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RESUMO

Introducdo: Montrichardia linifera (Arruda) Schott é popularmente conhecida como
“aninga”, “aningagu”, “aningaiba” e “aninga-do-igapd”. As compressas ¢ emplastros das
folhas séo da planta medicinal utilizados para tratar abscessos, tumores e dores causadas por
ferroada de arraias. Objetivo: O estudo teve como objetivo investigar o potencial
antinociceptivo do extrato metanolico das folhas de Montrichardia linifera (EMFML), bem
como realizar a caracterizacdo quimica e toxicidade oral aguda. Material e métodos: As
folhas foram coletadas durante a estacdo chuvosa e o extrato metandlico foi obtido apds
extragdo em gradiente em diferentes solventes. O EMFML foi analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonancia magnetica nuclear (RMN). A avaliacdo do
teste de toxicidade oral aguda foi utilizada para observar a presenca de substancias toxicas.
Posteriormente, foram utilizados os testes de acido acético, placa quente e formalina para
avaliar os efeitos analgésicos. Resultados: A andlise do CLAE fingerprint permitiu a
identificacdo de rutina, quercetina e epicatequina. A analise dos espectros de RMN identificou
rutina e quercetina, bem como os flavonoides luteolina e crisoeriol. O EMFML néo
demonstrou efeitos considerados tdxicos. No teste do acido acético, o EMFML inibiu a dor
periférica em 51,46% (p < 0,05) na dose de 50 mg/kg e 75,08% (p < 0,001) na dose de 100
mg/kg. O teste da placa quente avaliou o tempo de laténcia dos animais, demonstrando
atividade central em 30 e 60 min aumentando em 164,43% (p < 0,01) e 122,95% (p < 0,05) na
dose de 50 mg/kg, e 162,62% (p < 0,01) e 136,68% (p < 0,05) na dose de 100 mg/kg. O teste
da formalina avaliou o efeito antinociceptivo central e periférico do EMFML. Na fase
neurogénica, reducao de 35,25% (p < 0,05) na dose de 50 mg/kg e 52,30% (p < 0,01) na dose
de 100 mg/kg. Na dor inflamatéria, foi observada uma reducédo de 66,39% (p < 0,0001) e
72,15% (p < 0,0001). Concluséo: A atividade antinociceptiva corrobora com 0 Seu uso
etnofarmacoldgico. Este efeito analgésico esta provavelmente associado aos flavonoides
identificados, todos possuem  propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e

antinociceptivas. Além disso, 0 EMFML néo apresentou toxicidade.

Palavras-chave: Atividade antinociceptiva; Flavonoide; Montrichardia linifera; Planta

medicinal; Toxicidade oral aguda.



ABSTRACT

Background: Montrichardia linifera (Arruda) Schott is popularly known as “aninga”,
“aningagu”, “aningaiba” and “aninga-do-igap6”. The compresses and plasters from the leaves
of the medicinal plant are used to treat abscesses, tumors and pain caused by stingray stings.

Aim of the study: The study aimed to investigate the antinociceptive potential of the
methanolic extract of Montrichardia linifera leaves (MEMLL), as well as carry out chemical
characterization and acute oral toxicity. Materials and methods: The leaves were collected
during the rainy season and the methanolic extract was obtained after gradient extraction in
different solvents. The MEMLL was analyzed using high performance liquid chromatography
(HPLC) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The evaluation of the acute oral toxicity
test was used to observe the presence of toxic substances. Subsequently, acetic acid, hot plate
and formalin tests were used to evaluate the analgesic effects. Results: The HPLC fingerprint
analysis allowed the identification of rutin, quercetin and epicatechin. The analysis of NMR
spectra identified rutin and quercetin, as well as the flavonoids luteolin and chrysoeriol. The
MEMLL did not demonstrate effects considered toxic. In the acetic acid test, the MEMLL
inhibited peripheral pain by 51.46% (p < 0.05) at a dose of 50 mg/kg and 75.08% (p < 0.001)
at a dose of 100 mg/kg. The hot plate test evaluated the latency time of animals,
demonstrating central activity at 30 and 60 min increasing by 164.43% (p < 0.01) and
122.95% (p < 0.05) at a dose of 50 mg /kg and 162.62% (p < 0.01) and 136.68% (p < 0.05) at
a dose of 100 mg/kg. The formalin test evaluated the central and peripheral antinociceptive
effect of the MEMLL. In the neurogenic phase, a reduction of 35.25% (p < 0.05) at a dose of
50 mg/kg and 52.30% (p < 0.01) at a dose of 100 mg/kg. In inflammatory pain, a reduction of
66.39% (p < 0.0001) and 72.15% (p < 0.0001) was observed. Conclusion: The
antinociceptive activity supports its ethnopharmacological use. This analgesic effect is
probably associated with the identified flavonoids, all of which have antioxidant, anti-

inflammatory and antinociceptive properties. Furthermore, the MEMLL was non-toxic.

Keywords: Acute oral toxicity; Antinociceptive; Flavonoid; Medicinal plant; Montrichardia

linifera.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plantas medicinais e o contexto brasileiro

A utilizacdo de plantas medicinais é tdo antiga quanto a propria civilizacdo, tornou-se
um meio de aliviar ou curar doengas que acometem os seres humanos (CRUZ NETO et al.,
2023). E considerado uma das formas mais antigas de préticas terapéuticas, sendo o0s
primeiros registros do uso de plantas medicinais ocorrendo desde 60.000 anos antes de Cristo,
onde esteve presente em inumeras culturas como a Egipcia, a Hindu, a Persa e a Grega
(ROCHA et al., 2021). Posteriormente, outros registros de antigas populacbes, como a
chinesa, também relatam a utilizacdo destes para tratar diversas patologias, evidenciando a
relacdo do homem com a natureza (FERREIRA, 2012).

Atualmente, os produtos naturais sdo importantes para a descoberta e desenvolvimento
de farmacos. Os principios ativos extraidos de plantas sdo conhecidos pelos seus resultados
promissores, necessitando geralmente de pequenas altera¢fes na sua composi¢do quimica para
melhorar a eficicia, aperfeicoar métodos de administracdo e causar menos efeitos tdxicos
(TURNATURI et al., 2024). Por esse motivo, ocorre 0 crescente numero de pesquisas da
medicina popular a fim de comprovar as propriedades farmacoldgicas e toxicologicas,
demonstrando as atividades bioldgicas e as estruturas quimicas com potencial de prevenir ou
de tratar doencas (SIMARO, 2021).

Neste cenéario, o Brasil a partir da 8° Conferéncia Nacional de Saude em 1986,
preconizava a introducdo de praticas alternativas de assisténcia a saide no ambito dos
servicos, possibilitando ao usuario o acesso democratico de escolher a terapéutica preferida.
Posteriormente, na 10° Conferéncia Nacional de Saude em 1996, fitoterapia foi incluida nas
terapias alternativas e praticas populares, e houve o incentivo a pesquisa dentro da Assisténcia
Farmacéutica Publica pelo Ministério da Saude. Entretanto, somente na 1° Conferéncia
Nacional de Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica foram aprovados projetos na area da
fitoterapia, como financiamento e regulamentacdo de medicamentos fitoterapicos, criacdo de
polos regionais dentro dos estados para producdo de medicamentos fitoterapicos, capacitacao
de recursos humanos para pesquisa, producao e distribuicdo destes (AMARAL et al., 2006).

