada animal. O volume da pata foi medido com o 

auxílio de um pletismômetro digital (Insight EFF 304), imediatamente após a injeção da 

carragenina (tempo zero), e nos intervalos de tempo: 1, 2, 3, 4 e 5 horas.  O edema de pata foi 

expresso em mL e medido pela diferença entre o volume da pata experimental no tempo zero 

e nos demais tempos. 
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O percentual de inibição do edema foi obtido segundo a fórmula descrita por Xu et al., 

2014: 

 

% inibição = 

 

 

2.5.2 Teste da placa quente 

 

A avaliação da atividade antinociceptiva central do EAPC foi realizada por meio do 

teste da placa quente, conforme metodologia descrita por Eddy e Leimbach (1953). Este teste 

consiste em colocar os animais sobre uma placa aquecida (55 ºC ± 1,0 °C) e observar o tempo 

de latência para manifestar uma reação ao estímulo térmico, sendo esta reação caracterizada 

por movimentos de levantar ou lamber uma das patas.  

Um dia antes do teste, os animais foram submetidos a uma pré-seleção. Para isso, os 

camundongos foram colocados individualmente sobre a placa quente e aqueles animais que 

tiveram um tempo de latência superior a 20 e inferior a 5s foram eliminados do teste. Após 24 

horas, os animais selecionados foram divididos em cinco grupos (n=6 por grupo), os quais 

receberam os seguintes tratamentos: 

 Grupo 1: EAPC (240 mg/kg; v.o) 

 Grupo 2: EAPC (360 mg/kg; v.o) 

 Grupo 3: EAPC (480 mg/kg; v.o) 

 Grupo 4: Morfina (10 mg/kg; i.p) 

 Grupo 5:  Controle (água destilada - 10 mL/kg; v.o) 

Logo após a administração dos devidos tratamentos (tempo zero), e posteriormente, 

em intervalos de 30, 60, 90 e 120 minutos, os animais foram colocados individualmente na 

placa a 55 ºC e registrou-se o tempo, em segundos, que cada animal levou para responder ao 

estímulo doloroso (tempo de latência). Com o intuito de evitar lesões nas patas dos animais, 

estabelecemos o tempo máximo (tempo de corte ou “cut-off”) de 30 segundos de permanência 

sobre a placa. 

 

2.6 Testes Toxicológicos 

 

Todos dos testes toxicológicos foram realizados utilizando-se a dose de 480 mg/kg do 

aumento do edema (controle) – aumento do edema (teste)  

                        aumento do edema (controle) 

 

x 100 
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EAPC, sendo esta a maior dose testada nos ensaios farmacológicos. Para tanto, foram 

formados dois grupos de ratos Wistar machos (n=6/grupo): 

Grupo 1: Controle (água destilada – 1 mL/kg) 

Grupo 2: EAPC (480 mg/kg) 

Uma hora após a administração por via oral dos respectivos tratamentos, os animais 

foram avaliados por meio dos testes comportamentais: barra giratória, campo aberto, labirinto 

aquático de Morris e caixa claro/escuro. Este procedimento foi realizado com o intuito de 

investigar os possíveis efeitos neurotóxicos do tratamento agudo do EAPC. 

Para a avaliação dos efeitos neurotóxicos do tratamento subcrônico do extrato, os dois 

grupos de animais continuaram a receber os devidos tratamentos durante 21 dias 

consecutivos. Após, foram novamente submetidos aos testes comportamentais mencionados, 

sendo avaliados também na performance do labirinto em Y. 

Durante todo o período de administração do extrato, os animais foram monitorados 

diariamente quanto a alterações no peso corporal.  

 

2.6.1 Teste da Barra Giratória 

 

O modelo experimental da barra giratória (figura 04), descrito por Dunhan e Miya 

(1957), foi utilizado para avaliação dos possíveis efeitos neurotóxicos do EAPC sobre a 

locomoção e coordenação motora dos animais. O aparelho Rota-rod (EFF 411 Insight ®), 

utilizado para realização deste teste, é constituído de uma barra giratória, com 45 cm de 

altura, 54 cm de largura e 35 cm de comprimento, dividido em quatro compartimentos iguais 

e que possui uma velocidade regulável em rotações por minuto (r.p.m.). O procedimento 

consiste na avaliação da capacidade do animal de se manter sobre a barra que gira a uma 

velocidade constante.  

