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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo da toxidade aguda e subaguda do
6leo essencial de Piper aduncum pela determinagdo da DL, em camundongos ¢ a andlise dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos em ratos. A planta é utilizada na medicina popular
da regido amazodnica em diversas doengas e no seu 6leo essencial o constituinte majoritario
¢ o fenilpropandide dilapiol, com propriedades inseticida, fungicida, bactericida, larvicida
e moluscicida. A DL foi de 2,400 = 191,7 mg/kg. O 6leo essencial ndo alterou de maneira
significativa os parametros hematologicos e bioquimicos em relagdo ao controle no tratamento
subagudo, exceto a redugdo da creatinina. O valor da DL, e os resultados observados nos
parametros hematologicos e bioquimicos sugerem que o o6leo essencial apresenta toxidade
baixa.

Unitermos: Piper aduncum, Piperaceae, oleo essencial, toxidade aguda, toxidade subaguda.

ABSTRACT: “Toxicological evaluation of the essential oil of Piper aduncum L.” The aim
of this work was the acute and subacute toxicological evaluation of the essential oil of Piper
aduncum with the determination of the LD, in mice and the analysis of their hematological
and biochemical parameters in rats. The plant is used in the Amazon folk medicine for several
diseases and the phenylpropanoid dilapiolle is the main constituent of its essential oil, possessing
insecticidal, fungicidal, bactericidal, larvicidal and molluscicidal properties. The LD, was 2.400
+ 191.7 mg/kg. The essential oil did not change the hematological and biochemical parameters
in a significant manner when compared with the control in the subacute treatment, excepting the
reduction of creatinine. The LD, and the hematological and biochemical results have suggested
that the essential oil presents low toxicity.
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INTRODUCAO

Piper é o maior género da familia Piperaceae
com mais de 700 espécies, dos quais cerca de 170
crescem de forma nativa no Brasil (Yuncker, 1972).
Além de P. nigrum, a espécie mais popular e usada
largamente como condimento, muitas outras espécies
possuem atividades farmacologica, inseticida, ou
outros usos econdmicos (Amorim et al., 2007; Agra et
al., 2007; Brandao et al., 2006 & 2008). Como parte
de um extensivo levantamento das plantas aromaticas
da regido amazodnica, foram coletados espécimes de P.
aduncum L., que ¢ um arbusto de ampla distribuig¢do
tropical, com ocorréncia em solos areno-argilosos,
conhecido popularmente como “pimenta-de-macaco”
e “aperta-rudo”. Esta espécie ¢ considerada uma planta
oportunista que invade areas desflorestadas apos
exploragdo de madeira, de alta rusticidade e elevada
resisténcia as mudangas climaticas.

O uso medicinal de “pimenta-de-macaco” tem
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sido relatado: em doencas ginecoldgicas e desordens
intestinais (Van den Berg, 1993), como diurético,
antiblenorragico, carminativo, excitante digestivo, para
males do figado, no combate a erisipela e tratamento
de ulceras cronicas (Coimbra, 1994). Extratos organicos
das folhas de P aduncum apresentaram atividades
moluscicida, citotéxica e antibacteriana, para as quais
se associou a presenca de dihidrochalconas e derivados
prenilados do 4cido benzodico (Orjala et al., 1993 &
1994). O o6leo essencial de P. aduncum foi testado
contra o fungo Clinipellis perniciosa, conhecido
como ‘“vassoura-de-bruxa”, responsavel por ataque
patogénico ao cacau e cupuagu. Na concentracio de 50
a 100 ppm inibiu 100% o crescimento ¢ a germinagao
deste fungo (Bastos, 1997). O o6leo essencial de P.
aduncum apresentou atividade inseticida e larvicida
contra insetos fitéfagos e mosquitos transmissores de
dengue e maldria, eliminando-os totalmente em baixas
concentragdes (Bernard et al., 1995; Souto, 2006).

O ¢leo essencial de P aduncum apresenta
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excelente rendimento (2,5 a 3,5%) e € rico em dilapiol
(31,5 a 91,1%), um éter fenilico com elevado padrdo
de oxigenagdo (Maia et al., 1998). Este composto com
grau de pureza de 99,0% (Almeida, 2004) foi testado e
comprovou ser o responsavel pelas atividades fungicida,
larvicida, inseticida e moluscicida, citadas acima.

