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Perfil Fitoquimico e Atividade Analgésica do Extrato
das Folhas da Plantago major L.

Phytochemical Profile and Analgesic Activity of The Leaf Extract From
Plantago major L.

Antonio R. da Silva Neto,? Amanda C. de S. O. Sousa,? Luiz F. R. Camboim,* Jodo P. R da Silva,?
Anténio L. M. Maia Filho,*™ Francisco R. Leal,c Clara A. C. B. Costa,®* Jennifer M. D. Freitas,?
Johnnatan D. de Freitas,”" Rosemarie B. Marques,*™ Valdiléia T. Uchda®*

Pain is a global public health problem with a great impact on quality of life, becoming one of the most
important points to be studied by modern medicine, as it reflects in every context in which the individual
is inserted. Thus, studies for the development of drugs for the treatment of pain include medicinal plants.
The aim was to verify the phytochemical profile and analgesic activity of ethanolic and hexane extracts
from the leaves of Plantago major L., using chromatographic techniques and pain-induced protocols
in mice of the species Mus musculus. The open field test was performed to assess the animals’ motor
activity. The results found for GC-EM for the hexane extract showed 50 compounds and 34 ethanolic
compounds of this species, in the HPLC analysis, the ethanolic extract showed the presence of cumaric
acid and catechin. The extracts caused a decrease in abdominal contortions in the tested groups compared
to the control group. The results presented in the open field test, the groups tested did not show muscle
relaxant effect. It can be suggested, then, that the extracts have analgesic action

Keywords: Plantago major L; phytochemical prospection; analgesic effect.

1. Introducao

A dor pode apresentar-se sob varias formas, podendo ser aguda, cronica, visceral,
inflamatéria ou neuropética. > Ndo se trata, apenas, de um dano causado no tecido, ela reflete
em todo o contexto que o individuo € inserido, oscilando as varidveis psicoldgicas, atengdo
primaria, ansiedade e estresse. * A dor faz parte da vida de muitas pessoas e acompanha a
maioria das patologias presentes na pratica médica atual. Esse € um problema de satide publica
e um desafio para a medicina em busca de novos firmacos e terapias que possam auxiliar no
processo de cura ou de alivio da dor. *

O processo da dor € caracterizado por uma resposta a estimulos originados por danos
teciduais ou pelo desconforto que ocorre dentro do corpo humano. Além disso, pode ser
decorrente de respostas ndo adaptativas do organismo, impactando nas atividades do cotidiano
e qualidade de vida do individuo. 3¢ Cabe ainda ressaltar que o aumento da expectativa de vida
pode acentuar o aparecimento de patologias cronicas. *78

O alivio da dor requer o uso de analgésico que funciona no bloqueio das prostaglandinas,
substincia que € liberada pelo corpo em resposta a dores e lesdes, fazendo com que o corpo
entenda o processo de reducdo da injdria ou lesdo que foi causada. *° Estudos afirmam que
mais da metade das consultas realizadas nos Estados Unidos - dentro da atengdo primdria -
sdo para dores classificadas de moderadas a graves, casos em que geralmente sdo prescritos
anti-inflamatdrios nio esteroides (AINES), utilizados para o controle inadequado de dores. '

Por outro lado, a busca por melhor qualidade de vida faz com que a comunidade cientifica
procure desenvolver pesquisas com o uso de outras vertentes terap€uticas: como o uso de plantas
medicinais, que apresentam fins terapéuticos alternativos, com o desejo de sanar problemas
farmacolégicos. 2 O uso de diferentes formas de terapias para o alivio de dores e outras
patologias € difundido pelo homem desde a Antiguidade. dentre essas terapias a utilizagio de
plantas medicinais, que € uma pratica desenvolvida ha séculos pela medicina popular, ou seja,
aquela repassada pelo relato sobre o uso dessas plantas de geragdo a geragdo. '*!4

O Brasil € considerado um paifs que apresenta uma enorme biodiversidade de plantas.
Atualmente possui mais de 45 mil espécies catalogadas, incluindo a Plantago major L., uma
planta que pertence a familia Plantaginaceae e que apresenta uma larga distribui¢do em todo
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o mundo. ' Sabe-se que a mesma € oriunda da Europa e
do Norte da Asia. 1018

Esta espécie apresenta uma variedade de nomes
populares, tais como: tanchagem, tanchagem maior, lingua
de vaca, dentre outros ."” A P. major é bastante utilizada na
Medicina popular para o tratamento de doengas digestivas
e infec¢oes da pele. *° Estudos demonstram sua atividade
nos tratamentos em células cancerigenas, febres, tosses e
dores de garganta, e por suas propriedades anti-inflamatorias
¢é utilizada no tratamento de gengivite e aftas; além de
apresentar efeito ativo no tratamento de leucemia e uma
boa atividade anti-inflamatdria. *'-*

Neste estudo, buscou-se verificar o perfil fitoquimico
e a atividade analgésica dos extratos etanélico e hexdnico
das folhas da P. major por meio de técnicas cromatograficas
e protocolos de dor induzida em camundongos da espécie
Mus musculus, através de métodos como teste de contorgdes
abdominais e campo aberto.