Inicialmente foi realizado um treino com os animais visando a afdaptação e o 

aprendizado, o mesmo foi dividido em três séries de dois minutos cada, com velocidade de 10 

r.p.m. Após 24 horas do treino, os animais foram submetidos ao teste, onde foram novamente 

colocados na barra giratória em três séries de dois minutos e o resultado foi obtido pela média 

do tempo de permanência de cada animal no aparelho, sendo o tempo máximo de 2 minutos 

sobre a barra. 
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2.6.2 Teste do Campo Aberto 

 

Este modelo experimental, proposto por Broadhurst (1960), foi utilizado para avaliar o 

efeito do EAPC sobre a locomoção e o comportamento exploratório dos animais. O mesmo 

consiste de um tipo de caixa circular com 58 cm de diâmetro e 50 cm de altura (figura 05). O 

piso desse campo é dividido por duas linhas concêntricas as quais são subdivididas por linhas 

radiais formando 12 quadrantes, sendo 4 centrais e 8 periféricos.  

 

                                      

 

Os animais foram colocados individualmente no centro da caixa e foram observados 

durante 10 minutos. Foram registrados, com o auxílio de câmera filmadora (GEA 1425-14,1 

Figura 04: Aparelho Rota-rod Insight®. 

Fonte: Arquivo pessoal, 2014. 

 

Figura 05: Campo Aberto. Fonte: Arquivo 

Pessoal, 2014. 
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megapixel), os seguintes parâmetros: 1) número de quadrantes percorridos, 2) número de 

levantamentos, 3) tempo de permanência no centro, 4) tempo de permanência na periferia, 5) 

número de auto-limpeza e 6) número de bolos fecais. Tais parâmetros foram comparados ao 

grupo controle para avaliação dos possíveis efeitos tóxicos do extrato nos animais. 

 

2.6.3 Teste do Labirinto Aquático de Morris 

 

O efeito do EAPC sobre a memória espacial de ratos foi avaliado por meio do labirinto 

aquático de Morris (figura 06) (Morris et al., 1984). Utilizou-se uma caixa d‟água de 500 L, 

com água até 20 cm da borda, onde foi adicionada tinta branca não-tóxica para que a 

superfície da água se tornasse opaca. A caixa foi dividida em quatro quadrantes imaginários: 

Norte (N), Sul (S), Leste (L) e Oeste (O) que serviram como ponto de partida para os animais 

durante o teste. Em um dos quadrantes foi colocada uma plataforma (10 cm x 10 cm) 

submersa em um local fixo. Próximo a caixa d‟água foi colocada uma lâmpada incandescente 

(60W), que serviu na orientação (pista) para localização da plataforma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

O teste foi realizado em duas etapas: a primeira consistiu de um treino para que os 

animais pudessem aprender a localização da plataforma, observando para isto os pontos de 

referência (a lâmpada e o observador). Os animais puderam nadar livremente na caixa até 

encontrar a plataforma submersa durante o período de 120s. Aqueles que não a encontraram 

durante o tempo pré-estabelecido, foram colocados manualmente sobre a plataforma por 10s 

 Observador 

Plataforma 

submersa 

N 

S 

L O 

Figura 06: Labirinto aquático de Morris. Fonte: Arquivo 

Pessoal, 2014. 
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para a observação do ambiente. Na segunda fase (teste), após 24h do treino, observou-se o 

tempo, em segundos, que cada animal levou para encontrar a plataforma a partir dos quatro 

pontos de partida. 

 

2.6.4 Teste do Labirinto em Y 

 

O teste do labirinto em Y (Montgomery, 1958), foi utilizado para avaliar o efeito do 

tratamento subcrônico do EAPC sobre a memória de curta duração e reconhecimento espacial. 

O mesmo consiste em um labirinto de madeira em forma de Y (figura 07), com três braços (A, 

B e C) medindo 10 cm de largura, sendo dois deles com 34 cm de comprimento e um com 43 

cm. 

 

                                               

 

Após a administração da 21ª dose do EAPC, cada animal foi colocado em um dos 

braços, podendo caminhar livremente pelo labirinto durante 8min.  Durante este período foi 

registrado a sequência de entradas em cada braço e se analisou o número de entradas sem 

repetições ou número de acertos (exemplo: ABC, BCA, CAB), sendo este critério um 

indicativo de boa memória de curta duração dos animais. O percentual de alternância entre os 

braços foi obtido segundo a fórmula: 

 

 

 

A B
A 

C 

 Figura 07: Labirinto em Y. Fonte: Marissol 

Almeida, 2014. 

  Nº de acertos 

 Nº de entradas - 2 

x 100 % alternância =  

C 
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2.6.5 Teste da Caixa Claro/Escuro 

 