No decorrer do processo, a portaria n° 971 de 3 de maio de 2006 da Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares propds diretrizes que consolidaram o uso de
plantas medicinais e fitoterapicos no Sistema de Unico de Saude, assegurando: a elaboragao
da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e da Relagdo Nacional de Fitoterapicos; promocao
do uso racional de plantas medicinais e dos fitoterapicos; o cumprimento dos critérios de

qualidade, eficécia, eficiéncia e seguranga no uso; e o0 cumprimento das boas préaticas de
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manipulagdo, de acordo com a legislacdo vigente (BRASIL, 2006). E finalmente, em 22 de
junho de 2006 foi aprovado a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos
(PNPMF), impulsionando a nac¢do para outro patamar, demonstrando disposicdo em explorar
novos farmacos de origem vegetal e aceitacdo da utilizacdo de fitoterapicos, corroborando
com o progresso do empreendedorismo, do desenvolvimento cientifico e de industrias
farmacéuticas nacionais (CRUZ NETO et al., 2023; PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).
Além disso, o Brasil € um pais que apresenta uma grande biodiversidade e muitos
recursos naturais com cerca de 20% do numero total da flora no mundial distribuidos em seus
biomas (VERAS et al., 2023; ROCHA et al., 2021), expondo um ambiente extremamente rico
para 0s costumes terapéuticos tradicionais, atraindo a atencéo de pesquisadores e de empresas
farmacéuticas (PANTOJA et al., 2020; MENEGUELLI et al., 2020). Por essa razdo, a
investigacdo de substancias inéditas sdo voltadas para os produtos naturais, visto que
apresentam uma ampla diversidade quimica, diferentes propriedades e estruturas com

potencial para o desenvolvimento de medicamentos (TURNATURI et al., 2024).

1.2 Familia Araceae

Pertencente a ordem Alismatales, a familia Araceae € a Unica com angiospermas de
mdaltiplas variagdes bioldgicas, apresentando monocotiledéneas com estruturas morfoldgicas
distintas (HENRIQUEZ et al., 2014, 2020). No presente momento, essa grande e antiga
familia contém cerca de 143 géneros e 3.667 espécies no mundo (HAIGH et al., 2023).
Encontra-se distribuida em diversos habitats como florestas tropicais, pantanos e regides
costeiras aridas e semiaridas (DIAZ-JIMENEZ; GUADARRAMA-OLIVERA; CROAT,
2015).

A familia Araceae é dividida em 8 subfamilia: Gymnostachidoideae, Orontioideae,
Lemnoideae, Pothoideae, Monsteroideae, Lasioideae, Zamioculcadoideae e Aroideae. A vista
disso, o Brasil sendo um dos paises com maior variedade de plantas, engloba cerca de 30
géneros e de 700 espécies dispostos nas subfamilias Lemnoideae, Pothoideae, Monsteroideae,
Lasioideae e Aroideae (CAMELO et al., 2020; FRAUSIN et al., 2015).

No cenério amazonico, as plantas dessa familia sdo muito importantes para questdes
econdmicas, cultivadas para demandas ornamentais, alimenticias e para a medicina popular
para tratar reumatismo, maldria, febre, enxaqueca, problemas hepaticos, e usada como
expectorante, analgésico e anti-inflamatério (GUIMARAES et al., 2020; FRAUSIN et al.,
2015; SILVA et al., 2013). Sendo assim, dentre os géneros da familia Araceae, podemos

destacar o género Montrichardia Criiger da subfamilia Lasioideae.
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1.3 Género Montrichardia Criger

Em 1854 o boténico alem&o Hermann Criger, descreveu pela primeira vez o género
Montrichardia Cruger (MIROUZE, 2012). Ela é composta por duas espécies, a Montrichardia
linifera (Arruda) Schott e a Montrichardia arborescens (L.) Schott, e uma variedade
Montrichardia arborescens var. aculeata (G. Mey.) Engl. (Figura 1), todos presentes nas
regibes tropicais, principalmente na Bacia Amazonica (LOPES; PAROLIN; PIEDADE,
2016). Sdo macrodfitas aquaticas emergentes e perenes, polinizadas principalmente por
besouros e sdo consumidas por peixes, tartarugas, bufalos e peixes-boi (LOPES; PAROLIN;
PIEDADE, 2016).

Figura 1. Folhas do género Montrichardia diferenciadas pelo nimero de nervuras apicais secundarias. A)
Montrichardia linifera. B) Montrichardia arborescens. C) Montrichardia arborescens var. aculeata. Fonte:
LOPES (2017).

Avistadas em ambientes ricos em nutrientes, como rios de dguas brancas (varzea), mas
também em ambientes pobres em nutrientes, como os rios de &guas pretas (igap0), e
ambientes salobras no estuério do Rio Amazonas. As plantas do género Montrichardia Criiger
apresentam reproducdo do tipo sexuada e assexuada por propagacdo vegetativa, formando
muitas vezes uma monocamada ao longo de varzeas e de igap6s (PANTOJA, 2011)

Entre as espécies é observado diferentes nimeros de nervuras apicais secundarias, a
Montrichardia linifera apresenta maior quantidade em relacdo a Montrichardia arborescens e
Montrichardia arborescens var. aculeata, estes dois ultimos podem ser diferenciados pela
presenca de espinhos e da densidade do caule (LOPES et al., 2017; LOPES; PAROLIN;
PIEDADE, 2016).
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1.4 Espécie Montrichardia linifera (Arruda) Schott

Diante do exposto, podemos evidenciar a espécie Montrichardia linifera (Figura 2),
pioneira em colonizar os solos as margens de rios, formando densas populacdes e resistindo
ao movimento das aguas, e popularmente conhecida como “aninga”, “aningacu”, “aningaiba”
e “aninga-do-igap6” (AMARANTE et al., 2011; COSTA et al., 2009). Planta nativa e ndo
endémica no Brasil, esta espécie encontra-se distribuida majoritariamente nos rios da
Amazonia e nos estados: Amapa, Amazonas, Para, Roraima, Bahia, Ceara, Maranhdo, Piauli,

Rio Grande no Norte, Sergipe, Espirito Santo e Rio de Janeiro (WFO, 2024).

Figura 2. Fotografia da espécie Montrichardia linifera (Arruda) Schott. A) Populacdo. B) Detalhe. Fonte:

AMARANTE (2011).

Esta espécie possui alto valor econdmico, pois seu caule é muito utilizado para
construcdo de jangadas para transportar madeira pelos rios (BARBOSA; MONTAG, 2017).
Sua inflorescéncia é uma espadice simples de coloragdo branca amarelada, a qual compreende
uma regido feminina (flores pistiladas) e uma masculina (regido de flores estaminadas). A sua
fruta é infrutescente de cor verde amarelado, ou seja, formada por um conjunto compacto de
frutos aderidos um ao outro, de forma que o conjunto se assemelha a um fruto parecido como
um abacaxi (BATISTA et al., 2023).

Sua seiva é tradicionalmente utilizada na etnofarmacologia brasileira como
cicatrizante, anti-reumatico, antidiurético e expectorante. Porém, seu uso excessivo pode ser
considerado toxico devido a capacidade de causar queimaduras, erupgles cutaneas e manchas
e, em caso de contato com os olhos, cegueira (LIMA et al., 2021). A raiz da planta é usada

como antifingico e anestésico contra ferroada de arraia (BATISTA et al.,, 2019). As
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compressas e emplastros das folhas também sdo usados no tratamento de abscessos, tumores
(AMARANTE et al., 2011b) e contra ferroada de arraia . Entretanto, ndo h4 muitas pesquisas
cientificas sobre os efeitos bioldgicos in vivo da planta para compreender de fato o seu
potencial farmacolégico.

Com base no seu uso tradicional, o presente estudo buscou investigar os efeitos

antinociceptivos da planta medicinal Montrichardia linifera.

