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RESUMO 

 

Dentre a diversidade da flora brasileira, encontra-se a família 

Malvaceae, a qual se destaca pela grande variedade de compostos 

naturais encontrados dentre as espécies com propriedades 

farmacológicas comprovadas. O uso popular aliado à investigação 

científica conduziu-nos para o estudo de Hibiscus acetosella WeLw. ex 

Hiern., popularmente conhecida como vinagreira, groselheira e quiabo-

roxo. Relatos científicos mostram ação de outras espécies de Hibiscus 

com efeito diurético, anti-hipertensivo e no sistema cardiovascular. O 

presente trabalho teve como objetivo analisar a composição fitoquímica 

de extratos das folhas de H. acetosella, bem como avaliar a atividade 

cardioprotetora com possível alternativa para reatividade vascular. 

Avaliou, também, a citotoxicidade desta espécie a fim de permitir uma 

análise da relação risco/benefício de um eventual uso terapêutico pela 

população usuária da planta. O extrato de H. acetosella foi particionado 

com solventes de polaridade crescente (diclorometano, acetato de etila e 

n-butanol) e analisados por métodos cromatográficos de CCD e CLAE. 

A análise citotóxica in vitro foi realizada pelo método de MTT em 

culturas específicas para linhagem B16 e HaCaT. O controle positivo foi 

tratado com os quimioterápicos padrões Vincristina e Doxorrubicina. 

Para a análise farmacológica do extrato bruto, 60 animais foram 

divididos igualmente em seis grupos: controle, dieta hipersódica, 

hipersódica comcomitante com tratamento com captopril 50 mg/kg; os 

outros três grupos de animais foram submetidos à dieta hipersódica e 

tratados com H. acetosella nas doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 250 

mg/kg. O tratamento teve duração de cinco semanas e, após esse período 

foi aferida a pressão arterial basal e avaliação do comportamento da 

pressão arterial frente à agentes vasodilatador e vasoconstritor. A análise 

fitoquímica constatou a presença de compostos fenólicos, como 

flavonoides e ácido cafeico, além de saponinas. Pôde-se constatar que o 

extrato e as frações testadas de H. acetosella não mostraram atividade 

citotóxica significante para as linhagens testadas.  Segundo avaliação in 
vivo, o excesso de sal gerou alteração na reatividade do endotélio 

vascular e o tratamento com extrato de H. acetosella apresentou 

atividade protetora sob este, mostrando, assim, ser efetiva no sistema 

cardiovascular com atividade de vasoproteção. 

 

Palavras-chave: Hibiscus acetosella. Malvaceae. Citotoxicidade. 

Sistema Cardiovascular. Vasoproteção. 



ABSTRACT 

 

Phytochemical analysis and evaluation of potential pharmacologic 

of hydroalcoholic extracts of Hibiscus acetosella Welw. ex Hiern. 

 

Among the diversity of flora, there is the Malvaceae family, 

which stands out from the variety of natural compounds found among 

the species proven to have pharmacological properties. The popular use 

combined with scientific research led us to the study of                           

Hibiscus acetosella WeLw. ex Hiern., popularly known as hibiscus and 

okra. Scientific reports have shown other species of Hibiscus with the 

effects of diuretic, antihypertensive and cardiovascular system. This 

study aimed to analyze the phytochemical composition of these extracts 

from the leaves of H. acetosella and evaluated the cardioprotective 

activity with possible alternative to improve vascular reactivity. It also 

evaluated the cytotoxicity of this species by analyzing the risk/benefit 

ratio of any therapeutic use of this plant species by the population. The 

extract of H. acetosella was fractionated with solvents that have 

increasing polarity (dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol), 

which were analyzed by chromatographic methods TLC and HPLC. The 

cytotoxic analysis in vitro was evaluated by the MTT method, using 

specific cell strains of B16 and HaCaT. To perform the pharmacological 

analysis of the crude extract, 60 animals were equally divided into six 

groups: control (regular-salt diet), group high-salt diet, group high-salt 

diet that was treated with captopril 50 mg/kg and the other three groups 

were fed with high-salt diet and treated with extract of H. acetosella at 

doses of 50 mg/kg, 100 mg/kg and 250 mg/kg per a period of five 

weeks. All groups were submitted to measure the basal blood pressure 

and an evaluation of their blood pressure behavior was made with the 

infusions of vasodilator and vasoconstrictor drugs. Phytochemical 

analysis revealed the presence of phenolic compounds such as caffeic 

acid, flavonoids and saponins. According to this study, it is clear that the 

extract and the fractions tested of H. acetosella, showed no significant 

cytotoxic activity against the tested strains. According to the evaluation 

in vivo, the excess of the salt fed generated a change in the reactivity of 

the vascular endothelium and the treatment with extract of H. acetosella 

presented a protective activity to this vascular endothelium, thus proving 

to be effective in the cardiovascular system such as vasoprotection. 

 

Keywords: Hibiscus acetosella. Malvaceae. Cytotoxicity. 

Cardiovascular System. Vasoprotection.  



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 
Figura 1 – Partes aéreas de H. acetosella .............................................. 22 
Figura 2 – Perfil cromatográfico dos padrões, analisados em 

CLAE/DAD em 280 nm, utilizando o programas de gradiente otimizado 

conforme descrito no item 4.3.1. ........................................................... 40 
Figura 3 – Perfil cromatográfico do extrato bruto das folhas secas de                 

H. acetosella, analisado em CLAE/DAD em 280 nm, utilizando o 

programa de gradiente otimizado conforme descrito no item 4.3.1.. .... 41 
Figura 4 – Perfil cromatográfico dos padrões, analisados em 

CLAE/DAD em 310 nm, utilizando o programas de gradiente otimizado 

conforme descrito no item 4.3.1.. .......................................................... 41 
Figura 5 – Perfil cromatográfico do extrato bruto das folhas secas de                 

H. acetosella, analisado em CLAE/DAD em 310nm, utilizando o 

programa de gradiente otimizado conforme descrito no item 4.3.1.. .... 42 
Figura 6 – Citotoxicidade das frações de H. acetosella frente às 

linhagens celulares testadas. ................................................................. 44 
Figura 7 – Pressão arterial média de ratos que receberam ração normal 

(controle) ou ração hipersódica, tratados ou não com                                       

H. acetosella... ...................................................................................... 46 
Figura 8 – Alteração da pressão arterial média em resposta à fenilefrina 

(Phe 3 nmol/kg – 30 nmol/kg) em ratos que receberam ração normal 

(controle) ou ração hipersódica, que receberam ou não tratamento com 

H. acetosella.. ....................................................................................... 48 
Figura 9 – Alteração da pressão arterial média em resposta à acetilcolina 

(ACh 3 nmol/kg – 30 nmol/kg) em ratos que receberam ração normal 

(controle) ou ração hipersódica, que receberam ou não tratamento com 

H. acetosella.. ....................................................................................... 50 
 

  



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ACh Acetilcolina (Acetylcholine). 

B16 Linhagem celular de melanoma de murinho. 

CAPE       Éster fenetílico ácido cafeico (Caffeic Acid Phenethyl 

Ester). 

CCD         Cromatografia de Camada Delgada (TLC - Thin Layer 

Chromatography).                 

CLAE       Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC - High 

Performance/Pressure Liquide Chromatography). 

CO2          Dióxido de Carbono. 

DAD       Detector com Arranjo de Diodo (Diode Array 

Detector). 

ECA        Enzima Conversora de Angiotensina. 

GMPc      Monofosfato Cíclico de Guanosina (Guanosine 

monophosphate cyclique). 

HaCaT     Linhagem celular de queratinócito de humanos. 

HDL  Lipoproteína de alta densidade (High-Density 

Lipoprotein). 

IC50          Concentração Inibitória de 50% das células testadas. 

USNCI Instituto nacional do câncer dos Estados Unidos (U.S. 

National Cancer Institute). 

LaPlaM    Laboratório de Plantas Medicinais. 

LDL         Lipoproteína de baixa densidade (Low Density 

Lipoprotein). 

mAU         mili unidade de absorvância (mili Absorbance Units). 
MPO       Mieloperoxidase (Myeloperoxidase). 

NaCl        Cloreto de Sódio. 

NF-kB      Factor nuclear kappa B (Nuclear factor kappa B). 

NO           Óxido Nítrico (Nitric Oxide). 

Phe       Fenilefrina (Phenylephrine). 

PMA        Forbol-12-miristato-13-acetato (Phorbol-12-Myristate-

13-Acetate). 

Rf  Fator de retenção de um composto. 

UV  Ultravioleta. 