O teste da caixa claro/escuro (Denoble et al., 1986) foi utilizado com o objetivo de 

avaliar a memória aversiva dos animais. A caixa claro/escuro (Figura 08) é composta por uma 

arena em acrílico (46 x 27 x 30 cm de altura) dividida em dois compartimentos, sendo um 

branco e iluminado e outro preto e escuro. Os dois compartimentos são separados por uma 

placa de acrílico que possui uma abertura de 7,5 x 7,5 cm localizada no centro. A caixa possui 

um fundo formado por barras, ligadas a um dispositivo eletrônico que libera um choque no 

momento em que o animal migra para o compartimento escuro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O teste foi realizado em duas etapas: a primeira consistiu de um treino onde os animais 

foram colocados individualmente no centro do compartimento claro. No momento em que o 

animal migrou para o compartimento escuro, o mesmo recebeu um choque de 1mA durante 2 

segundos para demonstrar que este ambiente não é seguro. A retenção do aprendizado (etapa 

teste) foi avaliada 24 horas após o treino (para avaliação do tratamento agudo), quando os 

animais foram colocados no compartimento claro por um período máximo de 5 minutos e o 

tempo de latência para a entrada no compartimento escuro foi então registrado. Para a 

avaliação do efeito do tratamento subcrônico não foi necessário condicionar os animais ao 

treino novamente.                                                            

 

2.6.6 Hepatoxicidade 

 

Após a administração por 21 dias com EAPC em ratos Wistar, foi realizada a dosagem 

dos níveis séricos das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase 

Figura 08: Caixa claro/escuro. Fonte: Arquivo pessoal, 2014. 
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(ALT) e fosfatase alcalina (FA), com o intuito de avaliar os possíveis efeitos hepatotóxicos do 

extrato. Para isso, os animais foram anestesiados com pentobarbital e foi então realizada 

punção cardíaca para coleta das amostras de sangue. Foram colhidos 3 mL de sangue de cada 

animal, o qual foi centrifugado para obtenção do soro. A determinação dos níveis de AST, 

ALT e FA no soro dos animais foi realizada com a utilização de kits comerciais (LABTEST 

®), seguindo-se os procedimentos descritos pelo fabricante. As leituras das absorbâncias 

foram realizadas em espectrofotômetro, modelo 3300 – UV. 

 

2.7 Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos nos ensaios biológicos foram expressos como média ± erro 

padrão das médias. A análise de variância (ANOVA), seguido do pós-teste de Tukey foram 

aplicados para avaliar a diferença entre os grupos. O nível de significância adotado foi de 

p≤0,05. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Prospecção Fitoquímica 

 

A tabela 02 apresenta os resultados do perfil fitoquímico por CCD do extrato aquoso 

das folhas de P. callosum. Pode-se observar que para as classes de metabólitos investigadas, 

identificou-se apenas a presença de flavonoides. 

 

 
 

Classes de Metabólitos Secundários 

 

 

Extrato aquoso das folhas de P. callosum 

Cumarinas - 

Ácidos graxos - 

Flavonoides + 

Taninos - 

Terpenoides - 

 

 

Os flavonoides representam um dos grupos fenólicos mais importantes e 

diversificados entre os produtos de origem vegetal, sendo conhecidas mais de 8000 variedades 

destes compostos (Pietta, 2000). Os mesmos podem ser encontrados em frutas, sementes, 

raízes, flores, cascas de árvores, bem como em chás e vinho (Nijveldt et al., 2001). 

Estes metabólicos já são constituintes característicos para algumas espécies do gênero 

Piper (Facundo et al., 2012). No entanto, para P. callosum, espécie alvo deste estudo, a 

ocorrência destes metabólitos só foi evidenciada por Facundo et al. (2000), os quais isolaram 

três flavonoides do extrato etanólico das folhas desta espécie, que segundo os autores, são 

dotados de atividade antibiótica e justificam em parte o uso de P. callosum na medicina 

popular. 

Além de desempenharem um importante papel no metabolismo das plantas, diversas 

atividades biológicas são comprovadas para essa classe de polifenóis, tais como atividade 

antioxidante, antitumoral, antiviral, antimicrobiana, antiulcerogênica, anti-inflamatória, dentre 

outras (Kim et al., 2004; Odontuya et al., 2005; Rathee et al., 2009), o que lhe confere 

significativa importância farmacológica.  

(+) = presenca; (-) = ausência. 

Tabela 02: Prospecção fitoquímica do extrato aquoso das folhas de P. callosum. 
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Quanto à atividade anti-inflamatória atribuída a essa classe de metabólitos 

secundários, muitas pesquisas têm demonstrado que uma grande variedade de flavonoides 

apresenta efeitos anti-inflamatórios tanto em testes in vitro quanto em modelos in vivo 

(Hollman; Katan, 1997; García-Lafuente et al., 2009; Rathee et al., 2009).  

Vários mecanismos de ação têm sido propostos para explicar o efeito anti-inflamatório 

de flavonoides (García-Lafuente et al., 2009; Rathee et al., 2009). Um dos mecanismos mais 

importantes e citados envolve a modulação do metabolismo do ácido araquidônico via 

inibição das enzimas fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipoxigenase, o que acarreta na redução 

dos níveis de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, importantes mediadores da 

resposta inflamatória (Ferrándiz e Alcaraz, 1991; Rathee et al., 2009; Wang et al., 2014). Os 

flavonoides podem afetar o metabolismo do ácido araquidônico de diferentes maneiras, seja 

bloqueando especificamente a ciclooxigenase ou a lipoxigenase ou ainda inibindo ambas as 

enzimas simultaneamente (Rathee et al., 2009).  