1.5Ador

Em muitas doencas, a dor serve como um sistema de alerta entre estimulos nocivos,
um mecanismo de defesa quando algo no corpo ndo estd funcionando adequadamente
(VARGAS-RUIZ et al., 2023), sendo o principal fator para que as pessoas procurem por
tratamentos médicos (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). E uma competéncia individual e de
carater subjetivo compreendida pelas experiéncias vividas, apresentando interacfes altamente
complexas e dindmicas na rede neural, entre multiplos fatores bioldgicos, psicoldgicos e
sociais (FILLINGIM, 2017). Desse modo, o conceito de dor atualmente ¢ “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante, a associada a um dano tecidual
real ou potencial”, de acordo com a Associagdo Internacional do Estudo da Dor (do inglés
International Association for the Study of Pain - IASP) (RAJA et al., 2020)

Na literatura cientifica existem diversas defini¢cbes de dor, entretanto, nenhum termo
abrange todas as formas em que haja a manifestacdo dolorosa. Portanto, a dor pode ser
conceituada de acordo com a sua duracdo, origem fisioldgica e localizacéo.

Tendo em vista a sua duragéo, a dor pode ser classificada de duas formas temporais:
aguda ou crbnica. A dor aguda pode ocorrer de forma repentina, retratada como dor abrupta
ou intensa, geralmente em resposta a trauma tecidual e processos inflamatérios relacionados.
A dor cronica é um problema que afeta cerca de 30% da populacdo mundial, ocorre de forma
prolongada devido uma patologia ndo diagnosticada ou ndo tratada corretamente, persistindo
por mais de trés meses (COHEN et al., 2021; WANG & MULLALLY, 2020).

Em sequéncia, a origem da dor pode ser descrita como nociceptiva, neurogénica,
neuropética e inflamatoria. A dor nociceptiva é um termo utilizado para descrever a dor que
ocorre no sistema nervoso somatossensorial funcionando normalmente, surge de um dano real
ou iminente a tecido devida a ativacdo de neurbnios sensoriais primarios (CATLEY;
MOSELEY; JONES, 2019). Em contrapartida, a dor neurogénica (termo agudo) e a dor
neuropética (termo cronico) séo utilizados para descrever a dor que ocorre no sistema nervoso

funcionando de forma anormal, que surge de uma lesdo ou doenca que causam alteraces no



21

sistema nervoso somatossensorial a nivel central ou periférico (CHAUVET, 2020;
GIERTHMUHLEN; BARON, 2016). Por (ltimo, temos a dor inflamatoria, que surge devido
a liberacdo de mediadores inflamatorios por células tumorais ou pelo tecido lesionado,
ocasionando uma sensibilizacdo quimica dos nociceptores aos estimulos dolorosos (MULEY;
KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016).

Quanto a sua localizacédo, a dor pode ser compreendida como somatica ou visceral. A
dor somatica surge do estimulo nocivos (mecanicos, térmicos e quimicos) em tecido cutaneo
ou musculo-esquelético, onde geralmente as dores sdo bem definidas e bem localizadas
(OHLMANN et al., 2023; VAN OUDENHOVE et al., 2020). A dor visceral surge de um
desconforto nos 0Orgdos internos da cavidade toracica, abdémen ou pelve, por exemplo,
intestino, pancreas, coracdo, rim, bexiga urinaria e Orgdos genitais. Frequentemente esta
associada a uma sensacdo difusa, complexa, mal definida e relacionada a reacOes
inflamatorios, caracteristica de patologias como doenca inflamatoria intestinal, pancreatite e
sindrome do intestino irritavel (EIDELMAN; CARR, 2006; JOHNSON; GREENWOOD-
VAN MEERVELD, 2016; TAO; TRAUB; CAO, 2019).

1.6 Nocicepc¢ao e nociceptores

A nocicepcdo € um mecanismo protetor do organismo, codificando processos neurais
de estimulos nocivos que chegam ao sistema nervoso central (SNC) pela ativacdo de
neurdnios sensoriais especializados, chamados de nociceptores, presentes no sistema nervoso
periférico (SNP) em quase todo o organismo (ARMSTRONG; HERR, 2024). Estes receptores
nociceptivos sao divididos em trés classes principais: térmicos, mecanicos e polimodais.

Os nociceptores térmicos e mecanicos estdo presentes nas fibras aferentes primarias
AJ, possuem mielina e sdo relacionadas a dor aguda, denominadas de “primeira dor” uma vez
que manifestam répida resposta aos estimulos dolorosos de forma pontual e intensa. Os
nociceptores polimodais estdo presentes nas fibras do tipo C, podem ser ativadas por
estimulos térmicos, mecanicos e quimicos, entretanto, sdo amielinicos e possuem diametro
pequeno, conduzindo o impulso de forma lenta e gradual, sendo descrito como de “segunda
dor” ou de “dor tardia” devido uma patologia ndo diagnosticada ou ndo tratada corretamente
(FENTON; SHIH; ZOLTON, 2015; JIN et al., 2018).

A sinalizacdo dos estimulos nocivos sdo transmitidos das terminagdes nervosas de
nociceptores e encaminhados para seus corpos celulares nos ganglios da raiz dorsal (DRG),
presentes de forma organizada em Iaminas, nas raizes dorsais da medula espinhal. As fibras

do tipo Ao e C sdo neurodnios especificos da dor, localizadas na lamina I (ou lamina marginal),



22

sendo assim, respondendo de forma seletiva aos estimulos dolorosos e projetando-se para o
mesencéfalo e para o talamo (LIGHT, 1988). Estas fibras também sdo encontradas na lamina
Il (ou substdncia gelatinosa) junto a interneurdnios locais, apresentando respostas
nociceptivas. O estimulo nociceptivo ainda pode ocorrer na lamina V, onde tem-se as fibras
Ad e projetam-se para o tronco cerebral e para o tAlamo (YEN; LU, 2013).

Para que o impulso nociceptivo acontega, ocorre a ativagdo do potencial receptor
transitorio na membrana do nociceptor, a abertura dos canais i6nicos resulta na despolarizacdo
e na propagacdo do potencial de acdo (ARAUJO et al., 2020). A exemplo disso, conforme a
Figura 3, quando ocorre o estimulo nocivo, com limiar de ativacdo em torno de 43°C,
temperatura que provoca a dor térmica, € expresso seletivamente o potencial de receptor
transitorio vanildide tipo 1 (TRPV1), mais conhecido como receptor de capsaicina
(PETROIANU; ALOUM; ADEM, 2023). Em temperaturas mais elevadas, em torno de 52°C
ou mais, ocorre a ativacdo do potencial de receptor transitério vanildide tipo 2 (TRPV?2),
aumentando a sensacdo de dor térmica, causando a hiperalgesia (BARBOSA et al., 2023).
Além disso, tem-se outro canal relacionado a dor, o potencial de receptor transitério anquirina
tipo 1 (TRPA1), conhecido como receptor de wasabi (isotiocianato de alila), que atua em
conjunto com o0 TRPV1 (SODHI et al., 2021).
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Terminacdes nervosas Corno dorsal

livres de nociceptores

Figura 3. Sinapse ocorrendo entre o neurdnio de primeira e segunda ordem no corno dorsal da medula
espinhal, onde posteriormente o sinal percorre para o tdlamo e para o cértex somatossensorial. Potencial
de receptor transitério vanildide tipo 1 (TRPV1), receptor de capsaicina ou pimenta malagueta. Potencial de
receptor transitério anquirina tipo 1 (TRPAL), isotiocianato de alila ou receptor de wasabi. Glutamato (GLU).

Substancia P (SP). Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA). N-metil-d-aspartato
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(NMDA); Receptor de neuroquinina 1 (NK1). Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Complexo
proteico modificador da atividade do receptor tipo calcitonina (CLR-RAMP). Fonte: PETROIANU (2023).