  

  



 

SUMÁRIO 

 
1 INTRODUÇÃO ................................................................................ 15 
2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA .................................................. 17 
2.1 BREVE HISTÓRICO DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS .... 17 
2.2 ETNOFARMACOLOGIA .............................................................. 18 
2.4 FITOQUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA ............................. 19 
2.5 GÊNERO Hibiscus L. ..................................................................... 21 
2.6 Hibiscus acetosella WeLw. ex Hiern. ............................................. 22 
2.7 SEGURANÇA DE USO PELA POPULAÇÃO 

(CITOTOXICIDADE) .......................................................................... 24 
2.8 DOENÇAS CARDIOVASCULARES - DISFUNÇÃO 

ENDOTELIAL ..................................................................................... 25 
2.8.1 Mecanismo da disfunção endotelial .......................................... 26 
3 OBJETIVOS ..................................................................................... 28 
3.1 OBJETIVO GERAL ....................................................................... 28 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .......................................................... 28 
4 METODOLOGIA ............................................................................ 29 
4.1 MATERIAL BOTÂNICO .............................................................. 29 
4.2 EXTRATOS .................................................................................... 29 
4.2.1 Fracionamento líquido-líquido ................................................. 29 
4.3 ANÁLISE FITOQUÍMICA ............................................................ 29 
4.3.1 Cromatografia Líquida de Ata Eficiência (CLAE) ................. 31 
4.4 ATIVIDADE CITOTÓXICA ......................................................... 31 
4.4.1 Cultura de células e tratamento ................................................ 31 
4.4.2 Bioensaio MTT (viabilidade celular) ........................................ 32 
4.5 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA ............................................... 33 
4.5.1 Animais ....................................................................................... 33 
4.5.2 Procedimento para indução da disfunção endotelial em ratos33 
4.5.3 Procedimentos para registro da pressão arterial em ratos ..... 33 
4.5.3.1 Protocolos experimentais .......................................................... 34 
4.5.3.1.1 Avaliação da pressão arterial em animais do grupo controle 35 
4.5.3.1.2 Avaliação da pressão arterial em animais submetidos à dieta 

hipersódica ............................................................................................ 35 
4.5.3.1.3 Avaliação da pressão arterial em animais submetidos à dieta 

hipersódica juntamente com uso de anti-hipertensivo padrão ............. 35 
4.5.3.1.4 Avaliação dos efeitos de H. acetosella em animais submetidos 
à dieta hipersódica ................................................................................ 35 
4.5.4 Análise estatística ....................................................................... 36 



5 APRESENTAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS ............................ 37 
5.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA ............................................................ 37 
5.2 ATIVIDADE CITOTÓXICA.......................................................... 43 
5.3 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA ............................................... 45 
6 CONCLUSÃO .................................................................................. 52 
7 REFERÊNCIAS ............................................................................... 53 
 

  





15 

1 INTRODUÇÃO  

 

O uso das plantas como alimento sempre existiu; assim, os 

homens buscam retirar da natureza recursos para melhorar sua 

qualidade de vida. Desde a pré-história o homem procurou aproveitar 

os princípios ativos existentes nos vegetais, embora de modo 

totalmente empírico ou intuitivo, baseado em descobertas ao acaso 

(BERG, 1993; HEYWOOD, 2011). 

A utilização das plantas medicinais com finalidade terapêutica 

é normalmente de origem popular e são empregadas em preparações 

tradicionais (chás, sucos, xaropes, tinturas, unguentos, dentre outros), 

podendo, muitas vezes, ser o único recurso terapêutico de 

comunidades e grupos étnicos (AMOROZO, 2002; OLIVEIRA et 

al., 2012; RYBICKI et al., 2012). Essa prática, de cunho empírico, 

não foi completamente substituída pelos fármacos sintéticos 

(MACIEL, 2002; HEINRICH, 2008; DHAMI, 2013). 

A diversidade química dos vegetais está relacionada ao seu 

metabolismo secundário, o que proporciona uma fonte rica de 

material de partida para descoberta de moléculas bioativas e possível 

desenvolvimento de novos fármacos (GURIB-FAKIM, 2006; 

BARREIRO; BOLZANI, 2009). Por conseguinte, através dessa fonte 

são desenvolvidos os fitoterápicos, medicamentos que utilizam 

matérias-primas vegetais em sua composição.  

Tão antiga quanto o próprio homem, a fitoterapia, como 

recurso terapêutico, avançou pela história e hoje, em todo o mundo, é 

objeto de interesse de pesquisadores e da sociedade 

(HALBERSTEIN, 2005; SA; ELISABETSKY, 2012).  Assim, o 

potencial farmacológico das plantas medicinais utilizadas 

tradicionalmente tem sido estudado e comprovado a partir da 

iniciativa de pesquisas (CAVEROA; AKERRETA; CALVO, 2013; 

CHUA, 2013; NDHLALA et al., 2013; SHAHAT; MARZOUK, 

2013). A descoberta de medicamentos a partir de plantas medicinais 

levou ao isolamento de fármacos, como isolamento de morfina a 

partir do ópio, cocaína, codeína, quinino, além da digitoxina, das 

quais algumas estão ainda em uso (KINGHORN, 2001; 

SAMUELSSON, 2004; BARREIRO; BOLZANI, 2009; MISHRA; 

TIWARI, 2011). 

Dentre a diversidade da flora brasileira e mundial, produtos 

naturais extraídos de plantas que pertencem à família Malvaceae são 

utilizados no tratamento de muitas doenças em todo o mundo 

(MAGANHA et al., 2010). Um gênero de destaque dessa família é 
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Hibiscus, com aproximadamente 300 espécies, as quais têm sido 

utilizadas em várias aplicações na medicina tradicional. 

Investigações farmacológicas indicam algumas espécies com 

atividades biológicas úteis como anti-hipertensivo, anti-inflamatório, 

antipirético, hepatoprotetor, antidiarreicos, antiespermatogênica, 

antitumoral, antidiabéticos, anticonvulsivantes, antihelmínticas 

imunomodulador, antioxidante e antimutagênica (MAGANHA et al., 

2010; ALQASOUMI, 2012; COSTA et al., 2012; HOPKINS et al., 

2013; YANG et al., 2013). 

O uso popular aliado à investigação científica constatada pela 

literatura conduziu-nos para o estudo de Hibiscus direcionando o 

delineamento para Hibiscus acetosella WeLw. ex Hiern., planta de 

origem africana, que cresce espontaneamente no sul do Brasil, e 

muito utilizada em Criciúma e região. Estudos preliminares 

realizados no Laboratório de Plantas Medicinais LaPlaM/UNESC, 

constataram a presença de antocianinas nas flores de    H. acetosella 

e nas folhas foram identificados, dentre outras classes, flavonoides 

(Dados não apresentados), que estão relacionados  em algumas 

espécies com o efeito anti-hipertensivo. Tal fato estimula a 

investigação da atividade protetora do sistema cardiovascular (AJAY 

et al., 2007; HOPKINS et al., 2013). 

H. acetosella apresenta grande relevância na medicina 

popular, principalmente na região sul de Santa Catarina. Suas folhas 

são utilizadas na forma de salada, de chás e sucos para melhorar o 

desempenho físico e mental, imunidade, anemia, ansiedade e 

angústia, sendo usada também para minimizar os efeitos associadas à 

menopausa, andropausa e hipertensão arterial (ROSSATO; 

CHAVES, 2012). Devido à grande utilização desta espécie pela 

população, e por ser pouco estudada na literatura científica, faz-se 

necessário pesquisar os compostos existentes na planta, bem como 

verificar seus efeitos farmacológicos in vivo e in vitro. 

Pelo exposto, o presente trabalho visou analisar a composição 

fitoquímica de extratos de H. acetosella, bem como avaliar a 

atividade cardioprotetora como possível alternativa para reatividade 

vascular. Pretendeu-se também, avaliar a citotoxicidade da espécie a 

fim de gerar dados que permitam uma análise da relação 

risco/benefício de um eventual uso terapêutico de H. acetosella e/ou 

de seus compostos químicos pela população usuária da planta. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 BREVE HISTÓRICO DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS 

 

As plantas medicinais são todas aquelas, silvestres ou 

cultivadas, utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar e 

modificar um processo fisiológico normal ou patológico, e ainda 

como fonte de fármacos e de seus precursores (DUTRA et al., 2009; 

SANTOS et al., 2011).  

As observações populares sobre o uso e o efeito de plantas 

medicinais contribuem de forma relevante para a divulgação das 

atividades terapêuticas dos vegetais, utilizados com frequência, 

apesar de não terem seus constituintes químicos conhecidos 

(SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008).  

Existem vários registros históricos sobre a utilização das 

plantas para tratamento de doenças desde 4.000 a.C. O primeiro 

registro médico depositado no Museu da Pensilvânia é datado de 

2.100 a.C. e inclui uma coleção de fórmulas de trinta diferentes 

fármacos de origem vegetal, animal ou mineral (COWEN; 

HELFAND, 1990). O manuscrito Egípcio “Ebers Papirus” (1.500 

a.C.), contém 811 prescrições e 700 fármacos e o primeiro texto 

Chinês sobre plantas medicinais (500 a.C.) relata nomes, doses e 

indicações de uso de plantas para tratamento de doenças. Algumas 

dessas plantas ainda são utilizadas, como Ginseng (Panax spp), 

Ephedra spp, Cassia spp e Rheum palmatum L., inclusive como 

fontes para indústrias farmacêuticas. 

Segundo Berg (1993), é na Idade Moderna que a Botânica 

começa a tomar sua feição própria, porém sempre colaborando com a 

medicina. No século XX até a década de 70, principalmente depois 

da 2
a
 Guerra Mundial, com a descoberta de antibióticos e o 

incremento cada vez maior de medicamentos a base de fármacos 

sintéticas, houve um relativo abandono e inclusive certo ceticismo a 

respeito dos fármacos naturais.  

No caso específico do Brasil, desde os tempos coloniais a rica 

flora brasileira tem sido objeto de estudo. Breitbach e colaboradores 

(2013) relataram que Martius, no século XIX, colaborou com um 

estudo taxonômico sobre plantas medicinais no Brasil, o qual incluía 

descrições detalhadas sobre a origem dos nomes de plantas 

populares, nomes científicos e o uso tradicional/medicinal de 730 

espécies, formando um material altamente valioso para o 

desenvolvimento e conservação das espécies da Amazônia. 
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A Suma Etnológica Brasileira (RIBEIRO; RIBEIRO, 1987) 

reúne, em seu primeiro volume, uma série de trabalhos relacionados 

a etnobiologia, tratando de aspectos etnobotânicos e etnozoológicos 

de grupos indígenas do Brasil, que deu contribuição ao 

conhecimento das plantas medicinais brasileiras, entre as quais várias 

de origem amazônica. Outros estudos recentes visam demonstrar a 

importância dos recursos vegetais brasileiros no século XIX, através 

do estudo detalhado das fontes documentais, para fornecer uma 

riqueza de novas informações para a ciência moderna (MEDEIROS; 

ALBUQUERQUE, 2012).  