Além disso, estes metabólitos podem desempenhar seus efeitos anti-inflamatórios 

através da inibição da liberação do óxido nítrico, de citocinas pro-inflamatórias, como TNF-α 

e IL-1 e da histamina (Kim et al., 2004; Magaji et al., 2008; Coutinho et al., 2009; García-

Lafuente et al., 2009; Rathee et al., 2009). 

 

3.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 

Os resultados expressos na figura 09 mostram que o EAPC apresentou efeito 

antiedematogênico significativo (p≤0,05), nas três doses testadas, a partir da primeira hora 

após a injeção do agente flogístico. 

 O percentual de inibição do EAPC na dose de 240 mg/kg variou de 31,3 a 36,3% da 

1ª  à 5ªh. A dose de 360 mg/kg reduziu o edema em 68,8; 60,9; 62,5; 68 e 72,7% na 1ª, 2ª, 3ª, 

4ª e 5ª hora após a indução do edema, respectivamente. Para a dose de 480 mg/kg, o 

percentual de inibição ficou entre 68,8 e 81,8%.  

O efeito antiedematogênico do EAPC nas doses de 360 e 480 mg/kg foi semelhante ao 

efeito da indometacina (p˃0,05), cujos percentuais de inibição foram de 75, 74, 75, 80 e 

81,8% da primeira à quinta hora, respectivamente. 
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Figura 09: Efeito do extrato aquoso de Piper callosum sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos 

Wistar. Os valores representam a média ± erro padrão. * p ≤ 0,05; **p≤0,01; *** p ≤ 0,001 em relação ao grupo 

controle. 

 

A inflamação induzida por carragenina é um modelo inflamatório agudo e amplamente 

aceito como uma ferramenta útil na avaliação da atividade anti-inflamatória de novos 

compostos (Bahamonde et al., 2013). O desenvolvimento do edema provocado pela 

carragenina é um evento bifásico, caracterizado pela ação sequencial de vários mediadores 

inflamatórios (Salvemini et al., 1996). A fase inicial, que ocorre de 0-2.5h após a injeção da 

carragenina, envolve a liberação de histamina, serotonina e bradicininas, enquanto a segunda 

fase (3-6h) é atribuída principalmente à liberação de prostaglandinas (Wang et al., 2014).  

No presente estudo, o extrato aquoso de P. callosum foi efetivo em ambas as fases da 

inflamação, podendo-se sugerir que o mesmo pode atuar tanto sobre a inibição da liberação de 

aminas vasoativas (histamina e serotonina), quanto na inibição da liberação de 

prostaglandinas. Resultado semelhante foi obtido para a espécie Piper chaba Hunter, pois o 

extrato metanólico desta espécie causou uma inibição significativa (p≤0,01) do edema 

induzido por carragenina em todas as horas avaliadas (Rahman et al., 2005). 

O extrato hidroalcóolico de Carthamus tinctorius L. (Asteraceae), assim como um 

flavonoide isolado desta espécie (kaempferol 3-O-glucoside), também inibiram 

significativamente o edema de pata induzido por carragenina em ambas as fases do processo 

inflamatório, indicando que os mesmos desempenham seu mecanismo de ação pela inibição 

da liberação de histamina e serotonina durante a fase inicial, bem como pelo bloqueio da 

liberação de prostaglandinas durante a segunda fase da inflamação (Wang et al., 2014).  
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A presença de flavonoides no EAPC pode justificar o efeito antiedematogênico 

encontrado no presente estudo, visto que essa classe de metabólitos possui um amplo espectro 

de atividades biológicas (Rathee et al., 2009), sendo bem conhecidos seus efeitos anti-

inflamatórios (Ferrándiz; Alcaraz, 1991; Kim et al., 2004; García-Lafuente et al., 2009; Wang 

et al., 2014), os quais são atribuídos principalmente pela capacidade destas substâncias de 

atuar sobre a inibição da liberação de importantes mediadores inflamatórios, tais como as 

histaminas e prostaglandinas (Kim et al., 2004; Rathee et al., 2009). 

Existem muitos trabalhos que relatam a atividade anti-inflamatória de diferentes 

espécies de Piper. Zakaria et al. (2010) demonstraram que o extrato aquoso das folhas de P. 

sarmentosum Roxb. exibiu efeito anti-inflamatório significativo (p≤0,05) de maneira dose-

dependente, confirmando o uso tradicional desta espécie no tratamento de doenças 

inflamatórias. O extrato hidroalcóolico, frações e amidas isoladas de P. ovatum Vahl. foram 

bastante eficazes na inibição do edema de orelha provocado pelo óleo de cróton (Silva et al., 

2008). Quílez et al. (2010) relatam que Piper carpunya Ruiz e Pav. possui grande potencial 

para se tornar um fitoterápico relevante, pois verificaram que além de apresentar outras 

atividades, como anti-Helicobacter pilori, possui efeito anti-inflamatório significativo, o que 

é atribuído em parte pela presença de flavonoides identificados no extrato desta espécie. 