A abertura destes canais de permite o influxo de calcio e sodio, resultando na
propagacdo da despolarizagdo até o corno dorsal, liberando as vesiculas pré-sindpticas como o
glutamato (GLU) e substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(GLARE; AUBREY; MYLES, 2019). O GLU é um neurotransmissor excitatorio importante
para a sinalizacdo da dor, exercendo seu efeito nos receptores dos neurénios pos-sinapticos. O
receptor pos-sinaptico de glutamato a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA)
propaga rapidamente a despolarizagdo, ativando o receptor do glutamato tipo N-metil-d-
aspartato (NMDA). A SP ativa os receptores antagonistas de neurocinina-1 (NK1),
provocando potenciais pés-sinapticos excitatorios lentos que prolongam a despolarizagdo
provocada pelo glutamato, causando dor persistente e a CGRP provoca a vasodilatagdo local
(MCCARBERG; PEPPIN, 2019; PETROIANU; ALOUM; ADEM, 2023).

Decorrendo a sinapse quimica no corno dorsal, as informac6es sdo conduzidas pela
medula espinhal, onde apresenta cinco vias ascendentes principais: 0s tratos espino-talamico,
espino-parabraquial,  espino-mesencefalico,  espino-rreticular e  espino-hipotalamico
(DAVIDSON; MOSER; GIESLER, 2014).

Dentre estes, acredita-se que o trato espino-talamico seja via mais proeminente, visto
que existem resultados promissores para alivio da dor em cordotomias anterolaterais,
procedimento que geralmente é utilizado apenas para dor intratdvel em pacientes com cancer
terminal (AL-CHALABI; REDDY; GUPTA, 2023). Esta via apresenta os ax6nios de
neurdnios nociceptivos especificos presente nas ldminas | e V do corno dorsal, onde cruzam a
linha média da medula espinhal e ascendem na substancia branca anterolateral e chegam nos
nacleos do talamicos (WEBB; STEEDS, 2022). Posteriormente, sdo retransmitidas para a
“matriz da dor” (Figura 4), onde inclui-se o cOrtex somatossensorial primario e secundario, o
cortex insular, o cértex cingulado anterior (ACC), os cortices parietais pré-frontal e posterior,
bem como o tdlamo, amigdala e cerebelo (DOGRUL et al., 2012).

Apos o processamento dos estimulos nocivos, as vias descendentes surgem de uma
variedade de éareas supraespinhais, incluindo ACC, amigdala e hipotalamo, enviando
informacdes para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e posteriormente projetam-se
para o locus coeruleus (LC) e para o nicleo magno da rafe (NMF), conduzindo o fluxo final
de informagdes nociceptivas para o corno dorsal (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2018). Dessa

forma, ativando respostas defensivas, cuja saida antinociceptiva desencadeia inibicdo
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descendente de forma modulatéria com a liberacdo de noradrenalina no LC pelas fibras do
funiculo ventrolateral (VLF) e de serotonina no NMF pelas fibras do funiculo dorsolateral
(DLF), originando respectivamente, a via noradrenérgica e a via serotoninérgica (BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014; LOPES et al., 2019).

[ Corno dorsal ]

Figura 4. As &reas cerebrais e as vias neuronais envolvidas no processamento da dor e na modulacdo
central da dor. Cortex cingulado anterior (ACC). Funiculo dorsolateral (DLF). Ganglio da raiz dorsal (DRG).
Locus Coeruleus (LC). Substancia cinzenta periaquedutal (PAG). Cortex pré-frontal (PFC). Coértex parietal
posterior (PPC). Medula ventromedial rostral (RVM). Cortex somatossensorial primario (S1). Area motora
suplementar (SMA). Funiculo ventrolateral (VLF) Fonte: DOGRUL et al. (2012).

Outro mecanismo que exerce um papel fundamental no controle da dor sdo os
receptores opioides, inibindo diretamente os neur6nios na medula espinhal. Os principais
subtipos sdo o delta (8), mu (u) e kappa (k); expressos em diferentes partes do corpo como
cérebro, medula espinhal e trato digestivo (MOSINSKA; ZIELINSKA; FICHNA, 2016;
WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004). Estes sdo ativados por substancia endégenas
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(endomorfinas, encefalinas e dinorfinas) e por pequenas moléculas semissintéticas ou
sintéticas, gerando efeitos analgésicos forte (ANAND; MONTGOMERY, 2018; SHANG;
FILIZOLA, 2015).

Por este motivo, o alivio de dores moderadas a intensas, de forma aguda ou cronica,
sdo utilizados os analgésicos opidides, conhecidos atualmente como um recurso padrdo-ouro
(PREUSS; KALAVA,; KING, 2024). No entanto, a prescricdo de farmacos convencionais,
como a morfina, apresentam danos colaterais negativos, resultando em nausea, vomito, priséo
de ventre, depressdo respiratoria e dependéncia, necessitando de mais intervencoes
terapéuticas para amenizar os efeitos adversos e consequentemente mais tempo de

recuperacdo do paciente (WOLF et al., 2024).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Caracterizar quimicamente, avaliar a toxicidade oral aguda e a atividade

antinociceptiva do extrato metandlico das folhas de Montrichardia linifera (Arruda) Schott.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar quimicamente as substancias do extrato metandlico das folhas de
Montrichardia linifera (Arruda) Schott;

o Investigar os efeitos da toxicidade oral aguda do extrato metanolico das folhas de
Montrichardia linifera (Arruda) Schott;

o Investigar os efeitos da atividade antinociceptiva do extrato metandlico das folhas de
Montrichardia linifera (Arruda) Schott.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo do extrato

O EMFML foi doado gentilmente pelo Laboratorio de Analises Quimicas do Museu
Emilio Goeldi, coordenado pela professora Dr?. Cristine Bastos do Amarante. Uma exsicata
encontra-se depositada no herbario Jodo Murga Pires do Museu Emilio Goeldi sob o registro
MG 216695 e cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético (SISGEN)
sob o cadastro A91B68B.

3.2 Caracterizacao do extrato

O EMFML foi caracterizado a partir da adaptacdo dos métodos descritos por Pinheiro
et al. (2022) e Singh (2018), sendo utilizadas as técnicas analiticas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN) no
Laboratdrio Central de Extracdo da Universidade Federal do Pard, coordenado pelo professor

Dr. Wandson Braamcamp de Souza Pinheiro.

3.2.1 Perfil cromatografico por CLAE

Ao extrato investigado foi realizado um clean-up para a retirada de pigmentos
hidrofébicos, como clorofilas. Para tal finalidade foi realizada a remocao destes interferentes
por extracdo de fase solida (EFS). Inicialmente um cartucho Strata C18, 19.6mL-1, foi limpo
e ativado com acetonitrila e dgua respectivamente. Seguido da injecdo de 180 mg de extrato
solubilizado em &gua / acetonitrila (30:70) e extracdo com dois volumes na mesma proporgao.
Ap0s a obtencédo das solucgdes extratoras, foram secas em estufa com circulacéo de ar.

A analise cromatografica por CLAE do EMFML foi realizada em cromatégrafo liquido
modelo Prominence LC-20AT (Shimadzu, Tokyo, Japdo) com detector de arranjo de diodo
(DAD) e coluna Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum) (PHENOMENEX — Torrance, USA)
(Figura 5). Para o tratamento de dados utilizou-se o software LC/solution 1.20. Foram
aplicados 20 pL / injecdo do EMFML tratado padronizado a 1000 ppm e eluidos em modo
gradiente amplo de acetonitrila / agua, com modificador organico variando linearmente de 5 a
100%, em 60 minutos e fluxo de 1 mL/min. A amostra foi monitorada a partir da absorbancia
dos compostos sob radiagéo ultravioleta, de 200 a 400 nm. Para a obtengéo do fingerprinting
foram comparados os tempos de retencao (t;) dos padrbes de flavonoides epicatequina, rutina,

quercetina, miricetina e kaempferol com os observados para 0 EMFML.
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Figura 5. Etapas do processamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia do EMFML. Fonte:

HUANG (2022). llustracdo representativa produzida em BioRender.com.