A importância da conservação da biodiversidade pauta-se em 

seu papel fundamental para o fornecimento de diversos serviços 

ecossistêmicos, como a manutenção da quantidade e qualidade das 

águas, fertilidade do solo, equilíbrio climático, conforto térmico, 

além de seu valor biológico, estético e econômico, bem como sua 

função essencial na manutenção dos ciclos ambientais do planeta 

(TOMICH et al., 2011). Assim, no Brasil e no mundo, há novas 

tendências globais embasadas em pilares da conservação da 

diversidade biológica, incluindo as plantas bioativas com potenciais 

ainda desconhecidos. Consequentemente, pesquisadores das 

diferentes áreas da ciência vêm se dedicando a compreender as 

relações estabelecidas entre as pessoas e as plantas fundamentado em 

análises etnobotânicas, antropológicas, etnográficas, 

arqueobotânicas, históricas, etnofarmacologicos, dentre outros 

(MARINHO; SILVA; ANDRADE, 2011). 

   

2.2 ETNOFARMACOLOGIA 

  

Segundo Hanazaki (2006), abordagens etnobotânicas podem 

fornecer respostas importantes tanto para problemas de conservação 

biológica como para questões direcionadas para o desenvolvimento 

local de comunidades tradicionais.  

As comunidades tradicionais são aquelas que possuem 

conhecimento da natureza, que se relacionam de forma muito íntima, 

em simbiose e dependência, conhecendo os segredos, suas 

propriedades e utilizando dos seus recursos para viver e transmitindo 

esses valores de geração a geração (STEFANELLO; NOGUEIRA, 

2012). Surge, assim, o conhecimento tradicional que pode ser 

entendido como “o conjunto de saberes e saber-fazer a respeito do 

mundo natural e sobrenatural, transmitido oralmente, de geração em 

geração” e somente pode ser corretamente interpretado dentro do 
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contexto cultural em que é gerado (DIEGUES et al., 2000; ETKIN; 

ELISABETSKY, 2005; GRAZ; FALQUET; ELISABETSKY, 

2010).  

Há grande investigação científica no que diz respeito à 

atividade biológica de plantas medicinais (CAVEROA; 

AKERRETA; CALVO, 2013; CHUA, 2013; NDHLALA et al., 

2013; SHAHAT; MARZOUK, 2013). Como estratégia na 

investigação de plantas medicinais, a abordagem etnofarmacológica 

tem contribuído para resgatar conhecimento tradicional, visto 

que  aborda a forma como as pessoas incorporam as plantas em suas 

práticas e tradições culturais (BALICK; COX, 1997). Nesse sentido, 

esforços devem ser realizados com objetivo de promover a 

conservação dos processos sociais, que permitem às populações 

tradicionais conservar e aumentar a biodiversidade como parte de seu 

modo de vida (ELISABETSKY, 1991; SÁ; ELISABETSKY, 2012). 

É válido observar também que a cultura deve ser protegida da mesma 

forma que a natureza. Por conseguinte, a OMS (1992; 2002) tem 

expressado a sua posição a respeito da necessidade de valorizar a 

utilização de plantas medicinais no âmbito sanitário e na atenção 

básica à saúde (ROSA; CÂMARA; BÉRIA, 2011).  

Apesar das plantas medicinais já fazerem parte da cultura 

popular, nas últimas décadas o interesse pela fitoterapia teve um 

aumento considerável entre usuários, pesquisadores e serviços de 

saúde. Segundo Brasileiro e colaboradores (2008), o estudo de 

plantas medicinais, a partir de seu emprego pelas comunidades, pode 

fornecer informações úteis para a elaboração de estudos 

farmacológicos, fitoquímicos e agronômicos sobre estas plantas. 

Desta forma, podemos planejar a pesquisa a partir de conhecimento 

empírico já existente, muitas vezes consagrado pelo uso contínuo, 

que deverá ser testado em bases científicas. Ao registrar essas 

informações populares adequadamente, elas transformam-se em um 

conhecimento científico e posteriormente pode-se correlacionar com 

estudos químicos e farmacológicos (SÁ; ELISABETSKY, 2012).  

 

2.4 FITOQUIMICA E ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

Para a descoberta de ações farmacológicas de origem natural, 

as informações sobre os constituintes químicos são essenciais e são 

fornecidas pela triagem qualitativa fitoquímica de extratos vegetais 

(BARREIRO; BOLZANI, 2009; MISHRA; TIWARI, 2011; 

DHAMI, 2013). O maior grupo de substâncias não-energéticas 
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presentes nos alimentos de origem vegetal,  compostos fenólicos, por 

exemplo, são naturalmente produzidos no metabolismo secundário 

das plantas (HALLIWELL, 2007). Esse metabolismo surgiu ao 

longo do processo evolutivo como um mecanismo de defesa, 

protegendo-as contra diversos tipos de patógenos, contra radiação 

ultravioleta (UV) e auxiliando no processo de polinização, uma vez 

que contribuem para a coloração de planta (LATTANZIO et al., 

2009).  

Além de contribuírem para o mecanismo de defesa no reino 

vegetal, os metabólitos secundários são responsáveis pelas 

propriedades farmacológicas das plantas medicinais. Portanto, a 

avaliação do potencial terapêutico e de alguns de seus constituintes, 

tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos, saponinas, taninos, 

cumarinas, e outros metabólitos, têm sido objeto de incessantes 

estudos, onde já foram comprovadas ações farmacológicas através de 

testes pré-clínicos. Muitas destas substâncias naturais têm grandes 

possibilidades de serem aproveitadas como agentes terapêuticos 

(BARREIRO; BOLZANI, 2009; MISHRA; TIWARI, 2011; 

DHAMI, 2013). 

Um grande número de estudos tem relatado que uma dieta rica 

em polifenóis, provenientes de espécies vegetais, corrobora para a 

promoção da saúde e para diminuir de incidência de algumas 

doenças, incluindo doenças cardiovasculares (HALLIWELL, 2007; 

FRAGA et al., 2010; RODRIGO; MIRANDA; VERGARA, 2011; 

SHARMA, 2014; QUIÑONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013). 

Uma das principais ações dos polifenóis é seu impacto sobre os 

radicais livres, limitando os efeitos nocivos do estresse oxidativo 

(ANDRADE; FASOLO, 2014). Além disso, esses compostos têm 

mostrado elevado efeito cardioprotetor possivelmente pela 

habilidade em reduzir o colesterol total e LDL (Lipoproteína de 

baixa densidade), inibir a agregação plaquetária, estimular a 

vasodilatação, bem como inibir vias pró-inflamatórias (RAHMAN et 

al., 2008; SHARMA, 2014). 

Os flavonoides são compostos bioativos do grupo dos 

polifenóis, assim, possuem propriedade de sequestrar radicais livres 

e são queladores dos íons metálicos, protegendo os tecidos contra 

radicais livres de oxigênio e peroxidação de lipídios (HE et al., 2012; 

GRASSI; FERRI, 2014). Estudos epidemiológicos sugerem que a 

maior ingestão de flavonoides a partir de frutas e vegetais está 

associada à diminuição de risco para o desenvolvimento de doença 
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cardiovascular (GARCÍA-LAFUENTE et al., 2009; MULVIHILL; 

HUFF, 2010; GRASSI; FERRI, 2014). 

 

2.5 GÊNERO Hibiscus L. 

 

 Dentre a diversidade da flora brasileira, encontra-se a família 

Malvaceae, a qual se destaca pela grande variedade de compostos 

naturais encontrados dentre as espécies com propriedades 

farmacológicas comprovadas (TSENG; LEE, 2006; PIEME  et al., 

2010; ALQASOUMI, 2012; HOPKINS et al., 2013; RAJESWARI et 

al., 2013). A família Malvaceae, apresenta cerca de 250 gêneros e 

4.200 espécies de distribuição cosmopolita, com predominância na 

região tropical e subtropical. No Brasil, esta família está representada 

por cerca de 31 gêneros e 200 espécies. Um gênero de destaque 

dessa família é Hibiscus, com aproximadamente 300 espécies 

(BARROSO et al., 1991; JUDD et al., 1999; SOUZA; LORENZI, 

2008). 

Um estudo com 29 espécies do gênero Hibiscus avaliou 

alguns dos constituintes das flores destas plantas e constatou que a 

maioria contém vitaminas A e E, como também precursores de 

carotenos e tocoferóis. Quanto à composição química, foi detectada a 

presença de flavonoides, destacando antocianina, quercetina com 

níveis variando de 2 a 192 mg/g e cianidina variando de 1 a 77 mg/g. 

As maiores concentrações de cianidinas foram constatadas em flores 

de coloração vermelho escuro (PUCKHABER; STIPANOVIC; 

BOST, 2002). 

Espécies do gênero Hibiscus têm sido utilizadas em várias 

aplicações na medicina tradicional. Estudos com as espécies deste 

gênero demonstram inúmeras ações farmacológicas. Entre elas 

citam-se as análises com Hibiscus syriacus L. que apresentou ação 

inibitória para peroxidação de lipídios, citotoxidade significante 

contra células tumorais e ação antioxidante relacionada a um 

flavonoide isolado da casca do caule da planta (YUN et al., 1999). 