2. Experimental

2.1. Material vegetal e animais

O registro da Pesquisa foi realizado na plataforma
do Sistema Nacional de Gerenciamento do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN), sob o nimero AC9D347. As folhas da P. major
foram coletadas no periodo de outubro a novembro de
2019, no Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade
Federal do Piaui, Teresina-PI, Brasil (latitude 4° 09’ 14.8 “S
e longitude 41° 18’ 28.3 “W). A planta foi identificada
pelo boténico Dr. Francisco Soares Santos Filho, sendo
uma exsicata depositada no Herbario Afranio Gomes/
Universidade Estadual do Piaui, com registro HAF 04645.
O Projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UESPI), com protocolo 0328/2019.

2.2. Extracdo do material vegetal

As folhas coletadas (380 g) foram separadas, secas
em temperatura ambiente e moidas em moinho de facas.
O p6 seco da P. major (20 g), foi submetido ao método
de macerag@o por trés vezes consecutivas com etanol e
hexano a 99 %, em um extrator de aco inoxidavel a uma
temperatura de 26 °C + 1, a intervalos de 7 dias. Os extratos
etandlico e hexanico das folhas P. major foram concentrados
em evaporador rotativo a 40 °C e baixa pressdo, sendo,
posteriormente, liofilizado para a elimina¢ido da umidade
residual.

2.3. Prospeccdo fitoquimica

Os extratos etandlico e hexanico da P. major foram
submetidos a prospeccao fitoquimica para identificagdo de
flavonoides, taninos, saponinas, esteroides/triterpenoides

e alcaloides, conforme Matos (2009), e os resultados
obtidos baseiam-se nas reagdes qualitativas de precipitagdo
e mudanga de coloracdo, além das propriedades fisico-
quimicas dos constituintes quimicos que compdem a
planta.?*

2.4. Analise CLAE do Extrato etandlico das folhas P. major

As andlises por CLAE foram realizadas no Laboratério de
Andlise Instrumental do Instituto Federal de Alagoas (IFAL)
em cromatégrafo Shimadzu (LC-20A), com os seguintes
componentes: forno (CTO-20A), amostrador automatico
(SIL-20A), detector UV/VIS (SPD-20A), desgaseificador
(DGU-205R), controladora (CBM-20A) e coluna C18 Shim-
pack (tamanho das particulas 5 um, 250 mm de comprimento
e 4,6 mm de didmetro). Foi utilizado o software LC-Solution
1.0 para processamento dos dados. Os extratos e os padrdes
foram filtrados em filtros Allcrom, tipo PVDF (Fluoreto
de polivinilideno), porosidade de 0,45 um, e didmetro de
13 mm. As condi¢des experimentais foram configuradas da
seguinte forma: fluxo de 0,6 mL/min, tempo de anélise de
80 min, volume de inje¢do de 20uL, temperatura do forno
de 33 °C e comprimento de onda de 290 nm, sendo a fase
mével constituida dos solventes A (solugao de 4cido férmico
0,1%) e B (metanol). As amostras e padrdes analiticos
foram eluidos de acordo com o gradiente de variagdo: de 0
a 15 minutos (7-25% B); 15 a 38 minutos (25-50% B); 38
a 58 minutos (50-85% B); 58 a 62 minutos (85-25% B); 62
a 80 minutos (25-7% B). A identificagdo de compostos no
extrato foi realizada por comparagdo do tempo de retencio
(tg) com aqueles obtidos injetando padrdes obtidos da
preparados sob as mesmas condigdes. Para quantificacio
foi construida uma curva analitica (10 pontos) a partir de
uma solugdo contendo uma mistura de todos os padrdes
obtidos da Merck com alta pureza (dcido gélico (297,5%),
catecol (299%), catequina (295%), 4cido clorogénico
(295%), 4cido caféico (298%), vanilina (99%), siringaldeido
(299%), acido cumarico (298%), cumarina (299%), rutina
(294%), miricetina (296%), quercetina (295%). Para isso,
foram preparadas solu¢des com concentra¢des que variaram
de 1 a 10 ppm em solucdo metanol:dgua (70:30 v/v). A
concentragdo injetada dos extratos foi de 200 ppm. Apds
determinacdo da concentracido expressa em ppm de cada
analito obtida a partir da curva analitica, foi realizada a
conversdo da concentracido para mg do composto por g de
extrato.