Em nosso estudo, foi demonstrado pela primeira vez o efeito antiedematogênico do 

extrato aquoso de P. callosum, confirmando assim o potencial terapêutico desta espécie. Este 

resultado justifica em parte o uso de P. callosum na medicina popular. 

 

3.3 Teste da placa quente 

 

Os resultados apresentados na tabela 03 mostram que o pré-tratamento com EAPC, 

nas doses de 240, 360 e 480 mg/kg, não aumentou de forma significativa (p˃0,05) o tempo de 

latência dos camundongos sobre a placa aquecida em todos os tempos avaliados, em 

comparação com os animais do grupo controle. Choi e Hwang (2003) encontraram resultado 

semelhante para a espécie Piper cubeca L., pois o extrato metanólico desta espécie, também 

não foi capaz de alterar o tempo de latência dos animais submetidos à placa quente. 
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Tabela 03: Efeito do extrato aquoso de Piper callosum sobre o tempo de latência de camundongos Swiss 

submetidos ao teste da placa quente. 

 

Tratamentos 

Tempo de Latência (s) 

0 min 30 min 60 min 90 mim 120 min 

Controle 9.2±0,4 9.2±0,5 7,6±0,9 7.5±1,1 6.3±0,8 

Morfina 10 mg/kg 8.3±0,5 13.3±1,6* 14.2±1,0* 16.8±2,3** 15.8±2,5** 

EAPC 240 mg/kg 9.0±0,8 10.6±0,2 8,2±1,8 6.0±0,8 6.0±0,8 

EAPC 360 mg/kg 7.4±0,7 8,2±0,3 8,5±0,8 8.2±1,6 8.2±1,4 

EAPC 480 mg/kg 7,2±1,2 7,2±1,0 7,5±1,4 9.3±0,7 8,2±1,7 

 
 

 

 

O teste da placa quente representa um dos modelos mais utilizados para avaliar o 

efeito antinociceptivo de ação central de novos compostos (Bahamonde et al., 2013). 

Considera-se que a resposta nociceptiva observada neste modelo resulte da ativação direta dos 

nociceptores pelo calor. Os analgésicos opióides, a exemplo da morfina, bem como outras 

drogas que agem centralmente, aumentam o tempo de latência dos animais submetidos à placa 

aquecida, resultado que é interpretado como efeito antinociceptivo (Rabelo et al., 2013). O 

EAPC nas doses testadas não produziu diferença significativa (p˃0,05) no comportamento 

nociceptivo, descartando-se assim o possível efeito analgésico central do mesmo. 

Embora o EAPC não tenha demonstrado efeito antinociceptivo de ação central, esta 

propriedade já é bem relatada para algumas espécies deste gênero, a exemplo de P. 

sarmentosum Roxb. (Zakaria et al., 2010), P. auritum Kunth (Estrada-Reyes et al., 2013) e P. 

nigrum L. (Tasleem et al., 2014), pois os extratos destas espécies foram eficazes em aumentar 

o tempo de permanência dos animais submetidos a placa quente. No entanto, sabe-se que as 

propriedades farmacológicas de plantas medicinais estão diretamente relacionadas à sua 

composição química, a qual pode diferir significativamente entre as espécies de acordo com 

fatores genéticos e ambientais. Desta forma, pode-se inferir que o EAPC, nas condições 

testadas, não apresenta compostos capazes de desempenhar um efeito analgésico central. 

 

3.4 Testes Toxicológicos 

 

3.4.1 Análise do peso corporal 

 

 

Os valores representam a média ± erro padrão da média.  * p ≤0,05; ** p≤0,01 quando comparados ao grupo 

controle (água). 
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Durante os 21 dias de administração do EAPC na dose de 480 mg/kg, não foram 

observados quaisquer sinais de morbidade ou mortalidade. Não houve diferenças 

significativas (p˃0,05) nas variações de peso corporal entre os animais tratados com o extrato 

e os animais do grupo controle (figura 10). 

 

 
 

 

 

 

 

Alterações de peso são importantes indicadores de efeitos adversos das drogas e de 

produtos químicos em animais de laboratório (Amenia et al., 2014). Segundo Ezeja et al. 

(2014), o comportamento geral dos animais e a avaliação do peso corporal representam 

parâmetros críticos para a avaliação dos primeiros sinais de toxicidade. O resultado deste 

parâmetro indica, portanto, que o EAPC na dose testada foi bem tolerado pelos animais. 