3.2.2 Perfil espectroscopico por RMN

Os espectros de RMN de 'H e 2C, assim como os mapas de correlagdes Homonuclear
Correlation Spectroscopy (HOMO-COSY), Heteronuclear Single Quantum Coherence
(HSQC) e Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC), foram obtidos em
espectrometro Bruker, modelo Ascend™ (Rheinstetten, Germany), operando a 400 e 100
MHz (Figura 6). A amostra foi preparada utilizando 50 mg de EMFML e diluido em 600 pL
de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6).

Para o controle e tratamento de dados, utilizou-se o software TopSpin 3.6.0, e os free
induction decay (FIDs) foram submetidos a transformada de Fourier, com LB = 0.3 Hz. Os
espectros foram tratados manualmente, corrigidos na linha de base e calibrados, tendo como
referéncia interna o sinal residual do solvente DMSO em 2.49 (*H) e 39.5 ppm (**C). No
processamento dos FIDs foram realizados ainda, a investigacdo da abundancia de grupos
funcionais presentes nas classes fitoquimicas de interesse, agrupando-os em regides
especificas (6 =05-15/15-30/30-45/45-6.0/6.0-9.0/9.0-10.0),ea
normalizacdo das integrais das respectivas regides.

Para o assinalamento dos picos, utilizou-se os dados de deslocamento quimico (3) e
constante de acoplamento (J) dos espectros unidimensionais (1D) *H e 3C, além dos mapas
de correlagdo bidimensionais (2D) 'H 'H (HOMO-COSY), 'H 3C (HSQC) e 'H 3C
(HMBC). Os dados experimentais foram comparados com os respectivos sinais da literatura

para estruturas de flavonoides.
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Figura 6. Etapas do processamento do EMFML no RMN. Fonte: WOODLEY (2023). llustracdo

representativa produzida em BioRender.com.

3.3 Animais experimentais

Neste estudo, foram utilizados 88 camundongos (Mus musculus) machos da linhagem
suico com idade de aproximada de 8 semanas. Os animais foram obtidos do Biotério Central
da Secdo de Criacdo e Producdo de Animais de Laboratdrio do Instituto Evandro Chagas
(SACPAV/IEC) e posteriormente foram alocados no Biotério do Central Luiz Carlos de Lima
Silveira do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade do Estado do Para
(CCBS/UEPA). Foram mantidos em salas com gaiolas adequadas com maravalha estéril, ciclo
12h claro/escuro, temperatura controlada de 22+2°C e acesso a agua filtrada e racdo ad
libitum.

O projeto foi submetido previamente ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UEPA e aprovado sob o protocolo N°09/17.

3.4 Avaliagéo da toxicidade oral aguda

Para determinar a toxicidade oral aguda do EMFML foi utilizado o método de classe
toxica aguda da diretriz n°423 da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (do inglés Organisation for Economic Co-operation and Development) (OECD,
2002). Foram utilizados 18 animais divididos em trés grupos: controle, EMFML 300 e 2.000
mg/Kkg.

Os camundongos foram individualizados e colocados em restricdo alimentar por uma
hora e 4gua ad libitum, conforme a Figura 7. Em seguida, com o auxilio de uma canula

orogastrica, foi administrado em dose Unica por via oral o veiculo (Tween 80 a 1% diluido em
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solucéo salina) para o grupo controle e para 0s grupos EMFML 300 e 2.000 mg/kg, o extrato
foi diluido nas respectivas doses em Tween 80 a 1%. Posteriormente, os animais foram
observados nas primeiras 4 horas. Segundo o teste descrito por Malone e Robichaud (1962),
pode ocorrer alteracdo nos parametros comportamentais como falta de apetite, diarreia,
respiragdo acelerada, secrecdo nasal, ataxia, agressividade, irritacdo nos olhos, piloerecéo,
convuls&o, disfungdo motora, sonoléncia e salivagéo.

Apos este periodo, os animais foram observados a cada 24 horas por 14 dias e
registrados os pesos dos camundongos, a quantidade de racéo e agua consumida (dia 1, 4, 8,
11 e 14), e no ultimo dia foi realizado a eutanasia com associacao de dose letal de cloridrato
de xilazina (30 mg/kg) e cloridrato de cetamina (300 mg/kg) para analise macroscopica e
medida morfometrica dos 6rgaos (figado, rim e baco).

Restricio "
" ¢ Observacio
alimentar

| 1 hora I 4 horas | | | | | |

Dia 0 Dia 1 Dia 4 Dia8 Diall Dial4

Figura 7. Teste de toxicidade oral aguda. Fonte: préprio autor. llustracdo representativa produzida em

BioRender.com.

3.5 Avaliagéo da atividade antinociceptiva
3.5.1 Teste de contorcdo por &cido acético 0,6%

Foi utilizado o método de inducdo de nocicep¢do periférica por acido acético a 0,6%
(0,1 mL para cada 10g animal) via intraperitoneal proposto por Koster (1959). Para isso,
foram utilizados 30 camundongos divididos em seis grupos: controle, EMFML (10, 25, 50 e
100 mg/kg) e indometacina.

Uma hora antes do experimento os animais receberam por via oral, veiculo (Tween 80

a 1% diluido em solucdo salina) para o grupo controle, para 0s grupos tratamentos os EMFML
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(10, 25, 50 e 100 mg/kg) foram diluidos em Tween 80 a 1%, e a droga padréo indometacina 5
mg/kg via intraperitoneal (i.p.). Com a administragdo do &cido acético 0,6%, os camundongos
apresentaram reacdes de contragdo do abdbémen, rotacdo do corpo e extensdo das patas
traseiras. Foi quantificada o numero total de reac6es nos primeiros 30 minutos (Figura 8).

Os melhores resultados do extrato foram escolhidos para os demais teste de

nocicepgao.

0 min 60 min 90 min

Figura 8. Teste de contor¢cdo abdominal para inducdo da nocicepc¢do periférica por inflamacéo. Fonte:

préprio autor; llustracdo representativa produzida em BioRender.com.

3.5.2 Teste de placa quente

Para avaliar a atividade antinociceptiva central, os camundongos foram submetidos ao
método proposto por Macdonald em 1946, colocados sobre uma placa de aluminio aquecida a
55+0.5°C, apresentando reacdes estereotipicas como saltar, bater ou lamber as patas. Foram
utilizados 20 animais divididos em quatro grupos: controle, EMFML 50 e 100 mg/kg, e
morfina.

Conforme a Figura 9, os camundongos receberam por gavagem, veiculo (Tween 80 a
1% diluido em solucdo salina) para o grupo controle e para 0s grupos tratamentos, os EMFML
50 e 100 mg/kg foram diluidos em Tween 80 a 1%, e morfina 10 mg/kg por via subcutanea
(s.c.). O teste teve duracdo de duas horas para avaliar a atividade antinociceptiva central,
divididos em 5 tempos de andlise da laténcia sob a placa de aluminio quente, mantendo um
intervalo de trinta minutos, respeitado o tempo maximo de permanéncia dos animais de 40

segundos para cada avaliagéo.
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Figura 9. Teste de placa quente para indu¢do da nocicepgéo central por estimulo térmico. Fonte: proprio

autor; llustracdo representativa produzida em BioRender.com.