Pesquisa com Hibiscus vitefolius L. demonstrou atividade 

antinociceptiva (MALHOTRA; PAL SIGH, 2006) e o extrato 

alcoólico de Hibiscus sabdariffa L. apresentou ação antinociceptiva e 

antipirética (REANMONGKOL; ITHARAT, 2007), além de 

hipotensora e hipolipemiante (HOPKINS et al., 2013), 

hepatoprotetor (ALQASOUMI, 2012), antidiabético (YANG et al., 

2013), antioxidante (COSTA et al., 2012), dentre outros. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/L.
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Entre as espécies do gênero Hibiscus, H. sabdariffa é a mais 

estudada, apresentando como principais constituintes as 

antocianinas, destacando-se, delfinidina-3-O-sambubioside e 

cianidina-3-O-sambubioside. Ojeda e colaboradores (2010) 

demonstraram que esses compostos, presentes nos cálices de H. 

sabdariffa, inibem a enzima conversora de angiotensina (ECA), além 

de reduzir concentrações séricas de sódio sem modificar os níveis de 

potássio (NGAMJARUS; PATTANITTUM; SOMBOONPORN, 

2010; WAHABI et al., 2010). Segundo Ajay e colaboradores (2007), 

extratos metanólicos dos cálices de H. sabdariffa induzem um efeito 

vasodilatador em aortas isoladas em modelo animal, direcionando, 

assim, o estudo de outras espécies deste mesmo gênero para 

atividades envolvendo o sistema cardiovascular. 

 

2.6 Hibiscus acetosella WeLw. ex Hiern. 

 
O uso popular aliado à investigação científica conduziu-nos 

para o estudo de Hibiscus acetosella WeLw. ex Hiern., popularmente 

conhecida como vinagreira, groselheira e quiabo-roxo. É uma planta 

arbustiva, bienal ou perene, ereta ou de crescimento disperso, de 

caule semi-lenhoso, vináceo e ramificado. Suas folhas possuem cor 

vinho escuro, nervuras palmadas e heterofílicas. As flores são 

solitárias, axilares, sésseis e de cor rosa-arroxeada e fruto é uma 

cápsula (LORENZI; SOUZA, 2008) (figura 1). É originária da 

África e possui semelhanças botânicas com a Hibiscus sabdariffa.  

 

  Figura 1 – Partes aéreas de H. acetosella 

 
   Fonte: Autor (2014) 
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Estudos preliminares realizados no Laboratório de Plantas 

Medicinais - LaPlaM/UNESC, constataram a presença de 

antocianinas nas flores de H. acetosella e nas folhas foram 

identificados compostos polifenólicos (Dados não apresentados).  

Tsumbu e colaboradores (2011) descrevem que H. acetosella 

possui polifenóis e flavonoides, utilizando o extrato aquoso em um 

estudo de atividade antioxidante. Sob condições de inflamação 

celular, ocorreu diminuição significativa na formação de marcadores 

típicos de peroxidação lipídica avançada, como hidroperóxidos 

lipídicos e etileno. Além disso, o extrato foi capaz de inibir a 

formação de radicais livres numa fase precoce da peroxidação 

lipídica.  

Em um modelo celular utilizando neutrófilos, os componentes 

presentes nos extratos de H. acetosella, além de atuarem como 

sequestradores de radicais livres, também estão envolvidos na 

resposta inflamatória de neutrófilos, especialmente pela inibição da 

enzima mieloperoxidase (TSUMBU et al., 2012).  

Estudos realizados com algumas espécies do gênero Hibiscus 

têm relatado o efeito anti-hipertensivo, especialmente em plantas que 

possuem flavonoides (HERRERA-ARELLANO et al., 2004; 

HERRERA-ARELLANO et al., 2007; OJEDA et al., 2010). É 

relatado que o consumo de flavonoides pode mediar uma redução na 

pressão arterial, mostram que certos flavonoides exibem inibição da 

ECA in vitro, além de possuir propriedade antioxidante e ação 

cardioprotetora relevante (MULVIHILL; HUFF, 2010; OJEDA et 

al., 2010; GRASSI; FERRI, 2014). Essas informações, juntamente 

com a informação popular sobre utilização majoritária das folhas de 

H. acetosella em forma de salada e chás, estimulam a investigação 

da ação protetora do sistema cardiovascular do extrato das folhas de 

H. acetosella.  

É necessária, ainda, a avaliação da relação risco/benefício do 

seu uso, por meio de estudos farmacodinâmicos e toxicológicos 

(citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, dentre outros). O 

uso pela medicina popular, baseado somente no conhecimento 

tradicional, não é suficiente para validar as plantas medicinais como 

medicamentos eficazes e seguros (BRASIL, 2004).  
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2.7 SEGURANÇA DE USO PELA POPULAÇÃO 

(CITOTOXICIDADE) 

 

O termo citotoxicidade significa causar efeito tóxico em nível 

celular. Neste contexto, as células expostas a um composto 

citotóxico podem responder de diversas maneiras. As células podem 

apresentar necrose, na qual elas sofrem alterações na permeabilidade 

da membrana e inibição enzimática, e como resultado da lise de 

células, podem parar de crescer ou de se dividir (ALBERTS et al., 

2010). O mecanismo de apoptose ou “morte programada” é um 

processo celular fisiológico normal que ocorre por diferentes 

situações em que a célula é exposta, como por exemplo, na 

organogênese e hematopoese normal e patológica, na reposição 

fisiológica de determinados tecidos maduros, na atrofia dos órgãos, 

na resposta inflamatória e na eliminação de células após dano celular 

por agentes genotóxicos. A apoptose pode ser desencadeada por 

vários fatores, sendo eles: níveis aumentados de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), baixa quantidade de nutrientes à célula, privação de 

fatores de crescimento, choque térmico, radiação ionizante, danos ao 

DNA, agentes quimioterápico e ligação de moléculas a receptores de 

membrana (ALBERTS et al., 2010; DOS SANTOS MONTAGNER 

et al., 2010; NELSON; COX, 2011). 

Embora exista um amplo uso de plantas medicinais pela 

população, poucos trabalhos têm sido feitos para avaliar a toxicidade 

potencial das preparações fitoterápicas. O uso de preparações a base 

de plantas, ao contrário do senso comum, que as classifica como 

sendo naturais e isentas de reações adversas, podem apresentar 

vários agravos à saúde incluindo reações alérgicas, tóxicas, 

interações medicamentosas e efeitos mutagênicos (BUSSMANN et 

al., 2011).  

Pieme e colaboradores (2010) estudaram a atividade 

citotóxica de cinco espécies da família Malvaceae: Sida acuta Burm. 

f., Sida cordifolia L., Sida rhombifolia L., Urena lobata L., Viscum 

album L.. Os extratos apresentaram efeito antiproliferativo de células 

tumorais. Rosa e colaboradores (2006) mostraram que extrato 

metanólico de Hibiscus tiliaceus possui efeito protetor contra a 

citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e peroxidação 

lipídica intracelular induzida. Lin e colaboradores (2012) 

comprovaram, em estudos in vitro e in vivo, que folhas de                          

H. sabdariffa induzem apoptose de células de câncer prostático 

humano. Entretanto, H. acetosella possui poucos relatos na literatura 



25 

correlacionados com a citotoxicidade (TSUMBU et al., 2011; 

TSUMBU et al., 2012). 

 

2.8 DOENÇAS CARDIOVASCULARES - DISFUNÇÃO 

ENDOTELIAL 

  

Com base nos estudos publicados com outras espécies do 

gênero Hibiscus relatando efeito anti-hipertensivo e redução de risco 

de doenças coronárias, especialmente correlacionando com a 

presença de flavonoides e polifenois na composição química das 

espécies (HERRERA-ARELLANO et al., 2004; HERRERA-

ARELLANO et al., 2007; MULVIHILL; HUFF, 2010;  OJEDA et 

al., 2010; HE et al., 2012; GRASSI; FERRI, 2014), surgiu a 

necessidade de verificar a ação protetora do sistema cardiovascular 

de H. acetosella focando na proteção do endotélio vascular. 

Em condições fisiológicas, o endotélio é responsável pela 

manutenção do tônus vascular e da homeostase intravascular. Atua 

conservando o fluxo sanguíneo laminar, preservando a fluidez da 

membrana plasmática, criando mecanismos anticoagulantes, inibindo 

a proliferação e migração celulares e controlando a resposta 

inflamatória. A “disfunção endotelial” deveria mais apropriadamente 

ser considerada com ativação endotelial, que pode contribuir 

eventualmente para a doença arterial, principalmente em 

determinadas condições (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 
2007).

 
A ativação endotelial representa uma mudança de um fenótipo 

quiescente para um que envolve resposta de defesa do hospedeiro. 

De fato, a maioria dos fatores de risco cardiovascular leva à ativação 

da maquinaria molecular no endotélio, que resulta na expressão de 

citocinas e moléculas de adesão designadas para interagir com 

leucócitos e plaquetas, desencadeando mecanismos inflamatórios 

direcionados a tecidos específicos (HANSSON, 2005).
 

A exposição prolongada ou repetida a fatores de risco 

cardiovasculares pode retirar o efeito protetor proporcionado pelas 

células endoteliais. Como consequência, não apenas o endotélio se 

torna disfuncional, mas também as células endoteliais podem perder 

sua integridade, podendo progredir para a senescência e se destacar 

para a circulação. Por conseguinte, a disfunção do endotélio pode ser 

definida como um desequilíbrio entre os fatores relaxantes e 

constritores, entre os mediadores pró-coagulantes e anticoagulantes, 

ou entre substâncias estimuladoras e inibidoras do crescimento e 

proliferação celular (MALLAT et al., 2000). 
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A disfunção endotelial é observada em estágios iniciais na 

maioria das doenças cardiovasculares e surge como um fator preditor 

independente para eventos clínicos na doença coronariana, 

hipertensão e falência cardíaca. Neste contexto, a avaliação da 

função endotelial passa de um intermediário na avaliação do 

benefício de tratamentos cardiovasculares e emerge como um alvo 

farmacológico direto (JOANNIDES; BELLIEN; THUILLEZ, 2006; 

KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010; KOZLOV et al., 2012). 