2.5. Analise GC-EM dos Extratos hexanico e etandlico das
folhas da P. major

A cromatografia gasosa e espectrometria de massa
dos Extratos etandlico e hexanico das folhas da P.
major foram realizadas em um cromatégrafo a gés,
acoplado a espectrometro de massas Shimadzu, modelo
GC/MS-GCMS-QP2010CN Ultra, equipado com injetor
split/splitless (250 °C), coluna cromatografica capilar do
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tipo DB-1 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase
estaciondria composta de 100% dimetilpolissiloxano, 30 m
de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,10 pm de
espessura de filme. A programagdo de temperatura iniciou
a 50 °C e permaneceu por 5 minutos, sendo elevada em
seguida para 250 °C com taxa de crescimento de 5 °C/min,
permanecendo por 35 minutos. A temperatura da cAmara de
ionizacdo e da interface entre CG/EM foi 200 °C e 250 °C,
respectivamente. Como gds de arraste foi usado o Gas Hélio,
com fluxo de 1,69 mL/min (100 kPa) e utilizado o modo
splitless. Para a injecdo, foi preparada uma solugio de 1mg/L
de cada extrato no seu respectivo solvente de extracio, ou
seja, em Etanol e Hexano. Posteriormente, 1 uL dessa soluco
foi injetada no cromatégrafo. O espectrometro de massas
operou a 70 eV no modo SCAN (Full Scan) com relagdo
m/z iniciando em 35 e finalizando em 650. Os compostos
foram identificados por comparagdo com espectros de
massas disponibilizados nas bibliotecas NIST14, NIST14s e
Wiley9, sendo considerados os compostos com mais de 70%
de similaridade. A quantificacdo relativa de cada composto
foi realizada por normalizagdo de 4drea com os seguintes
parimetros de integrac@o: Slop: 100/min, width: 2 s, drift:
0/min, TDBL 1000 min, minima relagdo 4rea/altura: 10 e
sem nenhum smoothing usado no método.

2.6. Teste de contorcdao abdominal induzido por acido
acético em camundongos

Os camundongos, antes do experimento, foram
separados e colocados em jejum por 12 horas, com livre
acesso a dgua. Os extratos etandlico e hexénico das folhas
da P. major (doses de 300, 600, 1200 mg/kg) e o controle
negativo (dgua 0,1 mL/10 g de peso de animal) foram
administrados 1 h antes da aplicacdo intraperitoneal de
Acido Acético 0,9 %. O controle positivo recebeu Morfina
2,5 mg/kg por via subcutinea, 30 minutos antes do Acido
Acético. Os nimeros de contor¢des foram registrados
durante um periodo de 20 minutos. Cada grupo era composto
de seis animais por cada dose.”

2.7. Teste de campo aberto

Este estudo foi realizado utilizando-se uma caixa de vidro
com paredes transparentes e chdo preto (30x30x15 cm), a
sua base dividida em 9 quadrantes de didmetros iguais.
Um dia antes do experimento os camundongos foram
colocados na arena para ambientacdo, sendo divididos em
quatro grupos, cada grupo com seis animais, para os dois
extratos. Os animais foram tratados 1 hora antes com veiculo
(dgua 0,1 mL/10g, v.0.) e Extratos etandlico e hexanico
(ambos na melhor dose: 300 mg/kg, v.0.). O grupo controle
positivo recebeu 30 minutos antes da observacgio, Diazepam
(4 mg/kg, i.p). Durante 5 minutos os animais foram
observados para que fossem registrados os nimeros de
invasdes de cada animal. Considerou-se uma invasio quando
as quatro patas estavam dentro de um quadrante. 2%’
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2.8. Andlise estatistica para os testes biolodgicos

Os dados foram analisados utilizando One-Way
ANOVA seguido do pés-teste de Tukey. Consideou-se
nivel de significaAnciade 5 % (p<0,05). Os resultados foram
expressos como médias+desvio-padrao.

3. Resultados e Discussao

3.1. Triagem fitoquimica por prospecc¢ao preliminar dos
Extratos hexanico e etandlico das folhas P. major

Na prospecgdo preliminar fitoquimica realizada com
os Extratos etandlico e hexanico das folhas da P. major,
apontou-se a presenga de classes de metabdlitos secunddrios,
para o Extrato hexanico verificou-se a presenca de
saponinas, triterpenoides, esteroides. Enquanto para o
Extrato etandlico observou-se a presenca de flavonoides,
esteroides e saponinas.

A P. major dispde de uma gama de compostos bioativos,
incluindo, terpenoides, compostos fendlicos (derivados
do Acido Cafeico), alcaloides, flavonoides, glicosideos,
vitaminas e iridoides. *® Esses compostos podem ser
encontrados em vdrias partes da planta, que vai desde as
sementes, folhas, flores até as raizes. As propriedades de
bioatividades da P. major s@o atribuidas devido a presenga
destes constituintes quimicos. %

A partir dos registros obtidos dos testes de triagem
fitoquimica, realizados nesta Pesquisa, observou-se que o
Extrato hexanico e etandlico da P. major, apresentou em
comum os metabdlitos secundarios como as saponinas e 0s
esteroides. Para o extrato hexanico ainda foram encontrados
triterpenos, enquanto que no extrato etandlico observou-se
a presenca de flavonoides.