Em virtude da utilizagdo do P. aduncum na
medicina popular avaliou-se a toxidade aguda e sub-
aguda do seu oleo essencial, determinando o valor
da DL, em camundongos e avaliando os pardmetros
hematologicos e bioquimicos dos ratos tratados com o
6leo essencial durante 30 dias.

MATERIAL E METODOS
Planta

As partes aéreas (folhas e ramos finos) da planta
foram coletadas no Municipio de Ananindeua, Estado do
Para. Um exemplar da planta (#155.664) foi identificado
como Piper aduncum L. e incorporado ao herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA.

Processamento

As partes aéreas da planta (150 g), secas ao ar
livre por 5 dias, foram submetidas a hidrodestilagao por
4 horas usando-se aparelhos do tipo Clevenger, como
recomendado pela Farmacopéia Britdnica (British
Pharmacopoeia Commission, 2003). O o6leo (OEPA)
foi seco na presenca de sulfato de soédio, apresentando
rendimento de 2,5%. Em seguida, o 6leo foi armazenado
em frasco ambar e mantido no refrigerador.

Anailise cromatogrifica do dleo

Os dados quantitativos do 6leo foram obtidos
por integracdo da area dos picos do cromatograma
usando-se cromatografo de gas HP 5890, operando com
uma coluna capilar de silica WCOT CP-Sil CB (25 m x
0,25 mm; 0,25 uM espessura do filme) em temperatura
programada para 60-240 °C (3 °C/min), temperatura do
injector a 220 °C, temperatura do detector de ionizagao
de chamas a 250 °C e injegdo do tipo splitless (1 uL,
of a 2:1000 sol.hexano). Nestas condi¢des o dilapiol,
componente principal do 6leo, apresentou um teor de
88,9% e foi identificado por comparacdo de seu tempo
de reten¢do com aquele de uma amostra auténtica.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos,
machos, pesando entre 20 ¢ 30 g, além de ratos (Rattus
norvegicus) jovens, machos e fémeas, pesando entre 80
e 100 g, provenientes do Biotério da Fundagao Instituto
Evandro Chagas (Belém, PA) e mantidos no Laboratorio
de Farmacodinamica da UFPA, em ambiente climatizado,
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com ciclos de 12 h no claro e 12 h no escuro, tratados
com agua e ragdo ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPAN) da
UFPA, através do parecer FM001/2005.

Determinacido da DL,

Neste estudo foram utilizados 60 camundongos
Swiss albinos, machos, divididos em grupos de 10
animais. Cada grupo, em jejum de 12 horas, recebeu
por via oral (canula oro-gastrica) doses do OEPA que
variaram de 1000 a 3000 mg/kg. Em seguida, os animais
foram colocados em gaiolas com ragdo ¢ agua ad libitum
¢ observados durante 72 horas para observagdo dos
pardmetros comportamentais, segundo teste hipocratico
descrito por Malone & Robichaud (1962). O numero de
mortes de cada grupo foi expresso como o percentual
do numero total de animais que receberam o OEPA. A
determinagdo da DL, foi feita através da interpolagdo
semi-logaritmica, sendo postos no eixo das ordenadas
os valores dos probitos correspondentes ao percentual
de mortes e, no eixo das abcissas, as doses administradas
de OEPA (Miller & Tainter, 1994).