  

2.8.1 Mecanismo da disfunção endotelial 

 

Como apresentado anteriormente, o endotélio desempenha um 

papel fundamental na regulação do tônus vasomotor através da 

síntese e liberação de substâncias vasodilatadoras – tais como o 

óxido nítrico, a prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio – e pela liberação de substâncias vasoconstritoras – tais 

como a endotelina-1 e o fator de ativação plaquetária (DEANFIELD; 

HALCOX; RABELINK, 2007; NEVES et al., 2012; PERNOW; 

SHEMYAKIN; BÖHM, 2012). 

O óxido nítrico, em situações fisiológicas, é um dos principais 

moduladores do tônus vasomotor, sendo continuadamente secretado 

em pequenas quantidades pelas células endoteliais, assim, mantêm o 

tônus arterial reduzido nas circulações sistêmica e pulmonar 

(VANHOUTTE et al., 1986; STAMLER et al., 1994; KUMAR; 

ABBAS; FAUSTO, 2010). Dessa maneira, o óxido nítrico inibe a 

adesão, a ativação e a agregação plaquetária e promove a 

desagregação plaquetária, em parte através de um mecanismo GMPc 

(Monofosfato cíclico de guanosina) dependente. Nas células 

musculares lisas, reduz a concentração intracelular de cálcio e causa 

relaxamento vascular (LOSCALZO et al., 1995; MAZZUCA; 

KHALIL; 2012).  

A contribuição das células endoteliais para regulação do tônus 

vasomotor envolve, ainda, a produção de outros compostos 

vasodilatadores, que são a prostaciclina e o fator hiperpolarizante 

derivado do endotélio (WEKSLER; MARCUS; JAFFE, 1977; 

ALVAREZ-MEDINA, HERNANDEZ, OROZCO, 2012). 

Durante um processo inflamatório, o endotélio é capaz de 

expressar as chamadas moléculas de adesão (seletinas e integrinas), 

que permitem a ativação, o rolamento e a adesão de leucócitos à sua 

superfície. A oxidação da LDL, por exemplo, ativa a proteína-

quinase C e um fator de transcrição nuclear (NF-kB) e 
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consequentemente leva ao aumento da transcrição de vários genes 

(enzima de conversão da angiotensina II, moléculas de adesão e 

citocinas). Neste contexto, a exacerbação desta resposta inflamatória 

e sua posterior cronicidade podem conduzir e/ou agravar a disfunção 

endotelial, propiciando eventos pró-coagulantes, diferenciação das 

células musculares lisas vasculares e macrófagos, dentre outros 

agravamentos (ZOTA; MELNIC; UNTESCO, 2008; KUMAR; 

ABBAS; FAUSTO, 2010). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar análise fitoquímica, avaliar o potencial 

farmacológico e citotóxico de extratos hidroalcoólicos de                       

Hibiscus acetosella. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

  Realizar análise fitoquímica do extrato hidroalcoólico de               

H. acetosella através de métodos cromatográficos (CCD – 

Cromatografia de Camada delgada e CLAE – Cromatografia Líquida 

de Alta Eficiência), e CCD para as frações do extrato. 

 Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcoólico de                         

H. acetosella, suas frações com diferentes concentrações, em cultura 

de células in vitro e determinar a concentração inibitória citotóxica 

50% (IC50).  

 Analisar o efeito da administração de diferentes 

concentrações do extrato bruto de H. acetosella frente ao agente 

vasoconstritor e agente vasorrelaxante em modelo de disfunção 

endotelial. 

 Correlacionar os estudos fitoquímicos e farmacológicos com 

os relatos de uso popular. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 MATERIAL BOTÂNICO 

 

O material vegetal para análise foram as folhas de                           

H. acetosella, coletadas no Horto Florestal da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense (UNESC) e identificada pela botânica Dr
a
. 

Vanilde Citadini Zanette. Após o processo de herborização, 

catalogação e exsicaragem, um exemplar foi adicionado ao acervo do 

Herbário Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI) da UNESC, com o número 

CRI 9735. 

 

4.2 EXTRATOS 

 

As folhas foram coletadas e encaminhadas à estufa, para 

secagem sob temperatura controlada entre 50-60 °C e, sendo 

trituradas com auxílio de moedor de facas para obtenção de um pó 

fino. 

O extrato hidroalcoólico foi preparado a partir da metodologia 

de maceração. A partir dessa metodologia, a planta permaneceu 15 

dias em contato com álcool 70%, na proporção de 1:10 (p/v). Após 

esse período, foi realizada a filtração do extrato e posteriormente 

evaporado o solvente com auxílio do rota-evaporador, formando um 

extrato mole (ANVISA, 2011). 

 

4.2.1 Fracionamento líquido-líquido 

 

Parte do extrato extrato mole foi reservado para testes 

farmacológicos, uma parte para testes toxicológicos e o restante foi 

suspenso em água na proporção 4,3 g:100 mL e posteriormente 

particionado com solventes de polaridade crescente (diclorometano, 

acetato de etila e n-butanol). Após o fracionamento, os solventes 

foram eliminados com auxílio de rota-evaporador para obtenção das 

frações secas (YUNES; CECHINEL FILHO, 2009). 

 

4.3 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

  

Todas as frações foram submetidas à cromatografia em 

camada delgada (CCD), visando uma análise fitoquímica preliminar, 

utilizando sistemas de eluentes e reveladores usuais para screening 

cromatográfico. 
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Para este procedimento foram utilizadas placas de 

cromatografia de sílica Gel 60 F254 (Merck) como fase estacionária, e 

diversos eluentes como fase móvel: Tolueno, acetato de etila, ácido 

fórmico, hexano, éter etílico, metanol e diclorometano. 

Para revelar as classes de compostos foram utilizados 

reveladores universais como UV e ácido sulfúrico 10%, e 

reveladores específicos como: anisaldeído sulfúrico para terpenoides 

e esteroides que se apresentam em manchas coradas de rosa ou roxo; 

“reativo neu” para flavonoides e compostos fenólicos cujas manchas 

apresentam-se coloridas; Dragendorff para alcaloides através de cor 

laranja, entre outros (WAGNER; BLADT, 1996; UGAZ, 1994), 

conforme tabela 1.  

 

Tabela 1 – Reveladores para CCD utilizados para identificação de 

metabólitos secundários 

Revelador Metodologia Compostos 

evidenciados 

Coloração das 

bandas 

Anisaldeido 

sulfúrico 

Pulverização por 

5 minutos à 

120
o
C 

Terpenoide, 

esteroide e 

saponinas 

Em luz visível: 

Marrom a rosa, 

Azul e roxo 

 

Dragendorff Pulverização Alcaloide Em luz visível: 

Laranja, 

vermelho a 

marrom 

 

Neu Pulverização por 

2 minutos à 

105
o
C 

Flavonoide Em luz visível: 

Amarelo e 

laranja 

UV 366 mm: 

Amarelo ou 

laranja 

 

Ninidrina Pulverização por 

5-10 minutos à 

100
o
C 

Amina livre Em luz visível: 

Marrom e 

púrpura 
 Fonte: Adaptado de WAGNER e BLADT (1996) 
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4.3.1 Cromatografia Líquida de Ata Eficiência (CLAE) 

 

As análises de CLAE foram realizadas no Laboratório de 

Produtos naturais, sínteses e química medicinal (PNSCM) - UMR 

CNRS 6226 da “Université de Rennes 1” (França) utilizando Coluna 

Líquida Spherisorb ODS-2 C18 (150x4.6 mm, com tamanho de 

partícula 5 µm) (Waters Technology Ireland, Ltd., Wexford, Irlanda) 

protegida por filtro em linha, em sala com temperatura ajustada. A 

detecção dos picos cromatográficos foi realizada através de um 

detector de arranjo de diodos (DAD) (CLAE 540 DAD, Kontron 

instrumentos, Montigny Le Bretonneux, França), em 280 e 310 nm 

de espectro de absorção, com taxa de fluxo de 1 mL/min. Os picos 

foram registrados a cada segundo diretamente no CLAE. As fases 

móveis utilizadas para separação foram: (A) acetonitrila (ACN); (B) 

Ácido fosfórico (concentrado) (1%) / ácido acético (glacial) (10 %) / 

acetonitrila (5%) (v/v/v) em água, com pH ajustado a 1,4. O 

programa de eluição de gradiente linear foi executado como 

indicado: 0 min, 100% (B); 30 min, 70% (B); 40 min, 100% (A). Os 

solventes e as amostras foram filtrados através de filtro Millipore 

tipo HA de 0,45 µm. Os solventes utilizados para a separação eram 

de grau CLAE (GIUSTI et al., 1999). 

Para essas análises, o extrato e frações de H. acetosella, 

preparados conforme descrito no item 4.2, foram solubilizados na 

concentração de 1 mg/mL de etanol absoluto, em temperatura 

ambiente, obtendo uma solução na proporção de 1 g/L. Os extratos 

foram agitados em vortex durante 10 minutos até diluição completa e 

foram filtrados com uma unidade de filtro de utilização única e 

injetados diretamente na quantidade de 20 µL.  