Estudos como os realizados por Jamilah et al. (2012),
relataram que o extrato metanélico das folhas da P. major
apresenta metabdlitos secundarios: fenol, flavonoides e
terpenoides.* Corroborando com demais estudos realizados
com o extrato da folha de P. major os quais relataram a
presenca de flavonoides.* Zubair et al. (2015) também
identificaram no extrato etanélico da P. major a presenga
de taninos, alcaloides, triterpenos, carboidratos, lactonas/
ésteres, proteinas/aminodcidos, antraquinonas reduzidas,
cumarinas e esteroides livres. 332

Pesquisas realizadas a partir do extrato etandlico das
folhas de P. major, afirmam a presenga para os metabdlitos
alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos e resultado
negativo para antraquinonas.”> Em comum acordo com a
nossa Pesquisa, observou-se a presenca de flavonoides e
saponinas. A auséncia de alguns metabdlitos secunddrios
pode estar relacionada as variagdes ambientais, acdo dos
polinizadores, condi¢des climdticas, estresse que a planta
pode sofrer. 163
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3.2. Cromatografia Gasosa acoplada a espectrémetro de
massa CG-EM

A andlise realizada por CG-EM no extrato etandlico
das folhas da P. major mostrou a presenca de vinte e sete
compostos fitoquimicos, sendo vinte e um identificados. No
extrato hexanico foi revelada a presenca de quarenta e cinco
compostos fitoquimicos, sendo vinte e sete identificados.
Este resultado mostrou-se diferente em relagcdo a outros
estudos realizados com as folhas da P. major para os mesmos
solventes.

No processo de andlise de CG-EM foram detectados no
extrato etandlico das folhas da P. major, varios compostos
orgénicos das classes aldeidos, aminas, ciano, éteres,
cetonas, ésteres, acidos carboxilicos e dlcoois. Enquanto
no extrato hexanico foram encontrados hidrocarbonetos,
ésteres, éter, amida, aldeido e alcool.

Alguns compostos apresentam percentuais de areas
mais representativos e outros menos. Em relagdo ao extrato
etanodlico, € possivel observar na Tabela 1, que os compostos

acetato de fitol (02), acetato de 22,23-dibromoestigmasterol
(26) e 3,5-dimetil-ciclohexanol (11), foram identificados
com maior percentual relativo a drea, de 10,61 %, 7,50 %
e 2,63 %, respectivamente.

No Extrato hexanico, os compostos quimicos presentes
em maiores percentuais foram: heneicosano (53), dibenzoato
de dietilenoglicol (29), nonadecil-ciclohexano (69),
7-metilheptadecano (33), com os seguintes percentuais
20,84%; 20,97%; 14,29%; 11,63%, respectivamente,
conforme a Tabela 2.

Em estudos do género Plantago, como a P. amplexicaulis
e P, lanceolata, o extrato alcodlico dessas plantas determina
principalmente a presenga de dcidos graxos como: 4cido
palmitico e acido linoleico, que foram identificados como
os principais constituintes das referidas espécies. Esses
compostos nio foram identificados em nenhum dos extratos
da nossa Pesquisa. 3

Os extratos etandlico e hexanico ndo apresentaram
compostos fitoquimicos em comum, mostrando que a
extracdo com solventes de polaridade diferente foi eficaz.

Tabela 1. Compostos identificados na andlise por CG-EM do Extrato etanélico das folhas da P. major com seus respectivos: tempos de retencao,