Toxidade sub-aguda

Neste estudo foram utilizados ratos albinos,
machos e fémeas, divididos em grupos de 12 animais (6
machos e 6 fémeas) e separados em gaiolas de acordo
com o sexo. Os grupos receberam por via oral (canula
oro-gastrica), durante 30 dias (Jong et al., 1999., Toyoda
et al., 2000., Vijayalakshmi et al., 2000., Yanagisawa et
al.,1998), doses de OEPA. O grupo controle recebeu
agua destilada correspondente a 0,1 mL/100 g de peso
vivo e Tween 80 a 1%. Os grupos tratados receberam as
doses de 1/10 ¢ 1/20 da DL, do OEPA, além de 4agua
destilada e Tween 80 a 1% em concentragdo suficiente
para solubilizar o 6leo. Nos 30 dias de experimentos os
animais foram monitorados quanto a eventuais alteragdes
comportamentais ou de natureza toxica. Em intervalos
de 2 dias os animais foram pesados e, diariamente, tanto
agua quanto ragdo, medidos e pesados. A avaliacdo dos
pardmetros hematologicos e bioquimicos foi realizada
no Laboratorio de Analises Clinicas do Departamento
de Farmacia da UFPA. Os animais foram anestesiados
com éter etilico e a coleta do sangue foi realizada por
puncdo cardiaca ventricular ou pungdo do plexo venoso
orbital, utilizando-se agulhas e seringas ¢ tubos de
microhematocrito.

Analise estatistica

A analise estatistica foi expressa como média +
erro padrao da média (EPM.) e os resultados comparados
pelo teste “t” de Student (ndo pareado), utilizando-
se o programa Sigma Stat. Valores com p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Os
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Tabela 1. Desenvolvimento ponderal dos ratos tratados com OEPA 120 e 240 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Grupos

Média £ E.P.M. (expresso em gramas)

Controle (n = 10)

OEPA 120 mgkg (n = 10)
OEPA 240mgkg (n = 10)

80,8 + 11,50g
57,6 + 8,40g*
59,5 + 8,84g*

Os valores acima (média + EPM), representam a varia¢do de peso dos ratos durante 30 dias de tratamento.
*p <0,05 ANOVA, seguida do teste de Student - Newmann - Keuls.

n representa o nimero de animais em cada grupo.

Tabela 2. Pardmetros hematologicos de ratos tratados com OEPA 120 e 240 mg/kg/dia, durante 30 dias.

- Controle OEPA 120 mgkg OEPA 240 mgkg
Parametros (n = 10) (n=10) (n=10)
Hemacias (mm®) (655220i 2’8636) 5,56+ 0,76 5,74+ 0,52
Hemoglobina (g/dL) (11?’8; ill6%25) 12,15+ 1,89 13,00 + 1,02
Hematocrito (%) (;‘g ’gg i 428’3361) 41,48 + 3,80 43,16 + 2,35
67,20 + 4,44
VCM (fL > i +
CM (fL) (58.34 - 76.06) 754+ 7,83 75,7+ 7,11
21,58 £ 0,92
HCM (pg) (1974 23.42) 21,42+ 1,13 22,78 + 1,63
32,11+ 1,02
H L 9 2
CHCM (g/dL) (30,07 - 34.14) 30,15+ 1,35 30,19 + 1,87
RDW (%) 1547+ 1,74 14,85+ 1,15 15,71+ 1,19

Plaquetas (mm?*)

(12,00 - 18,94)

641,50 + 157,03
(328,07 - 954,93)

510,70 £ 129,81

579,00 + 110,10

. . 3 6,32+ 1,52
Leucdcitos totais (mm”) (329 - 9.35) 7,74 £ 2,21 5,98 + 1,40
Os valores representam a media £ DPM (desvio padrdo da média).
O intervalo de confianca, calculado a partir do DPM do controle x 1,996, é fornecido entre parénteses.
n representa o nimero de animais em cada grupo.
Tabela 3. Pardmetros bioquimicos de ratos tratados com OEPA 120 e 240 mg/kg/dia, durante 30 dias.
A Controle OEPA 120 mgkg OEPA 240 mgkg
Parametros (n = 10) (n= 10) (n=10)
. 99,00 + 8,61
Glicose (mg/dL) (8181 - 116,18) 115,20 £ 11,56 94,90 + 17,70
- 49,40 £ 6,90
Uréia (mg/dL) (35.62 - 63.17) 49,43 + 4,82 48,04 £ 7,65
.. 1,03 + 0.06 " "
Creatinina (mg/dL) (0,91 - 1,42) 0,84 + 0,39 0,55+0,32
Triglicerideos (mg/dL) (1762:127232282;?286) 73,80 + 28,71 66,11+ 24,39
55,40 + 22,74
’ > + +
TGO (U/mL) (10,01 - 100,79) 69,70 + 18,23 64,60 + 24,15
61,30 + 8,07
TGP (U/mL K i
GP (U/mL) (45,19 - 77.41) 63,40 + 8,90 64,40 + 8,22
+
Fosfatase alcalina (U/T) 97,48 + 18,14 98,70 + 16,08 85,99 + 27,70

(61,27 - 133,68)

Os valores representam media + DPM (desvio padrao da média).
O intervalo de confianca, calculado a partir do DPM do controle x 1,996, é fornecido entre parénteses.