  

3.4.2 Teste da barra giratória 

 

O tratamento dos animais com o EAPC (480 mg/kg), tanto na administração aguda 

quanto na subcrônica, não alterou o tempo de permanência dos animais sobre a barra 

giratória, em comparação com o grupo controle (figuras 11 e 12), demonstrando assim que o 

EAPC nas condições testadas, não causou incoordenação motora nos animais, seja por 

sedação e/ou relaxamento muscular. Estrada-Reyes et al. (2013), encontraram resultado 

semelhante para a espécie P. auritum Kunth, pois verificaram que o extrato aquoso desta 
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Figura 10: Alterações do peso corporal de ratos Wistar submetidos ao tratamento por 21 dias com o extrato 

aquoso de Piper callosum. 
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espécie, apesar de ter provocado efeito tipo-ansiolítico semelhante ao diazepan, não 

comprometeu a atividade locomotora dos animais. 

 

 

Figura 11: Efeito da administração aguda do extrato aquoso de Piper callosum no desempenho de ratos Wistar 

submetidos ao teste da barra giratória. Os valores representam a média ± erro padrão. 

 

 

 

Figura 12: Efeito da administração subcrônica do extrato aquoso de Piper callosum no desempenho de ratos 

Wistar submetidos ao teste da barra giratória. Os valores representam a média ± erro padrão. 

 

3.4.3 Teste do Campo Aberto 

 

No teste do campo aberto diversos parâmetros podem ser analisados: dados como 

aumento do tempo despendido na parte central do campo é uma indicação de efeito ansiolítico 

ou sedativo, a locomoção aumentada é indicativo de um efeito estimulante, enquanto o 

número de comportamentos de autolimpeza (grooming) e de levantar-se sobre as patas 
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traseiras (rearing) é relatado como sedação ou medo (ansiedade), a defecação do animal 

reflete seu índice de emocionalidade (Prut; Belzung, 2003). 

Na tabela 04 estão sumarizados os resultados de cada parâmetro analisado neste teste. 

Tanto para o tratamento agudo quanto para o subcrônico, não foram observadas diferenças 

significativas (p˃0,05) nos parâmetros analisados entre os animais do grupo controle e os 

animais tratados com o EAPC na dose de 480 mg/kg. Tais resultados descartam a ação do 

extrato na atividade locomotora dos animais, o que é corroborado pelos resultados obtidos no 

teste da barra giratória e demonstram que o mesmo não causa efeitos sedativos ou 

ansiogênicos.  

 

 

     

Parâmetros Controle 

(agudo) 

EAPC 480 mg/kg 

(agudo) 

Controle 

(subcrônico) 

EAPC 480 mg/kg 

(subcrônico) 

Nº Quadrantes percorridos 63,1±5,2 71,6±5,0 69,4±6,9 73,7±5,8 

Tempo no centro (s) 10,1±2,4 9,4±1,7 8,3±3,5 10,3±4,8 

Tempo na periferia (s) 589,9±2,4 590,6±1,7 591,7±3,5 588,0±4,8 

Nº de autolimpeza 4,5±0,8 6,7±0,5 5,7±0,6 6,0±0,5 

Nº de levantamentos 36,6±4,0 37,5±2,7 32,5±2,9 30,2±3,1 

Nº Bolos fecais 3,5±0,9 4,5±0,8 2,1±0,5 3,1±0,8 

     

 

 Lopes e colaboradores (2012), ao investigarem o efeito do extrato de P. amalago sobre 

o comportamento de ratos no teste do campo aberto, encontraram resultado semelhante, pois o 

mesmo não afetou a atividade locomotora dos animais. Porém, o extrato de P. mikanianum, 

na dose de 270 mg/kg, foi capaz de provocar uma diminuição no número de levantamentos e 

de quadrantes percorridos, indicando afetar a capacidade locomotora e exploratória dos 

animais.  

 

3.4.4 Teste do Labirinto Aquático de Morris 

 

Como mostrado na figura 13, o tratamento agudo e subcrônico dos animais com o 

EAPC (480 mg/kg) não comprometeu a memória espacial dos animais, pois os mesmos 

Os valores representam a média ± erro padrão. 

Tabela 04: Efeito da administração aguda e subcrônica do extrato aquoso de P. callosum sobre ratos 

Wistar submetidos ao teste do campo aberto 
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tiveram um bom desempenho na memorização e localização da plataforma submersa durante 

a realização desta tarefa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Efeito do tratamento agudo (ag) e subcrônico (sc) com extrato aquoso de Piper callosum em ratos 

Wistar no teste do labirinto aquático de Morris. Os valores representam a média ± erro padrão. 