3.5.3 Teste de nocicepcao induzida pela formalina 1%

Para corroborar com os resultados da nocicepcao central e periférica, foi utilizado o
teste de nocicepc¢do bifasica induzida pela injecéo intraplantar de formalina 1%. A primeira
fase (0-5 minutos) corresponde a dor neurogénica e a segunda fase (15-30 minutos)
corresponde a dor inflamatoria (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Foram usados 20 animais divididos em quatro grupos: controle, EMFML 50 e 100
mg/kg, e morfina. Uma hora antes do experimento os camundongos receberam por via oral,
veiculo (Tween 80 a 1% diluido em solucdo salina) para o grupo controle, para 0s grupos
tratamentos, os EMFML 50 e 100 mg/kg foram diluidos em Tween 80 a 1%, e morfina 4
mg/kg por via s.c. 30 minutos antes. Apos este periodo, foi administrado por via intraplantar
(i.pl.) 20 pL de solucdo de formalina a 1% na pata traseira direita, posteriormente, o animal
expressou reag0es como a lambedura de pata (Figura 10) e foi cronometrado o tempo de

lambida nas duas fases nociceptivas.
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Figura 10. Teste de nocicepc¢do induzida pela formalina 1%. Fonte: proprio autor; llustracdo representativa

produzida em BioRender.com.

3.6 Analise estatistica

Foi utilizado o software Graphpad Prism 10.2.3. para a analise de variancia ANOVA
com um critério para o teste de toxicidade oral aguda, contor¢do por acido acético 0,6% e
teste de nocicepcao induzida pela formalina 1%, e analise de variancia ANOVA com dois
critérios para o teste de placa quente. Todas as analises foram seguidas do pos-teste de
maultiplas comparacGes de Dunnett, apresentados com média + erro padrdo da média (EPM) e

grau significancia de 95% (p < 0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacao do extrato
4.1.1 Perfil cromatografico por CLAE

Conforme a Figura 11, a partir do fingerprinting do cromatograma do EMFML e dos
padrdes equicatequina, rutina, quercetina, miricetina e kaempferol, foram identificadas de
acordo com o tempo de retencdo, a presenca de trés flavonoides: epicatequina (tr 39.7

minutes), rutina (tr 16.6 minutos) e quercetina (tr 23.8 minutos).
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Figura 11. Perfil cromatogréafico por CLAE. A) EMFML,; B) padrdo epicatequina; C) padrdo rutina; D)

padrdo quercetina; E) padrdo miricetina.; F) padrdo kaempferol. Fonte: Proprio autor.

4.1.2 Perfil espectroscopico por RMN

No espectro de RMN H (Figura 12.a) e *C (Figura 12.b) do EMFML foram obtidos
os dados unidimensionais (Tabela 1) e bidimensionais (Figura 13) para avaliar a composi¢ao
quimica por meio de fragdes subestruturais (grupos funcionais) e sua abundancia de acordo
com a normatizagédo das integrais por regides espectral.

Observa-se que na 6n 0.5 a 1.5, compreende os sinais de hidrogénios de grupos
metilicos (-CH3), metilénicos (-CH2) e metinicos (-CH), tipicos de grupos alquilas, com
aproximadamente 15.79%. A regido do espectro de 6n 1.5 a 3.0, tipica de hidrogénios de -
CH3 / -CH2 / -CH ligados a carbono insaturado (CH3-C=C / CH2-C=C / CH-C=C), a
carbonila de cetona ou aldeido (CH3-COR / CH2-COR / CH-COR), a carboxila (CH3-COOR
/| CH2-COOR / CH-COOR), a atomos de nitrogénio (CH3-N / CH2-N / CH-N) ou ligados
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diretamente a anel aromatico (CH3-Ph / CH2-Ph / CH-Ph), uma area percentual de 10.63%.
Para a regido de on 3.0 a 4.5 correspondente aos sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oxidados (CH2-OH / CH-OH) ou a grupos alcoxi, fenoxi e acilatos (PhO-CH3 / PhO-CH2 /
RCOO-CH3 / RCOO-CH2 / RCOO-CH), apresentou a maior area percentual do extrato
estudado, 62.37%, indicando assim, uma alta composicao de aglcares. Além disso, na regido
de hidrogénios de grupos olefinicos on 4.5 a 6.0 (CH2=CH-R / R-CH=CH-R) apresentou
6.08% da integracao do espectro. Uma outra regido de destaque, foi a de hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos (Ph-H) ou a carbonos olefinicos vicinais a anel aromatico (Ph-CH=CH-

R), a qual mostrou maior teor de hidrogénios aromaticos para o extrato 5.13%.
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Figure 12. Espectro de RMN do EMFML. A) *H NMR. B) *C NMR.
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Tabela 1. Caracterizagdo do EMFML por RMN *H.

Mudanca quimica Estrutura Area (%)
(ppm)*
05-15 C-CHn 15.79
15-3.0 CHn-C=C; CHy-COR; CHy-COOR; CHs-N; CHp-Ph 10.63
3.0-45 CHn-OH; PhO-CHp; RCOO-CHp; CH2-NHCOR 62.37
45-6.0 CHn=CH 6.08
6.0-9.0 Ph-H; Ph-CH=CH-R 5.13

n = nimero de hidrogénios, em que 1 <n < 3. *(PINHEIRO et al., 2022).
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Figura 13. Estruturas identificados no RMN bidimensional.

4.2 Avaliagéo da toxicidade oral aguda

Conforme é observado na Tabela 2, apds a administracdo da dose Unica de 300 e
2.000 mg/kg de EMFML n&o foram constatados alteracbes comportamentais durante o
experimento, assim como, ndo houve diferengas no ganho de peso dos animais (g), no
consumo de racao (g) e de agua (mL). Além disso, na Tabela 3 é observado que ndo houve
variacdo significativamente no peso relativo dos érgdos, e os camundongos permaneceram

Vivos no decorrer do teste.
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Tabela 2. Avaliacdo do ganho de peso corporal, consumo de ragdo e 4gua e observacao
de sintomas de animais controle e tratados com MEMLL nas concentragdes de 300 ou
2.000 mg/kg.

Grupos Ganho de massa Consumo de Consumo de Sintomas
(9) comida () agua (mL) observados
Veiculo 2.85+0,11 80.12 + 0,98 106.7 + 3.58 Nenhum
300 mg/kg 2.82 +0.08 77.17+ 2,17 113.3+ 2,79 Nenhum
2.000 mg/kg 2.92 +0.09 81.18 + 1,84 110.8 + 4,17 Nenhum

Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via, seguido do teste de comparactes
maltiplas de Dunnett. Ndo foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) em

comparagdo com o controle.

Tabela 3. Pesos relativos de 6rgdos de camundongos tratados com MEMLL nas

concentracdes de 300 e 2.000 mg/kg em parametros de toxicidade.

Grupos Figado Rim Baco Obitos
Controle 5.20 +0.22 1.65+0.11 0.35+0.03 0/6
300 mg/kg 5.58 +0.18 1.69 + 0.08 0.34 + 0.04 0/6
2.000 mg/kg 5.46 +0.18 1.70 + 0.07 0.38 +0.03 0/6

Os dados representam a média + EPM. ANOVA de uma via, seguido do teste de comparacoes
maltiplas de Dunnett. Ndo foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) em

comparagéo com o controle.

4.3 Avaliagdo da atividade antinociceptiva
4.3.1 Teste de contorcdo por acido acético 0,6%

Conforme os resultados obtidos com o tratamento via gavagem oral do EMFML
(Figura 13), nas doses do EMFML 10 e 25 ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao veiculo, entretanto, uma reducdo significativa na porcentagem de contor¢des
abdominais é observada no EMFML 50 e 100 mg/kg, respectivamente 51,46% (p < 0,05) e
75,08% (p < 0,001). O medicamento padrédo indometacina reduziu 78,64% (p < 0,001).
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Figura 14. Efeito antinociceptivo periférico do EMFML no teste de acido acético. Os valores representam
média + SEM. ANOVA unidirecional ordindria, seguindo o teste de compara¢Ges multiplas de Dunnett. *p <

0,05, ***p < 0,001 denota diferenga estatistica em comparagéo ao veiculo.