férmulas e massas moleculares e percentuais relativos de dreas

N T, (min) Composto Formula Massa Percent,ual relativo
molecular molecular (u) de drea (%)
01 18.226 ndo identificado 43 0,52
02 21.969 acetato de fitol C,,H,,0, 338 10,61
03 22.108 glicidol C,H,0, 74 0,45
04 22.450 ndo identificado - 212 1,52
05 22.755 6-octen-1-ol, 3,7-dimetil-propanoato C;H,,0, 212 2,58
06 23.688 dcido 2-metil-pentandico, CH,,0, 116 1,47
07 24.066 4cido ftalico, 4-bromofenil hexil éster C,,H,,BrO, 404 0,42
08 25.163 nao identificado - 652 2,41
09 25.608 ndo identificado - 43 0,33
10 26.608 4cido oxadlico, éster dialilico C¢H,,0, 170 0,63
11 26.912 3,5-dimetil-ciclohexanol CH,,0 128 2,63
12 27.251 dcido 2-metilheptanoico C,H,,0, 144 0,37
13 27.827 ndo identificado - 652 1,51
14 28.718 4-metil-2-oxetanona C,HO, 86 0,41
15 30.025 azidrina C,HN 43 0,52
16 30.291 ndo identificado - 652 1,14
17 32.584 1-(2-metoxietoxi)-2-metil-2-propanol CH,;0, 162 0,87
18 33.184 acido oxalico, butil propil éster CH,0, 188 0,44
19 34.742 1,3-dioxolano-2-metanol C,H;0, 104 0,34
20 36.025 2,2 4-trimetil-3-pentanona CH,,0 128 0,55
21 37.374 4cido oxalico, éster alil butilico C,H,,0, 186 0,32
22 37.529 anidrido metacrilico CH,,0, 154 0,63
23 38.691 2,2 A-trimetil-3-pentanona CH,;O 128 0,54
24 41.198 3,5-dimetil-4-octanona C,,H,,0 156 2,33
25 41.936 dcido 2-propendico, €ster etenilico C;H(O, 98 0,71
26 42.614 acetato de 22,23-dibromoestigmasterol C;H,Br,0, 612 7,50
27 43.567 2,2-Dimetil-3-hexanona CH,,0 128 0,39

Fonte: Autores (2021)
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Tabela 2. Compostos identificados na anélise por CG-EM do extrato hexénico das folhas da P. major com seus respectivos: tempos de retencdo, formulas
e massas moleculares e percentuais relativos de dreas

N T, (min) Composto Férmula Massa Percent/ual Relativo
Molecular Molecular (u) de area (%)

28 31.897 2-bromo dodecano C,H,;Br 118 2,26
29 32.370 dibenzoato de dietilenoglicol C,5H 505 424 20,97
30 32.572 pentadecano CsH;, 98 2,36
31 32.625 4-fenilmorfolina C,(H;;NO 98 2,13
32 33.165 Nio identificado - 140 4,44
33 33.956 7-metilheptadecano C,sHjq 124 11,63
34 34.334 Naio identificado C,H,, 268 9,69
35 34.713 Nio identificado - 158 9,78
36 35.728 Nio identificado - 144 5,07
37 35.970 Nio identificado - 96 6,04
38 36.219 Nio identificado - 128 10,99
39 37.109 2-metiloctacosano CyHg 118 1,14
40 37.357 Nio identificado - 158 3,96
41 37.506 Nio identificado - 118 0,98
42 37.705 Nio identificado - 112 2,29
43 37.808 acido 1,3-benzenodicarboxilico, bis (2-etilhexil) éster C,,H;0, 128 0,55
44 38.279 (Z) 9-octadecenamida CsHi;sNO 96 1,68
45 38.533 2-metiloctacosano CyHg 284 0,90
46 38.670 Nio identificado - 296 0,55
47 38.882 Nio identificado C, Hy, 270 0,07
48 39.094 esqualeno C;Hy, 294 0,07
49 39.158 docosano C,H,e 306 0,56
50 39.306 acido 1,2-benzenodicarboxilico, bis (8-metilnonil) éster C,H,0, 238 0,10
51 40.053 Nio identificado - 266 0,16
52 40.294 Nio identificado - 296 0,29
53 40.568 heneicosano C,Hy, 296 20,84
54 40.692 3,3-dimetil-5-oxo-ciclohexanocarboxaldeido, CH,,0, 154 0,10
55 40.758 pentadecanal C,sH;,0 226 0,09
56 41.266 5,15-dimetilnonadecano C,Hy, 296 0,07
57 41.398 tetratetracontano CsH;, 296 1,70
58 41.491 3-metiltetradecano C,sHy, 618 0,81
59 41.583 1-ciclopentileicosano C,,H,, 212 0,32
60 41.658 biciclohexil CgHag 350 0,10
61 41.894 octadecano C,H,, 166 0,20
62 41.894 Nio identificado - 254 21,11
63 42.081 triacontano-1,30-diol C,;Hy 296 0,70
64 42.325 Nio identificado - 454 0,10
65 42.557 6-metildodecano C;Hg, 184 1,14
66 42.689 Nio identificado - 408 0,64
67 42.806 hentriacontane C,sHs, 436 0,35
68 42.909 Nio identificado - 350 0,14
69 43.134 nonadecil-ciclohexano, C,sHs, 350 14,29
70 43.320 Nio identificado - 296 0,82
71 44.261 4-ciclohexilnonadecano CsH;, 350 0,65
72 44.300 Nio identificado - 408 0,49
73 44.300 2,7,10-trimetildodecano CsH;, 212 0,49

Fonte: Autores (2021)
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No extrato etandlico da P. major, podemos citar o composto
Aziridina (15), que € um composto ainda ndo identificado
em nenhuma espécie do género Plantago, mas apresenta
identificacdio em outras espécies de plantas, com as quais
apresentam atividade bioldgica comprovada. 3%