 

4.4 ATIVIDADE CITOTÓXICA 

 

4.4.1 Cultura de células e tratamento 

 

A análise citotóxica in vitro foi realizada com uma linhagem 

celular de melanoma de murinho, B16, e em uma linhagem celular 

humana sadia HaCaT (queratinócitos humanos), essas sendo uma 

linhagem não-cancerosa, semelhante à composição da derme 

humana. A linhagem celular B16 e HaCaT foram cultivadas em 

frascos estéreis na presença de meio de cultura RPMI 1640 contendo 

5% de soro fetal bovino e 5µg/mL de penicilina/ estreptomicina.  
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Após 24 horas de incubação a 37°C sob 5% de dióxido de 

carbono para as células HaCaT e 10% para B16, as células foram 

tratadas com diferentes concentrações do extrato e das frações de              

H. acetosella (400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL) e incubadas por 

48 horas sob as mesmas condições.  

As soluções de extrato e frações de H. acetosella foram 

preparadas contendo DMSO quando insolúveis em água, sendo a 

quantidade deste solvente ajustada para dar uma concentração final 

inferior a 0,1%. Culturas-controle receberam apenas o veículo 

(MOSMANN, 1983; MAKHAFOLA; MCGAW; ELOFF, 2014).  

 

4.4.2 Bioensaio MTT (viabilidade celular) 

 

O ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio) foi realizado através de placas de 96 micropoços, 

onde foram adicionadas 1500 células por micropoço para a linhagem 

B16 e 1700 para a linhagem HaCaT.  Estas foram incubadas a 37°C 

em ambiente com umidade controlada de 5-10% de CO2 (Dióxido de 

carbono). 

O controle positivo foi tratado com os quimioterápicos 

padrões Vincristina e Doxorrubicina, e os extratos em diferentes 

concentrações por 48 horas. Restando 3 horas para o término do 

tratamento 10 µL de MTT foram adicionados em cada micropoço e 

mantidos a 37°C. Após 3 horas, o sobrenadante foi removido e os 

cristais formados foram dissolvidos em 50 µL de DMSO.  

A densidade óptica de cada amostra foi lida com o auxilio de 

leitor de microplacas em 540 nm.  Cada experimento foi realizado 

em triplicata, em três ocasiões diferentes. Esse procedimento 

permitiu a determinação do IC50 para cada um dos extratos testados a 

partir do processamento dos dados no software Biolise (MILLOT et 

al., 2007). 
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4.5 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

 

4.5.1 Animais  
 

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos pesando 

aproximadamente 250 - 300g, com idade aproximada de nove 

semanas de vida, fornecidos pelo Biotério da UNESC. Os animais 

foram alojados em caixas plásticas com cama de maravalha e 

mantidos em ambiente com temperatura ideal de 20°C a 22°C, 

umidade relativa de 40% a 60% e ciclo-claro escuro de 12 horas 

cada, controlados automaticamente. Os animais receberam água e 

ração “ad libitum”. Todos os procedimentos foram realizados de 

acordo com a aprovação do Comitê de Ética para Uso de Animais 

(CEUA/UNESC) e cadastrado sob o número 80/2012 (BRASIL, 

2008). 

 

4.5.2 Procedimento para indução da disfunção endotelial em 

ratos 

 

Na indução da disfunção endotelial por excesso de sal, os 

animais receberm dieta comercial (ração para roedores 0,3% de sal) 

ou dieta comercial com sobrecarga de sal (ração para roedores com 

8% de NaCl – Cloreto de Sódio) durante cinco semanas. Os animais 

receberam água e dieta ad libitum. 

 

4.5.3 Procedimentos para registro da pressão arterial em ratos 

 

Após os tratamentos – cinco semanas – com indução da 

disfunção endotelial por excesso de sal (ou não, dependendo do 

grupo em questão) e a administração dos extratos (ou não, 

dependendo do grupo em questão), os animais foram anestesiados 

com uma mistura contendo cetamina (100mg/kg) e xilazina 

(20mg/kg), administradas pela via intramuscular, com reforço de 

anestésico quando necessário (KOGA et al., 2008; SOUZA et al., 

2011). A aferição da pressão arterial dos animais foi realizada no 

Laboratório de Farmacologia de Óxido Nítrico da Universidade 

Federal de Santa Catarina, coordenado pelo Profº Drº Jamil Assreuy. 

Os animais anestesiados foram fixados em decúbito dorsal, 

sobre uma mesa cirúrgica aquecida em torno de 35 e 36°C. A veia 

femoral foi dessecada para inserção de uma agulha que estava 

acoplada a uma cânula de polietileno e seringa, onde foram, 
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posteriormente, administrados os compostos (vasodilatador e 

constritor). Após a canulação da veia, foi administrado heparina 

sódica 30UI (5000UI), diluída em 100µL de solução salina. Após 

localização da artéria carótida, foi separado o nervo vago dos tecidos 

adjacentes e o fluxo da artéria carótida foi interrompido na 

extremidade distal por uma ligadura com fio de sutura e o fluxo da 

extremidade proximal foi suprimido pela compressão de uma pinça 

curva. Logo após, com uma tesoura foi realizado um corte na região 

medial da porção da artéria carótida para inserção de um cateter de 

polietileno heparinizado, este foi amarrado na artéria e conectado a 

um transdutor de pressão arterial (Mikro-Tip®, Millar Instruments, 

Inc., Houston, TX, USA) interligado a um equipamento de análise de 

pressão Powerlab 8/30 (ADInstruments Pty Ltd., Castle Hill, 

Australia).  Para facilitar a respiração espontânea os animais foram 

submetidos à traqueostomia, quando necessário. Após 30 minutos, 

tempo necessário para estabilização da pressão arterial, a mesma foi 

verificada (KOGA et al., 2008; SOUZA et al., 2011). 

Para continuação do estudo, com finalidade de verificar o 

comportamento da pressão arterial dos animais frente à 

administração aguda de fármacos vasodilatador e vasoconstritor, foi 

feita administração de fenilefrina em doses crescentes (3, 10 e 30 

nmol/kg). Após recuperação dos parâmetros de pressão basal, foi 

administrada acetilcolina em doses crescentes (3, 10 e 30 nmol/kg). 

Foi verificada a pressão arterial dos animais para obtenção de uma 

curva concentração resposta de vasodilatação e vasoconstrição no 

mesmo animal, objetivando verificar o comportamento da pressão 

arterial dos animais quando administrados os fármacos, respeitando 

volumes administrados, para que a administração dos mesmos não 

interferisse per se na pressão do animal (uma vez que o volume 

sanguíneo também é fator determinante da pressão arterial) (KOGA 

et al., 2008; SOUZA et al., 2011). Imediatamente ao final do 

experimento, os animais passaram por procedimento de eutanásia em 

câmara de CO2.  

 
4.5.3.1 Protocolos experimentais 

 

A indução da disfunção endotelial foi conforme descrito 

acima no item 4.5.2. Após o período de tratamento (cinco semanas), 

os animais foram avaliados quanto à pressão arterial seguindo o 

descrito em 4.5.3. Os grupos foram divididos conforme descrito a 

seguir (KOGA et al., 2008; SOUZA et al., 2011). 
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4.5.3.1.1 Avaliação da pressão arterial em animais do grupo 

controle 
      

Os animais do grupo controle negativo foram tratados com 

dieta comercial (ração para roedores 0,3% de sal) e água (via oral) 

por cinco semanas, e posteriormente foram anestesiados e preparados 

para o registro direto da pressão arterial como descrito no item 4.5.3. 

 

4.5.3.1.2 Avaliação da pressão arterial em animais submetidos à 

dieta hipersódica 
 

Após o período de tratamento com dieta hipersódica conforme 

descrito no item 4.5.2, e posteriormente os animais foram 

anestesiados e preparados para o registro direto da pressão arterial 

como descrito no item 4.5.3. 

 

4.5.3.1.3 Avaliação da pressão arterial em animais submetidos à 

dieta hipersódica juntamente com uso de anti-hipertensivo padrão 

 

Os animais do grupo controle positivo receberam tratamento 

com dieta hipersódica conforme descrito no item 4.5.2. 

Concomitantemente, foi realizada a administração de anti-

hipertensivo padrão (Captopril 50 mg/kg) por via oral, por cinco 

semanas, e posteriormente foram anestesiados e preparados para o 

registro direto da pressão arterial como descrito no item 4.5.3. 

 
4.5.3.1.4 Avaliação dos efeitos de H. acetosella em animais 

submetidos à dieta hipersódica 

 

Os animais foram tratados com dieta hipersódica conforme 

descrito no item 4.5.2. Concomitantemente, foi realizada a 

administração do extrato de H. acetosella nas doses de 50, 100 ou 

250 mg/kg, por via oral (gavagem), por um período de cinco 

semanas. Posteriormente, os animais foram anestesiados e 

preparados para o registro direto da pressão arterial como descrito no 

item 4.5.3. 
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Tabela 2 – Tabela explicativa do protocolo experimental. 