 

Dickel e colaboradores (2010), ao avaliarem os efeitos neurotóxicos do extrato aquoso 

de Brugmansia suaveolens G. Don (Solanaceae), administrado de forma aguda (um dia) e 

subcrônica (21 dias), encontraram resultado diferente, pois o tratamento por 21 dias 

consecutivos com o extrato aquoso desta espécie na dose de 300 mg/kg, provocou alterações 

significativas na evocação da memória espacial no teste do labirinto aquático de Morris, 

indicando desta  forma, que houve um prejuízo da memória nestes animais, o que não foi 

evidenciado para o tratamento agudo. 

É bem conhecido que o hipocampo desempenha papel essencial no mecanismo de 

cognição, sendo fundamental para a localização espacial, como a requerida no teste do 

labirinto aquático de Morris (Lavenex; Lavenex, 2009). Além disso, muitos trabalhos 

demonstram que a atividade de algumas enzimas, tais como a acetilcolinesterase (AChE), 

também desempenham papel chave no processo de memória e aprendizagem (George; 

Grossberg, 2003; Giacobini, 2004; Calabria et al., 2009; Oh et al., 2013). Segal e 

colaboradores (1988), foram um dos primeiros pesquisadores a estudar a correlação entre a 

atividade desta enzima em cérebro de ratos e o desempenho em uma tarefa espacial. Tais 

pesquisadores verificaram que altos níveis de AChE em regiões cerebrais específicas, como o 

corpo estriado e o hipocampo, afetam significativamente a memória e o aprendizado, 

causando um desempenho ruim dos ratos no teste do labirinto aquático de Morris. Isto 
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acontece porque a AChE causa a hidrólise da acetilcolina, um neurotransmissor fundamental 

na regulação dos processos de memória e aprendizagem (Oh et al., 2013).  

Diante destes fatos, pode-se inferir que o EAPC na dose testada e, administrado tanto 

de forma aguda quanto subcrônica, não afeta a função hipocampal, bem como não 

compromete o sistema colinérgico. Olton e Markowska (1994) e Save e Poucet (2000), 

corroboram com o exposto, pois segundo estes autores o teste do labirinto aquático de Morris 

é um modelo muito adequado para avaliar a integridade da função do hipocampo. 

 

3.4.5 Teste do labirinto em Y 

 

Como pode ser observado na figura 14, não houve diferença significativa (p˃0,05) 

quanto ao percentual de alternância entre os animais do grupo controle e do grupo teste, 

demostrando assim que o EAPC (480 mg/kg), administrado por 21 dias consecutivos, não 

afeta a memória espacial de curta duração dos animais. 
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Figura 14: Efeito do tratamento subcrônico do EAPC no desempenho de ratos Wistar submetidos ao teste do 

labirinto em Y.  EAPC = extrato aquoso de Piper callosum. Os valores representam a média ± erro padrão. 

 

Modelos de comportamento espontâneo, como o labirinto Y, têm sido bastante 

utilizados para avaliação da memória espacial de curto prazo. Tem-se demonstrado que 

animais com lesões no córtex pré-frontal e no hipocampo apresentam baixos percentuais de 

alternações espontâneas (Lalonde, 2002). Além disso, alterações no sistema colinégico, como 
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as induzidas por substâncias antagonistas da acelticolina, a exemplo da escopolamina, 

também causam redução significativa no percentual de alternância dos animais submetidos ao 

teste do labirinto em Y (Oh et al., 2013). Neste contexto, conclui-se que o EAPC, nas 

condições testadas, não comprometeu a integridade destas regiões neurais e não atua como 

um antogonista colinérgico. 

 

3.4.6 Teste da Caixa Claro/Escuro 

O tratamento agudo e subcrônico com o EAPC (480 mg/kg) não comprometeu a 

memória aversiva dos animais (figura 15), uma vez que estes aprenderam a evitar o choque, 

pois todos os animais avaliados não migraram para o compartimento escuro após o treino 

(realizado 24h antes da administração da 1ª dose).  
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Figura 15: Efeito do tratamento agudo (ag) e subcrônico (sc) do extrato aquoso de P. callosum no 

desempenho de ratos Wistar submetidos ao teste da caixa claro/escuro.  Os valores representam a média ± 

erro padrão. 

 

É válido ressaltar que para avaliação do efeito do tratamento subcrônico (após a 21ª 

dose) do EAPC neste teste, não foi necessário condicionar os animais ao treino novamente, 

visto que nenhum animal, mesmo tendo realizado o treino somente na primeira dose, migrou 

para o compartimento escuro durante os 5 minutos de observação, indicando desta forma que 

não somente a memória aversiva de curto prazo foi preservada, mas também a memória de 

longa duração. 
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Muitos trabalhos demonstram que a amígdala é uma estrutura essencial para a 

formação e expressão do medo condicionado (Fendt; Fanselow, 1999; Ledoux, 2000; Maren, 

2001; Kim; Jung, 2006). Apesar da amígdala está bem estabelecida na literatura como uma 

estrutura importante na formação da memória aversiva, outras estruturas encefálicas também 

desempenham papel importante neste tipo de memória, tais como o hipocampo (Kim; 

Fanselow, 1992; Phillips; LeDoux, 1992; Fanselow, 2000; Pang; Lu, 2004). Desta forma, 

pode-se sugerir que o EAPC, nas condições testadas, não comprometeu a integridade da 

função destas regiões neurais, a ponto de causar déficits de memória aversiva. 