O composto docosano (49), presente no extrato hexanico
das folhas da P. major, € um composto conhecido e que foi
identificado no 6leo de plantas da mesma familia, como a E.
hispdnica, A. linearifolia, P. amplexicaulis e P. lanceolatana,
sendo que esta ultima possui grande concentragdo do
mesmo.”” Os compostos (Z) 9-octadecenamida (44),
esqualeno (48) e heneicoisano (53) foram identificados
por CG-MS em outros estudos, os quais corroboram com
a nossa pesquisa, afirmando a presenca destes compostos
encontrados no Extrato hexanico das folhas da P. Major. 34

O composto (Z) 9-octadecenamida (44). € uma amida
de 4cido oleico, também identificado no estudo realizado
por Santos (2017), o qual aponta que sua atividade anti-
inflamatéria € eficaz, levando a afirmar que este € um
composto que desperta aten¢do na comunidade cientifica.®

Os compostos (10), (15), (22), (24) identificados no
Extrato etandlico das folhas da P. major (Tabela 1), foram
relatados pela primeira vez nos Extratos das folhas de P,
major, o que propde a necessidade de maiores pesquisas
que possam corroborar com o conhecimento acerca
desses compostos, para identificad-los e determinar suas
bioatividades.

Observa-se, com isso, que a planta estudada, apresenta
uma diversidade de compostos bioativos encontrados
nas folhas da P. major. Contudo, a grande maioria dos
metabdlitos secundarios, identificados na P. major possuem
atividade bioldgica ja descrita na literatura cientifica.
O Quadro 1 apresenta alguns destes compostos e suas
atividades biolégicas.

Os extratos hexanico e etandlico das folhas da P. major
apresentaram resultados condizentes com pesquisas ja

realizadas. Os achados cientificos ainda possuem estudos
com baixa discuss@o acerca da composicdo quimica
do extrato etandlico da P. Major. Isso corrobora com
resultados apresentados nesta Pesquisa diferentemente do
extrato hexanico, cujos resultados obtidos sdo parcialmente
semelhantes com o que € discutido na literatura, sobre
a identificacdo dos constituintes quimicos na P. major.
Portanto, sdo necessarios mais estudos sobre esses extratos,
tanto de identificagdo como de propriedades terapéuticas
dos mesmos.

3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE dos
extratos etandlico e das folhas da P. major

O método desenvolvido para identificacdo por CLAE
forneceu uma anélise rapida do extrato etanélico das folhas
da P. major, que apresentou um cromatograma com muitos
sinais. Mas foi possivel identificar e quantificar a presenca
dos compostos fendlicos: catequina (t = 26 min) com
13,045 mg/g de extrato e o 4dcido cumadrico (t; = 36 min)
com 4,47 mg/g de extrato (Figura 1).

Estudos realizados por Adom et al. (2017) mostraram
que o extrato etandlico da P. major apresentou varios
constituintes quimicos, dentre eles a presenca de flavonoides,
apresentados em testes ex-vivo com efeito cicatrizante,
anti-inflamatério e antioxidante.”® Sendo detectada, pela
primeira vez, a presenga da catequina entre 0s compostos
fitoquimicos na P. major ou no gé€nero Plantago.

A catequina € um flavonoide que apresenta efeitos como
a reducgdo da glicose, lipidios, dcido urico e no tratamento
de doengas neurodegenerativas.* Pesquisas demonstraram
que a catequina apresenta potente atividade anti-inflamatéria
e analgésica, relacionada as vias de sinalizagdo celular.’ O
que leva a corroborar com a presente Pesquisa, que propde
o efeito analgésico dos Extratos etandlico e hexanico das
folhas da P. major.

Quadro 1. Compostos identificados por CG-EM dos Extratos etandlico e hexanico das folhas da P. major com suas respectivas atividades bioldgicas

Compostos Férmula estrutural Classe de Compostos Organicos Atividade Bioldgica
Esqualeno - - - = = = Hidrocarboneto Anti-inflamétorio®!
Docosano Hidrocarboneto Atividade antimicrobiana*'
(Z) 9-octadecenamida — Amida Agdo antiftingica e antibacteriana®
. . Antibidtica, anticarcionogénica,
Aziridina Amina PRI g
HN citotéxicas®
Serve como um potente agente
Heicosano Hidrocarboneto larvicida para o controle de
mosquitos Culex quinquefasciatus*
Anti-inflamatorio®, Antitumoral®,
efeito citotéxico em células de
Hentriacontano Hidrocarboneto linfoma ¥, atividade antimicrobiana,
e anticancer do n-triacontano
isolado®