4.3.2 Teste de placa quente

O gréfico do teste da placa quente demonstra o resultado obtido quando os animais
foram tratados com o extrato (Figura 15). O grupo veiculo manteve baixa laténcia em todos
0s momentos da anélise. Os grupos EMFML tiveram aumento significativo no tempo de
laténcia aos 30’ (p < 0.01) e 60’ (p < 0.05), o extrato 50 mg/kg permaneceu na placa quente,
respectivamente, 164,35% e 122,92%, e o extrato 100 mg/kg apresentou, respectivamente,
162,62% e 136,63%. O grupo morfina 10 mg/kg mostrou-se eficaz quanto a duracdo do
estimulo doloroso nos tempos 0' (p < 0.05), 30" (p < 0.0001), 60" (p < 0.0001) e 90' (0.001),
respectivamente, 167,74%, 357,92%, 277,88% e 231,49%.
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Figura 15. Efeito antinociceptivo central do EMFML no teste de placa quente. Os valores representam
média + SEM. ANOVA de duas vias seguido do teste de multiplas compa rag6es de Dunnett. * ou + ou #
significa p < 0,05, ** ou ++ ou ## significa p < 0,01, *** significa p < 0,001, **** significa p < 0,0001 denota
diferenca estatistica em comparagdo com veiculo.
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4.3.3 Teste de nocicepcao induzida pela formalina 1%

O gréfico do teste da formalina (Figura 16) mostra os resultados obtidos quando os
animais foram tratados com o extrato. Os grupos tratados foram eficientes na reducdo da
nocicep¢do na primeira e na segunda fase. Na fase neurogénica, 0 EMFML 50 e 100 mg/kg
teve efeito antinociceptivo quando comparado ao grupo veiculo, 35,25% (p < 0,05) e 52,30%
(p < 0,01), e grupo morfina 88,48% (p < 0,0001). Na fase inflamatéria também houve
diminuicdo da dor, o tempo de lambida no EMFML 50 e 100 mg/kg reduziu respectivamente
66,39% (p < 0,0001) e 72,15% (p < 0,0001), e no grupo morfina 94,37% (p < 0,0001).
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Figura 16. Efeito antinociceptivo central e periférico do EMFML no teste de formalina. A) Primeira fase,
avaliacdo neurogénica. B) Segunda fase, avaliagdo inflamatdria. Os valores representam média + SEM. ANOVA
unidirecional ordindria, seguindo o teste de comparagfes mdltiplas de Dunnett. *p < 0,05, **p < 0,01, ****p <

0,01, ****p < 0,0001 denota diferenca estatistica em comparagdo ao veiculo.

5 DISCUSSAO

Os produtos naturais sdo conhecidos por suas diversidades quimicas e propriedades
medicinais, as quais fornecem estruturais Unicas para o desenvolvimento de medicamentos.
Historicamente, eles desempenharam papel fundamental na medicina moderna e permanecem
como uma das principais fontes de farmacos novos e eficazes. Cerca de um tergo dos
medicamentos aprovados nos ultimos 20 anos sdo advindos de produtos naturais ou seus
derivados, segundo a Food and Drug Administration (FDA) (NAHAR; SARKER, 2020).
Posto isso, este trabalho objetivou avaliar o uso etnofarmacolégico da Montrichardia linifera
a respeito do seu potencial analgésico. Para este proposito, foram realizadas a caracterizacdo
quimica por CLAE e RMN, avaliacdo da toxicidade oral aguda de acordo com a OECD e o0s
modelos classicos de atividade antinociceptiva no EMFML.

O CLAE é uma técnica analitica usada para separar, identificar e quantificar cada um

dos componentes para obter maior clareza e confiabilidade de uma mistura. A amostra é
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injetada em um sistema fechado, e por conseguinte, a fase movel é transportada ao longo da
fase estacionéria ocorrendo a separacdo de compostos devido a diferenca de afinidade
(PINHEIRO et al., 2022). Assim, identificamos por meio do fingerprinting os flavonoides
rutina, quercetina e epicatequina. Somado a isso, 0 RMN é uma técnica analitica capaz de
determinar uma estrutura molecular e a composi¢do quimica de uma amostra, atua analisando
a interacdo dos ndcleos em rotagdo em um forte campo magnético, a energia absorvida pela
molécula induz uma transicdo na rotacdo onde posteriormente € avaliado (SINGH; DHEPE,
2018). Desse modo, reforcamos novamente a presenca da rutina e da quercetina, e
identificamos mais os flavonoides luteolina e crisoeriol.

Comumente conhecida como vitamina P, a rutina é um glicosideo flavonoide que tem
sido relatado como anti-inflamatorio, antidiabético, cardioprotetor, hepatoprotetor,
anticancerigeno, neuroprotetor (TOBAR-DELGADO et al., 2023), antioxidante, citoprotetor,
vasoprotetor, anticarcinogénico e antinociceptivo (GANESHPURKAR; SALUJA, 2017). A
quercetina é o flavonoide mais abundante na natureza e possui muitas propriedades
farmacoldgicas importantes, como atividades anti-inflamatdrias, antivirais, antineoplasicas,
cardioprotetoras, antitumorais, antiobesidade, antibacterianas (GANESHPURKAR; SALUJA,
2017; SEPTEMBRE-MALATERRE et al., 2022), antioxidantes e antinociceptivas
(AZEVEDO et al., 2013). A epicatequina é um dos polifendis vegetais mais presentes na dieta
humana, possui atividade antioxidante, anti-inflamatoria, melhora do desempenho muscular,
antidiabetes, cardioprotetora, neuroprotetora, renalprotetora, anticancerigena, antiviral e
antinociceptiva (QU et al.,, 2021). A luteolina € conhecida por suas propriedades
antiapoptoéticas, anti-inflamatérias (HE; CHEN, 2021), antimicrobianas, antivirais,
anticancerigenas,  antioxidantes,  hepatoprotetoras,  antialérgicas, = neuroprotetoras,
cardioprotetoras, cicatrizantes, antienvelhecimento (SINGH et al., 2024) e antinociceptivas
(ZHOU et al., 2022). O crisoeriol possui diversas propriedades biolégicas com potencial
farmacol6gico, como atividade anticancerigena, anti-inflamatéria, antidiabética, anti-
hiperlipidémica,  antioxidante,  antimicrobiana,  cadioprotetora,  anti-osteoporose,
neuroprotetora, anti-inseticida, antiartrite (ABOULAGHRAS et al., 2022), antitrombética e
antinociceptiva (LAW et al., 2024).

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios que desempenham papéis importantes
para 0 ser humano, por isso, diversas pesquisas foram realizadas nas Ultimas décadas
relacionando o seu consumo com a salde. Eles sdo considerados promissores visto que
geralmente estdo associados a efeitos positivos e por ndo apresentarem efeitos toxicos, uma

vez que sdo habitualmente consumos (GALATRO et al., 2024). Por essa razdo, acredita-se
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que os extratos de plantas tenham menos efeitos adversos do que 0s medicamentos
convencionais. Entretanto, a compreensdo sobre os produtos naturais € necessario para
garantir que ndo resultem em impactos negativos aos seres humanos (CRISTINA DA COSTA
ARALDI et al., 2021).