 

3.4.7 Avaliação da hepatoxicidade 

 

O tratamento por 21 dias consecutivos com o EAPC (480 mg/kg) não provocou 

diferenças significativas (p˃0,05) nos níveis séricos das enzimas alanina aminostransferase 

(ALT), asparto aminostransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA) no soro de ratos Wistar, 

quando comparados com o grupo dos animais que receberam apenas água (tabela 04). 

 

Tabela 04: Níveis das enzimas alanina aminostransferase (ALT), asparto aminostransferase (AST) e fosfatase 

alcalina (FA) em soro de ratos Wistar 

Tratamentos Enzima ALT 

(U/mL) 

Enzima AST 

(U/mL) 

Enzima FA 

 (U/L) 

Controle 63,5±2,9 116,6±4,1 58,5±2,3 

EAPC 480 mg/kg 68,1±1,2 114,8±3,8 59±1,7 

  

 

 

 O fígado é o principal órgão envolvido na biotransformação de drogas. Os níveis 

séricos de algumas enzimas, como ALT, AST e FA são parâmetros valiosos utilizados como 

indicadores de doenças hepáticas (Kasmani et al., 2012; Liu et al., 2012). Os aumentos nos 

níveis destas enzimas no soro estão associados com a toxicidade no fígado pelas drogas ou 

qualquer outra hepatotoxina (Ramaiah, 2011).  Segundo Vijayalakshmi et al. (2000), uma 

droga não provoca dano algum ao fígado sem interferir com a atividade normal dessas 

enzimas. 

Embora a enzima AST seja considerada um indicador de lesão hepática, a mesma não 

é tão específica para o fígado, uma vez que também está presente em outros órgãos, como 

coração, rins e pâncreas (Al-Habori, 2002; Ozer et al., 2008). No entanto, a ALT é 

EAPC = extrato aquoso de Piper callosum. Os valores estão expressos como média ± erro padrão. 
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primariamente limitada ao citosol dos hepatócitos, sendo, portanto, considerada um indicador 

altamente sensível para detecção de danos hepatocelulares (Al-Habori, 2002; Ramaih, 2011). 

Em estudos pré-clínicos de rotina, ALT em combinação com AST são usados para confirmar 

a lesão hepatocelular (Ramaiah, 2011). 

 A fosfatase alcalina está presente na maior parte em células que revestem o ducto 

biliar do fígado e é utilizada para diagnosticar obstrução do sistema biliar (Ramaiah, 2007).  

No presente estudo, a exposição dos animais ao EAPC (480 mg/kg) durante 21 dias 

não provocou um aumento significativo nos níveis destas enzimas, o que fornece evidências 

de que o extrato aquoso de P. callosum não é hepatotóxico. A ausência de hepatotoxicidade de 

potenciais agentes terapêuticos assume grande relevância, uma vez que danos hepáticos 

representam o maior obstáculo ao desenvolvimento de drogas, sendo a principal razão para a 

retirada de medicamentos do mercado (Ramaiah, 2007). 
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4. CONCLUSÕES 

 

O extrato aquoso de P. callosum possui propriedade antiedematogênica, o que 

confirma o potencial terapêutico desta espécie e justifica em parte seu uso na medicina 

popular. Esta propriedade pode ser atribuída à presença de flavonoides. No entanto, mais 

investigações são necessárias para determinar os princípios ativos e estabelecer os 

mecanismos de ação envolvidos nessa atividade farmacológica. 

A avaliação da atividade antinociceptiva mostrou que o EAPC, nas condições testadas, 

não apresenta efeito analgésico de ação central.  

O tratamento por via oral com o EAPC, tanto agudo quanto subcrônico, não provocou 

alterações sobre a locomoção, memória e aprendizagem de ratos Wistar, demonstrando que o 

mesmo não causa efeitos neurotóxicos na dose testada.  

Os resultados encontrados para os níveis das enzimas ALT, AST e FA no soro de ratos 

demonstram que o uso subcrônico do EAPC na dose de 480 mg/kg, não causa efeitos 

hepatotóxicos.  

Os resultados indicam um potencial farmacológico do EAPC, o que justifica em parte 

o uso desta espécie na medicina popular. No entanto, são necessários novos estudos para 

conhecimento dos princípios ativos da espécie e dos seus possíveis mecanismos de ação. 
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6. ANEXO 
 

 

ANEXO A – Autorização do comitê de ética para uso de animais. 
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