Grupos Tratamento 

(dose) 

Ração 

(%NaCl) 

Controle negativo 

 

Salina Ração 0,3% 

Excesso de sal 

 

Salina Ração 8% 

Anti-hipertensivo padrão 

 

Captopril 

50 mg/kg via oral 

Ração 8% 

Excesso de sal + 

H. acetosella 50mg 

Extrato de H. acetosella 

50 mg/kg via oral 

Ração 8% 

Excesso de sal + 

H. acetosella 100mg 

Extrato de H. acetosella 

100 mg/kg via oral 

Ração 8% 

Excesso de sal + 

H. acetosella 250mg 

Extrato de H. acetosella 

250 mg/kg via oral 

Ração 8% 

   
Fonte: O autor (2014) 
 

4.5.4 Análise estatística 
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) por grupo. As diferenças entre os grupos foram 

determinadas através da Análise de Variância (ANOVA). Após, 

testes post hoc foram necessários para determinação das diferenças 

estatísticas. Uma diferença de p < 0,05 foi considerada 

estatisticamente significante. As análises foram realizadas com 

pacote estatístico GraphPad Prism 5.0. 
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5 APRESENTAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

5.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

 

H. acetosella apresenta importância na medicina popular, uma 

vez que esta espécie é utilizada pela população para diversas 

finalidades, principalmente na região do sul de Santa Catarina. 

Segundo relatos da Pastoral de Saúde Regional Sul IV (ROSSATO; 

CHAVES, 2012), de Criciúma, suas folhas são utilizadas em forma 

de salada, de chás e sucos para melhorar o desempenho físico e 

mental, anemia, ansiedade e angústia; usado também para minimizar 

os efeitos associadas à menopausa, andropausa e hipertensão arterial. 

Até o momento foram publicados poucos estudos em literatura 

científica relacionados a H. acetosella.  Tsumbu e colaboradores 

(2012) realizaram estudos com extrato dessa espécie com o objetivo 

de avaliar a ação antioxidante e anti-inflamatória. Foram utilizados 

modelos de lipoperoxidação e PMA (forbol-12-miristato-13-acetato), 

em neutrófilos, especialmente MPO (Mieloperoxidase). O extrato de 

H. acetosella exerceu um efeito inibitório de EROs dose dependente, 

uma vez que continha maior quantidade de polifenóis totais, ácidos 

fenólicos e flavonoides durante a análise CLAE-UV/DAD. Os dados 

evidenciaram a importância de novos estudos quanto ao perfil dos 

compostos antioxidantes presentes nesta espécie. 

No presente estudo, o particionamento do extrato 

hidroalcoólico resultou em maior rendimento em massa quando 

utilizado o solvente n-butanol, conforme mostra tabela 3.  

 
Tabela 3 – Rendimento do fracionamento líquido-líquido realizado 

com 8,6 g de extrato mole hidroalcoólico 70%. 

Frações Rendimento 

Acetato de etila 0,483 g / 5,6% 

n-Butanol 0,945 g / 11% 

Diclorometano 0,673 g / 7,82 % 

Fonte: O autor (2014) 
 

Após o processo de fracionamento e obtenção das frações 

secas, as amostras foram submetidas à procedimentos de 

investigação fitoquímica através de análises cromatográficas. 



38 

O perfil cromatográfico (CCD) das três frações de partição 

líquido-líquido se diferenciou tanto na coloração como no fator de 

retenção (Rf) dos compostos químicos.  

Quando o extrato bruto e as frações de diclorometano e 

acetato de etila, foram avaliadas pela fase móvel hexano:eter 

etílico:ácido fórmico (65:40:10) e reveladas com anisaldeído 

observou-se a presença de bandas na coloração violeta, o que sugere 

a presença de compostos terpênicos, esteroidais ou saponínicos. 

Apesar de esses compostos apresentarem a característica polar. As 

saponinas são caracterizadas principalmente por sua capacidade 

espumógena, que foi constatada durante o preparo das amostras da 

fração do diclorometano. Outras espécies do mesmo gênero 

apresentam estes grupamentos de metabólitos, podendo citar 

Hibiscus tiliaceus (CHENG et al., 2013). 

Foi visualizada uma banda fluorescente azulada, em UV 365 

nm, durante a análise com revelador Neu, indicando a presença de 

composto fenólicos simples, no extrato bruto, nas frações butanólica 

e de acetato de etila. Não foram constatados indícios da presença de 

compostos alcaloidínicos em nenhuma das frações avaliadas na 

espécie de H. acetosella, com utilização do revelador dragendorff. 

Estes resultados corroboram com os dados publicados por Tsumbu e 

colaboradores (2012) que relatam a presença de polifenóis, 

flavonoides e taninos nesta espécie. 

Foram realizadas outras migrações cromatográficas utilizando 

tolueno:acetato de etila:ácido fórmico (139:83:8), como fase móvel. 

As bandas obtidas foram semelhantes às encontradas com a primeira 

composição de fase móvel.  

A revisão da literatura revelou que outras espécies do mesmo 

gênero - Hibiscus - são ricas em compostos fenólicos e flavonoides 

(RAMIREZ-RODRIGUES et al., 2011).  

Os benefícios à saúde dos flavonoides são bem conhecidos. 

Diversos estudos mostraram que polifenois possuem ação protetora 

contra doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes 

Mellitus, e diversos tipos de tumores em humanos (FRAGA et al., 

2010; QUIÑONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013). A presença 

de polifenois na dieta diminui a absorção excessiva de metais (como 

Fe e Cu) e protege contra os danos oxidativos a eles associados 

(HALLIWELL, 2007; RODRIGO; MIRANDA; VERGARA, 2011). 

Sabe-se que o ferro catalisa reações de produção de radicais livres, 

podendo assim ser prejudicial ao organismo. As reações de Fenton e 

de Haber-Weiss mostram o papel do ferro no metabolismo dos 
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radicais livres. A reação de Haber-Weiss é catalisada principalmente 

pelo ferro, enquanto na reação de Fenton o ferro participa como 

reagente (GOLDSTEIN; MEYERSTEIN; CZAPSKI, 1993; 

KOPPENOL, 2001), conforme mostrado a seguir:  

 

 

 

 

 

 

Alguns estudos demonstraram que o uso de extrato contendo 

polifenois apresentam atividade coronária (RENAUD; De 

LORGERIL, 1992; DUBICK; OMAYE, 2001; NARDINI; 

NATELLA; SCACCINI, 2007; FRAGA et al., 2010; QUIÑONES; 

MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013). Os polifenóis são inibidores 

potentes da oxidação de LDL, por atuarem como antioxidantes 

eliminando ânion superóxido e radicais hidroxilas. Sabe-se que este 

tipo de oxidação é considerada um mecanismo fundamental no 

desenvolvimento da aterosclerose (AVIRAM et al., 2000; FRAGA et 

al., 2010; QUIÑONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013). Outros 

mecanismos pelos quais os polifenóis atuam na proteção contra as 

doenças cardiovasculares são antioxidante, antiplaquetários, anti-

inflamatórios, bem como, apresentam ação de elevar os níveis de 

HDL (Lipoproteína de alta densidade) e melhoria da função 

endotelial (AVIRAM et al., 2000; NARDINI; NATELLA; 

SCACCINI, 2007; GARCÍA-LAFUENTE et al., 2009; FRAGA et 

al., 2010; QUIÑONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013).  

Após as frações serem submetidas à análise cromatográfica 

utilizando-se a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

em diferentes sistemas de eluentes, foi escolhido 

metanol:diclorometano:ácido fórmico (10:90:1) como o sistema que 

apresentou melhor resolução das bandas nas placas cromatográficas.  

Este trabalho utilizou CLAE para identificação dos compostos 

presentes nas folhas de H. acetosella, visto que é uma técnica 

amplamente utilizada na área de produtos naturais, tanto no 

isolamento dos metabólitos secundários em extratos vegetais, como 

na identificação e quantificação desses compostos isolados 

(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; MARCO; POPPI; 

SCARMINIO, 2008; MALDANER; JARDIM, 2009). Foram 

analisados o extrato bruto e as três frações da espécie, como se pode 

verificar nas figuras 2, 3, 4 e 5. Os picos que apresentaram 

Reação de Fenton:            Fe
+2

+ O2 → Fe
+3

 + O2
-
 

                                          Fe
+2

 + H2O2 → Fe
+3

 + OH
-
 + OH

• 
 

Reação de Haber-Weiss:  O2
-
 + H2O2 → O2 + OH

-
 + OH

• 
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similaridade com relação aos parâmetros monitorados foram 

numerados.  

 

Figura 2 – Perfil cromatográfico dos padrões, analisados em 

CLAE/DAD em 280 nm, utilizando o programas de gradiente 

otimizado, conforme descrito no item 4.3.1.  
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Figura 3 – Perfil cromatográfico do extrato bruto das folhas secas de 

H. acetosella, analisado em CLAE/DAD em 280 nm, utilizando o 

programa de gradiente otimizado conforme descrito no item 4.3.1, e 

abaixo pode ser visto o perfil UV do composto 3 (tR: Tempo de 

retenção). 
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Figura 4 – Perfil cromatográfico dos padrões, analisados em 

CLAE/DAD em 310 nm, utilizando o programas de gradiente 

otimizado conforme descrito no item 4.3.1.  

 
 

Figura 5 – Perfil cromatográfico do extrato bruto das folhas secas de 

H. acetosella, analisado em CLAE/DAD em 310nm, utilizando o 

programa de gradiente otimizado conforme descrito no item 4.3.1.  
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Os resultados do perfil do extrato bruto das folhas de                      

H. acetosella mostrou picos cromatográficos no tempo de retenção 

entre 0 a 40 minutos. Ao analisar a figura 3, no comprimento de onde 

de 280 nm, no tempo de retenção de 6,84 minutos, pôde-se observar 

a presença do pico 3, identificado como sendo o composto fenólico 

ácido caféico (C9H8O4), quando comparado com os tempos de 

retenção com os de padrões autênticos (figura 2).  Além de constatar 

a presença de compostos polifenólicos (ácido cafeico), pôde-se 

verificar a presença de flavonoides e saponinas, por CCD. Tsumbu e 

colaboradores (2012) isolaram, ainda, os seguintes compostos: ácido 

clorigênico, rutina, hiperosídeo e ácido rosmarínico. 