O teste de toxicidade oral aguda € um experimento que antecede a execugdo dos testes
farmacol6gicos, sendo importante para a obtencdo de dados preliminares quanto os efeitos
toxicos de uma substancia, e por conseguinte, prevenir danos ao ser administrado. N&o foram
registrados alteracGes ganho de peso, consumo de comida, agua dos animais e sintomas de
toxicidade. Assim como, ndo houve registro de alteracdo no peso relativo dos 6rgaos ou Obitos
dos animais. Os resultados obtidos revelam que a DLsp do EMFML é superior a 2.000 mg/Kkg.
De acordo com o método de categorizacdo dos agentes orais da diretriz 423 da OCDE, drogas
com DLso entre 2.000 e 5.000 mg/kg sdo considerado de categoria 5, indicando baixa
toxicidade oral aguda. Este é o primeiro relato da toxicidade das folhas de Montrichardia
linifera in vivo.

Além disso, avaliamos os efeitos antinociceptivos do EMFML nos testes de acido
acético, placa quente e formalina. O teste de contor¢cdes com &cido acético é usado para
avaliar a atividade analgésica de base inflamatdria de um medicamento potencial (DE JESUS
et al., 2023). Neste modelo de nocicepgdo, a intensidade do estimulo doloroso é proporcional
ao numero de contor¢des abdominais (DA FONSECA et al., 2021). A resposta de contor¢édo
fisica envolve a conversdo de acido araquiddnico em eicosanoides por lipoxigenases (LOX) e
ciclooxigenases (COX), que causam hiperalgesia ao sensibilizar os neurdnios periféricos da
dor (ALQUDAMH et al., 2023; OQAL et al., 2023). Os eicosanoides sdo responsaveis pela
sinalizacdo celular e pela resposta inflamatéria através da liberacdo de prostaglandinas,
principalmente a prostaglandina E2 (PGE2), que estéa relacionada a circunstancias patolégicas
(SILVA et al., 2023).

O estudo de Mohanty et al. (2015) demonstrou que 0s compostos ativos rutina e
quercetina da espécie Leptadenia reticulata inibem a biossintese de eicosanoides e seus
respectivos produtos finais e pode ser a capacidade de inibir a infiltragdo de neutréfilos e sua
degranulacdo, diminuindo o nivel de acido araquidonico responsével pela sensacdo dolorosa.
Além disso, a epicatequina é um dos principais flavonoides da espécie Litchi chinensis que
apresenta efeitos antinociceptivos periféricos e seu mecanismo de acdo provavelmente esta
envolvido na inibigdo da atividade da COX e PGE2 no liquido peritoneal e na inativacdo do
sistema glutamatérgico (CASTELLAIN et al., 2014). Os compostos identificados luteolina e

crisoeriol da espécie Passiflora foetida foram observados como anti-inflamatdrios em outros
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testes, mas também mostraram inibicdo da COX e atenuacdo da PGE2 (CHIAVAROLI et al.,
2020).

Estes resultados do teste do &cido acético estdo intimamente associados aos compostos
do EMFML, pois todos os flavonoides identificados possuem efeitos anti-inflamatorios e
pode estar inibido a nocicep¢do ao suprimir os niveis periféricos de LOX e COX, reduzindo a
producdo de mediadores inflamatérios como a PGE2. Na literatura cientifica hd apenas um
estudo antinociceptivo com o género Montrichardia Crueg, no qual foram utilizados 400
mg/kg do extrato etandlico do caule de Montrichardia linifera, onde identificado a presenca
de flavonoides, reduzindo cerca de 90.6% das contor¢des (SILVA et al., 2013). Além disso,
relatamos pela primeira vez que o EMFML apresenta uma curva de inibi¢do relacionada a
dose.

O teste da placa quente é um modelo amplamente utilizado para avaliar efeitos
antinociceptivos no sistema nervoso central, como opioides, por meio de estimulacéo térmica
(ASIRI et al., 2024). Neste teste, os animais sdo colocados em uma placa quente a uma
temperatura fixa onde o tempo de resposta da lambida da pata é observado, o que requer
coordenacdo do sistema nervoso central (XIE et al., 2023). A ativacdo do potencial receptor
transitorio vanildide 1 (TRPV1) ocorre nos nociceptores quando ha estimulo térmico em 43°C
(BARBOSA et al.,, 2023). A ativagdo das fibras nociceptoras Ao e C permite que a
transmissdo do potencial de acdo ocorra através do corno dorsal para o tadlamo e
subsequentemente para o cortex somatossensorial primario (AL-CHALABI; REDDY,;
GUPTA, 2024).

No estudo realizado por Castellain et al. (2014), o flavonoide epicatequina foi
identificado na espeécie Litchi chinensis e relatado como um dos principais compostos pelo
significativo efeito central, possivelmente devido ao efeito inibitdrio apresentado contra a
transmissdo nociceptiva mediada pelo TRPV1 e inativacdo do sistema glutamatérgico. Além
disso, Jaffal et al. (2020) identificaram os flavonoides rutina, quercetina e crisoeriol na
espéecie Moringa peregrina que apresentaram efeitos antinociceptivos centrais no mesmo teste
¢ também comprovaram sua a¢do nos receptores o2 Por vias adrenérgicas. Por fim, o estudo
de Fan et al. (2018) com o composto isolado luteolina confirma seu efeito antinociceptivo
central, porém seu mecanismo de agdo ndo foi estabelecido. Esses dados do EMFML no teste
de placa quente estdo relacionados aos compostos identificados. Este € o primeiro relato de
acdo antinociceptiva central da espécie Montrichardia linifera no teste de placa quente.

Para corroborar com os efeitos analgésicos centrais e periféricos do EMFML, foi

realizado o teste da formalina. E muito utilizado em roedores, causando estimulos dolorosos
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na regido intraplantar da pata traseira do animal. O teste apresenta dois tipos de nocicepcao,
dor neurogénica (0-5 minutos) e dor inflamatéria (15-30 minutos) (GAMMOH et al., 2023). A
primeira fase ocorre através da estimulacdo direta da formalina nos nociceptores aferentes
primarios, liberando bradicinina e substancia P (ALQUDAH et al., 2023;SANTOS et al.,
2024). A segunda fase ocorre através da liberacdo de mediadores inflamatorios como
prostaglandinas, serotonina e bradicinina no local da lesdo (TODORQV et al., 2024).

A lambida é percebida ap0s a injecdo da substancia quimica que corresponde a
resposta dolorosa, a primeira fase é transmitida diretamente ao sistema nervoso central,
posteriormente, a segunda fase é a presenca de mediadores inflamatérios no local da leséo
(HIROTA; KOYAMA; SHIMADA, 2023). Os flavonoides do EMFML s&o responséveis pela
atividade antinociceptiva em ambas as fases deste teste, pois demonstraram efeitos
antinociceptivos observados no teste da placa quente e no teste do &cido acético,
respectivamente. Os mecanismos de acdo sdo provavelmente os mesmos descritos nos testes
de placa quente e do &cido acético. Este é o primeiro relato da espécie Montrichardia linifera

com o teste de nocicepcdo da formalina.

6 CONCLUSAO

O EMFML demonstrou efeitos analgésicos centrais e periféricos em testes
experimentais. Esta atividade se deve ao fato de todos os flavonoides identificados
demonstrarem diversas propriedades bioldgicas, com efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios
e antinociceptivos em comum. Além disso, 0 EMFML ndo apresentou efeitos toxicos ou
mortalidade. O presente estudo relata pela primeira vez a caracterizacdo quimica, avaliacdo da
toxicidade oral aguda, inibicdo do &cido acético relacionada a dose resposta e efeitos
antinociceptivos em testes de placa quente e formalina de Montrichardia linifera. Portanto,
esses dados validam o uso na etnofarmacologia brasileira e fornecem informagGes para

estudos futuros mais detalhados para determinar suas vias especificas.
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