*Significativo em relagdo ao grupo controle.
n representa o nimero de animais em cada grupo.
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resultados dos pardmetros bioquimicos ¢ hematologicos
foram expressos como média + desvio padrdo da média
(DPM.) e comparados pelo intervalo de confianca
(IC = D.PM. x 1,96) obtido do grupo controle, sendo
considerados significativos os valores que ficaram fora
deste intervalo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na determinagdo da DL, os camundongos que
receberam por via oral doses de 1000, 2000, 2350, 2500,
2700 e 3000 mg/kg do oleo essencial de Piper aduncum
apresentaram um percentual de mortalidade variando
de 0, 30, 40, 60, 80 ¢ 100%, respectivamente. O valor
da DL, obtido por interpolagdo semi-logaritmica,
correspondeu a 2.400 = 191,7 mg/kg de massa corpoérea.
Segundo a Organizagdo da Cooperagdo Econdmica e
Desenvolvimento (2001) o 6leo de P. aduncum pertence
a classe dos agentes xenobiodticos, de baixa toxidade.
Apods administragdo das doses didrias constatou-se
que em todas as doses os animais apresentaram perda
de equilibrio, respiracdo abdominal e auséncia de
coordenacdo motora. Em doses entre 200 e 2000 mg/
kg os camundongos apresentaram aumento na excre¢ao
de fezes e urina e a partir da dose de 3500 mg/kg os
animais ficaram momentaneamente paralisados e com
redu¢do na excregdo de fezes e urina.

No estudo da toxidade sub-aguda do dleo
essencial de Piper aduncum em ratos observou-se que
ndo houve alteracdo no comportamento dos animais ou
no consumo de agua e racdo. No entanto, em relagdo
ao desenvolvimento ponderal observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os animais do grupo
controle ¢ os animais administrados com doses de 1/10
(240 mg/kg) e 1/20 (120 mg/kg) da DL, , cujos valores
encontram-se na Tabela 1.

Os parametros hematologicos e bioquimicos
do sangue obtidos no final do tratamento encontram-
se nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Conforme
pode ser observado na Tabela 3, somente a creatinina
apresentou alteracdo significativa dentre os parametros
bioquimicos.

Os sintomas que parecem depender da agdo do
OEPA sobre o Sistema Nervoso Central provavelmente
ndo ocorrem como conseqiiéncia destes efeitos, uma vez
que no teste da placa aquecida (modelo experimental
para avaliagdo de farmacos com agdo central) o OEPA
ndo apresentou nenhuma atividade (Sousa et al., 2003).

As avaliagdes do desenvolvimento ponderal e
dos parametros hematologicos e bioquimicos observadas
apos o uso das doses correspondentes a 1/10 (240 mg/
kg) e 1/20 (120 mg/kg) da DL, mostraram que, com
excegdo da perda do peso corporal e da redugdo do valor
dacreatinina, ndo houve alteragdo significativa nos outros
parametros. Segundo Megan (1998) a creatinina forma-se
no musculo pela remogao irreversivel de agua do fosfato
de creatina. O valor sérico da creatinina influencia na
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massa muscular, na nutri¢do e na ocorréncia de edema
(Soares et al., 2002). Como pode ser observado houve
uma significativa perda de peso nos animais tratados
com as doses de 120 ¢ 240 mg/kg. Como a creatinina
¢ a principal reserva de energia muscular justifica-se
a diferenca ponderal entre os animais tratados com as
doses de OEPA e o grupo controle.

Os resultados obtidos nos levam a concluir que
o0 6leo essencial de Piper aduncum, nas doses utilizadas,
possui uma margem elevada de seguranca, com efeitos
toxicos minimos sobre os pardmetros hematologicos e
bioquimicos.
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