Fonte: Autores (2021)
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Figura 1. Apresentagdo do cromatograma do extrato etandlico das folhas da Plantago major em 290 nm e padrdes cromatogréficos:
(1) catequina e (2) 4cido cumdrico. Fonte: Autores (2021)

Um estudo revelou a atividade antiviral da P. major
no virus da herpes (HSV-1, HSV-2) e adenovirus (ADV3,
ADVS8 e ADV-11). Alguns compostos puros do extrato
aquoso da P. major apresentaram constituintes essenciais
que exibem atividade anti-herpes e antiadenovirus,
destacando-se o dcido p-cumadrico, que apresentou bons
resultados para o espectro de mais efeito na atividade
antiviral.*

3.4. Andlises Comportamentais

3.4.1. Contor¢cdes abdominais

No protocolo de contor¢des abdominais, induzidas com
acido acético, os grupos que receberam o extrato hexanico
da P. Major, administrado por via oral, apresentaram uma
diminui¢do do nimero de contor¢des abdominais nas doses
de 300 (28,50 = 10,41), 600 (20,67 + 10,27) e 1200 (31,00
+ 22,14) mg/kg, quando comparados ao controle negativo
(61,67 £ 5,16). O grupo que recebeu Morfina (3,00 + 4,64)

teve uma diferenga significativa com relacdo ao grupo
controle negativo (Figura 2).

Em estudos realizados com o extrato metanélico da
semente P. major, observou-se efeito significativo sobre
a atividade antinociceptiva, mostrando uma efetividade
de 62,3% em relagdo ao grupo controle. No entanto, nas
mesmas doses, a efetividade do extrato da folha foi de
apenas 48,8%.%°

O extrato etandlico também foi testado pelo mesmo
protocolo de avaliacdo de dor em que foi observada uma
diminui¢do do nimero de contor¢des abdominais, nas doses
de 300 (39,83 = 7,80) e 600 (41,50 + 14,47) mg/kg. Jd a
dose de 1200 (67,83 + 17,24) mg/kg, apresentou um valor
superior ao grupo controle negativo. O grupo que recebeu
morfina (3,00 + 4,64) teve uma diferenga significativa com
rela¢do ao grupo controle negativo (Figura 3).

Quando comparamos a eficiéncia e resultados dos
extratos deste estudo, observou-se que o extrato hexdnico
apresenta uma melhor atividade em relagdo ao extrato

= 80+ €22 Controle Negativo
; @38 EHex 300 mg/kg
:.,_;' 60- £ EHex 600 mg/kg
= @M EHex 1200 mg/kg
g 40- kil Morfina 2,5 mg/kg
® Fkk

’g -I_ Fkk

% 20- ..:.:.:: -

.E i i Kkk

2 (- e I = o77A

Figura 2. Efeitos do Extrato hexanico das folhas de Plantago major L. no modelo de contor¢des abdominais
induzidas por dcido acético. Os camundongos foram pré-tratados com solucéo salina (veiculo, controle
negativo), Extrato hexanico (EHex 300, 600, 1200 mg/kg, v.o0.), 60 minutos antes da injecdo de Acido Acético
0,9%. A Morfina (2,5 mg/kg, s.c.) foi administrada 30 minutos antes da injegdo de Acido Acético 0,9%. Os
resultados sdo expressos como médiatdesvio-padrao (n=6). A significancia estatistica foi calculada por anélise
de variancia (ANOVA) seguida de p6s-teste de Tukey. ** p<0,01 e ***p<0,001, quando comparados ao
controle negativo
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Figura 3. Efeitos do Extrato etandlico das folhas de Plantago major L. no modelo de contorgdes
abdominais induzidas por dcido acético. Os camundongos foram pré-tratados com solucéo salina
(veiculo, controle negativo), extrato hexanico (EEtan 300, 600, 1200 mg/kg, v.0.), 60 minutos antes da
injecdo de dcido acético 0,9%. A morfina (2,5 mg/kg, s.c.) foi administrada 30 minutos antes da injegdo
de 4cido acético 0,9%. Os resultados sdo expressos como média+desvio-padrao (n=6). A significancia
estatistica foi calculada por andlise de varidncia (ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey. * p<0,05 e
*#%p<0,001, quando comparados ao controle negativo

etandlico. Isso estd diretamente ligado a presenga dos
metabdlitos secunddrios presentes nesse extrato, como
os compostos fitoquimicos triterpenos e os taninos,
ambos identificados. Os terpenos sdo substancias bastante
estudadas por seu efeito analgésico. Além disso, ja existem
39 patentes registradas em todo o mundo, em que sdo
relacionados efeitos analgésicos aos terpenoides.’!

Esse estudo também pode ser corroborado com outros
onde se realizaram pesquisas com extratos metanélico e
hexanico da Tamarindus indica L., sendo que observaram
o efeito analgésico dos extratos. Isso pode ser atribuido
a presenga do metabdlito secundério tanino.*’ Portanto,
pode-se sugerir que houve efeito analgésico apresentado
nos grupos que receberam o extrato hexanico, possivelmente
devido a presenca de taninos no mesmo.

Em relagdo ao efeito inibitério da dor nos animais
testados com o extrato etandlico, a possivel relacdo dessa
acdo pode estar associada a presenga dos compostos
metabdlitos flavonoides, encontrados nos protocolos
de estudo fitoquimico. Atualmente, existem varios
estudos que fazem essa correlacdo, incluindo, o estudo
com evidéncias pré-clinicas e clinicas das propriedades
analgésicas e anti-inflamatdrias desses compostos.’?
Pesquisadores realizaram estudo com o flavonoide
quercetina e demonstraram resultados que este metabdlito
possui efeitos analgésico e anti-inflamatério em protocolo
de artrite cronica.

3.4.2. Campo aberto

O nuimero de invasdes por quadrante apresentado pelo
grupo que recebeu 300 mg/kg do extrato etandlico ndo foi
estatisticamente diferente do grupo controle negativo, sendo
as médias+desvio-padrio de 46,80+18,01 e 70,80+34,82,
respectivamente (Figura 4a). No entanto, os dois grupos
foram diferentes do que recebeu diazepam (7,40 + 5,50).

Também nio houve diferenca estatistica entre o grupo
que recebeu extrato hexanico, na mesma dose, € 0 grupo
controle negativo, sendo as médias+desvio-padrdo de 61,00
+28,53 ¢ 65,67 + 33,59, respectivamente. Estes, no entanto,
foram diferentes do grupo controle positivo (6,16 + 5,77),
conforme a Figura 4b.

Os extratos hexanico e etandlico das folhas da P. major
ndo alteraram a atividade locomotora dos animais no teste
do campo aberto. Este resultado indica que ndo houve efeito
sedativo ou relaxante muscular semelhante ao grupo que
recebeu diazepam.

4. Conclusao

A investigagdo fitoquimica por CG/EM dos Extratos
etandlico e hexanico da folhas da P. major, identificou 21 e
27 compostos fitoquimicos, respectivamente. Os compostos
Acetato de fitol, Acetato de 22,23-dibromostigmasterol e
3,5-dimetil-ciclohexanol sdo os compostos majoritarios
para o Extrato etandlico e composto Aziridina (0,52%).
Eles foram identificados pela primeira vez na espécie e
género da planta estudada. J4 os compostos majoritarios
para o extrato hexanico foram os heneicosano,
dibenzoato de dietilenoglicol, nonadecil-ciclohexano e
7-metilheptadecano. Os compostos catequina (13,045 mg/g
de extrato) e dcido cumadrico (4,47 mg/g de extrato) foram
identificados e quantificados no extrato etandlico, através
do CLAE. A partir de resultados dos testes bioldgicos,
sugere-se que ambos os extratos estudados possuem efeito
antinociceptivo, possivelmente relacionados a presenca
de compostos bioativos. No entanto, faz-se necessdria
a realizacdo de mais protocolos de nocicepcdo para
confirmar esse efeito.
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Figura 4. a). Efeitos do extrato etanélico das folhas de Plantago major no modelo de campo aberto, para observacao dos quadrantes
invadidos. Os camundongos foram pré-tratados com solugdo salina (veiculo, controle negativo), extrato etandlico
(EEtan 300 mg/kg, v.0.). Apés 60 minutos, os animais (um por vez) foram colocados na arena para ser observado o nimero de invasdes
de quadrantes durante 5 minutos. O grupo que recebeu diazepam (4 mg/kg, i.p.) s6 foi iniciada a observagdo (5 min) apds 30 minutos
da administragdo. Os resultados estdo expressos como média+desvio-padrdo (n=6). A significancia estatistica foi calculada por andlise
de variancia (ANOVA) seguida de p6s-teste de Tukey. **p<0,01, quando comparado ao grupo controle negativo. b). Efeitos do extrato
hexanico das folhas de Plantago major no modelo de campo aberto, para observacio dos quadrantes invadidos. Os camundongos
foram pré-tratados com solugido salina (veiculo, controle negativo), extrato etanélico (EHex 300 mg/kg, v.0.). Apds 60 minutos, os
animais (um por vez) foram colocados na arena para ser observado o nimero de invasdes de quadrantes durante 5 minutos. O grupo
que recebeu diazepam (4 mg/kg, i.p.) s6 foi iniciada a observac@o (5 min) apés 30 minutos da administra¢do. Os resultados estdo
expressos como média+desvio-padrdo (n=6). A significancia estatistica foi calculada por andlise de variancia (ANOVA) seguida de
pés-teste de Tukey. **p<0,01, quando comparado ao grupo controle negativo.
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