O Ácido Cafeico foi identificado como metabólito secundário 

presente em H. Acetosella e segundo dados de literatura mostram que 

derivados do ácido cafeico apresentam propriedades biológicas e 

farmacológicas, tais como antioxidantes (OZEN et al., 2004; 

OZYURT et al., 2004), anti-inflamatórios (KROL et al., 1996; 

MICHALUART et al., 1999), anticancerígeno (LEE et al., 2000; 

CHEN; SHIAO; WANG, 2001; BORRELLI et al., 2002) e 

imunomoduladores (PARK; KAHNG, 1999), atividades semelhantes 

aos flavonoides, além de influenciar na alteração da frequência 

cardíaca e da pressão arterial (LI et al., 2005). 

Derivados do ácido cafeico demonstraram ser benéfico em 

doenças cardiovasculares e para ter um efeito hipotensor em ratos 

espontaneamente hipertensos (NATARAJAN et al., 1996; ILHAN et 

al., 1999; MAFFIA et al., 2002). Essa abordagem será aprofundado 

no item 5.3, quando será correlacionado com os resultados obtidos 

nos testes farmacológicos realizados in vivo.  

 

5.2 ATIVIDADE CITOTÓXICA 

 

A cultura de células é uma ferramenta valiosa para a 

investigação do funcionamento celular, pois consiste na manutenção 

e multiplicação in vitro de células vivas possibilitando a análise do 

metabolismo e do comportamento celular frente a um componente a 

ser testado (EISENBRAND et al., 2002). Essa avaliação é de 

fundamental importância, pois muitos compostos presentes nas 

plantas possuem atividade tóxica que podem causar danos celulares.  

Revisando em literatura, foram encontrados poucos trabalhos 

científicos que tenham avaliado a potencial atividade tóxica do 

extrato de H. acetosella sobre células (TSUMBU et al., 2011; 

TSUMBU et al., 2012). Assim, para verificar a citotoxicidade do 
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extrato hidroalcoólico e das respectivas frações de H. acetosella, foi 

realizado o experimento in vitro com duas linhagens de células: 

HaCaT (queratinócitos humanos saudáveis) e B16 (melanócitos de 

murinos). Os resultados estão apresentados na figura 6. 

 

Figura 6 – Citotoxicidade das frações de H. acetosella frente às 

linhagens celulares testadas, conforme descrito nos itens 4.4.1 e 

4.4.2. 

 
Os resultados encontrados podem ser estratificados em dois 

tipos de amostras, IC50> 200 µg/mL: Extrato bruto e fração 

butanólica, se mostrando, assim, sem citotoxicidade; e amostras com 

IC50 entre 25 e 200 µg/mL: fração de acetato de etila e fração de 

diclorometano, com citotoxicidade moderada. 
Neste estudo, foram adotados os critérios segundo o Instituto 

Nacional do Câncer dos Estados Unidos (USNCI), no qual, o 

programa de triagem de plantas estabelece que, um extrato vegetal 

bruto, para ser considerado citotóxico, deve apresentar IC50, após 
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incubação de 48 a 72 horas, menor que 20 µg/mL, ou 4µg/mL em 

caso de compostos puros (GERAN et al., 1972).  
De acordo com os resultados obtidos, pôde-se constatar que o 

extrato e as frações testadas de H. acetosella não mostraram 

atividade citotóxica significante para as linhagens testadas. 

Verificou-se, ainda, maior atuação sobre as células de melanócitos 

quando comparada às células sadias, com exceção do extrato bruto.  

Os resultados obtidos corroboram os descritos por Tsumbu e 

colaboradores (2011; 2012), sendo que foram utilizados modelos 

distintos para verificação de viabilidade celular em H. acetosella. 

Alguns estudos com animais avaliando outra espécie de 

Hibiscus (H. sabdariffa) sugerem que esta espécie possui baixo grau 

de toxicidade aguda com a dose letal média (DL50) que varia de 2000 

a mais de 5000 mg/kg (FAKEYE et al., 2009; NDU et al., 2011). Em 

contraste, foi demonstrado que mostrou que doses tão altas como 

4600 mg/kg pode ser administrada por vários meses em um modelo 

animal sem relatos de mortalidade, embora tenham sido encontrados 

efeitos negativos sobre testículos e contagem de espermatozoides 

(ORISAKWE; HUSAINI; AFONNE, 2004). A variação destes 

resultados pode ser devido ao tipo de solventes usados para a 

extração, o método e duração de administração e da variedade da 

espécie utilizada (FAKEYE et al., 2009). 

A determinação da citotoxicidade é uma fase essencial para 

garantir o uso seguro. Estes resultados sugerem que o uso de                     

H. acetosella não possui efeitos citotóxicos, no entanto, outros 

estudos toxicológicos são necessários para confirmar o uso seguro 

desta planta medicinal. 

 

5.3 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

 

Por H. acetosella ser utilizada pela população da região e 

possuir compostos químicos importantes na área farmacológica, 

primeiramente foram realizados estudos fitoquímicos para analisar os 

compostos do metabolismo secundário presente nesta espécie. Outras 

espécies de Hibiscus foram mais estudadas e estas apresentam efeito 

diurético e anti-hipertensivo, como por exemplo,                            

Hibiscus sabdariffa, que é utilizada popularmente com esta 

finalidade e já existem estudos que indicam a possível atuação de 

determinados compostos químicos que atuam na enzima conversora 

de angiotensina (ECA) (HERRERA-ARELLANO et al., 2004; 
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HERRERA-ARELLANO et al., 2007; OJEDA et al., 2010; 

TIRAPELLI et al., 2010). 

Para análise farmacológica do extrato de H. acetosella, foi 

reproduzido um modelo de hipertensão já descrito em literatura, que 

consistiu em alimentar os animais com ração hipersódica (8% de 

NaCl na ração para roedores (KOGA et al., 2008, SOUZA et al., 

2011). 

Apesar de ser um modelo bem aceito e amplamente utilizado, 

segundo outras literaturas é um modelo de difícil reprodução, 

podendo ser necessário o tratamento por um período de tempo maior 

do que cinco semanas. Morizane e colaboradores (2012) e Susic e 

colaboradores (2010), relatam que o animal pode continuar 

apresentando dados pressóricos basais semelhantes aos de um animal 

normotenso, o que indica que o mesmo não apresenta hipertensão. A 

Figura 7 demonstra que os animais do grupo que recebeu apenas 

dieta hipersódica, quando comparados com o grupo controle, não 

apresentaram pressão arterial elevada, assim como os outros grupos 

que também apresentaram pressão arterial basal semelhante ao 

controle, não havendo diferença estatisticamente significativa em 

nenhum dos grupos. 

 

Figura 7 – Pressão arterial média de ratos que receberam ração 

normal (controle) ou ração hipersódica, tratados ou não com                       

H. acetosella. Os animais tratados com captopril fazem parte do 

grupo controle positivo. Cada barra representa um número de 4 a 10 

animais. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA de uma 

via.  Os dados foram avaliados no programa GraphPad Prism 5. 
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Segundo Neves e colaboradores (2012), independentemente 

do modelo de hipertensão, geralmente a disfunção endotelial 

desenvolve-se em animais hipertensos, onde o aumento de espécies 

reativas de oxigênio, hiperatividade do sistema renina angiotensina, 

endotelina, ativação simpática e inflamação podem contribuir para o 

estresse oxidativo e no mecanismo da disfunção endotelial.    

Sabe-se que o endotélio vascular exerce controle da 

homeostase cardiovascular, através da atividade regulatória de 

mediadores vasodilatadores e vasoconstritores sobre o endotélio. 

Quando ocorre desequilíbrio nestes mecanismos ou os mesmos são 

afetados, podem gerar um quadro hipertensivo ou somente uma 

disfunção endotelial, que é caracterizada pela diminuição da 

vasodilatação endotélio-dependente (SCHACHINGER; BRITTEN; 

ZEIHER, 2000; WIDLANSKY et al., 2003; NEVES et al., 2012). 

Alterações na estrutura do endotélio vascular que resultam em 

aumento da resistência, ou ainda, em espessamento estrutural 

permanente dos vasos, aumentam a reatividade vascular (KUMAR; 

ABBAS; FAUSTO, 2010).  

Alguns estudos com plantas medicinais descrevem que 

extratos podem ter ação nas artérias coronária e os polifenois são 

associados a esse efeito de relaxamento do endotélio-depentende 

(KIM et al., 2013).  

No presente estudo, foi possível observar a reatividade do 

endotélio vascular frente à administração de fármaco com ação de 

vasoconstrição e vasodilatação. Para realizar a análise da função 

endotelial, o método mais empregado, em estudos clínicos, tem sido 

a avaliação da resposta vasomotora dependente do endotélio de 

artérias de condução e de vasos de resistência a estímulos 

farmacológicos ou a modificações no fluxo sanguíneo. O vasodilator 

de escolha tem sido a acetilcolina, visto que a ação direta nas células 

endoteliais, associada ao aumento de fluxo, leva à produção e 

liberação de óxido nítrico, causando redução do tônus e 

vasodilatação (TOUSOULIS; DAVIES; CRAKE, 1998; 

RODRIGUES et al., 2010). E, como vasoconstritor, o fármaco de 

escolha é a fenilefrina (ROSSONI et al., 2002; DOS SANTOS et al., 

2006; RODRIGUES, et al., 2014). 

Observando a Figura 8, quando administrado fenilefrina, 

pôde-se constatar que a dieta com excesso de sal causou disfunção 

endotelial maior nos vasos dos animais do grupo com dieta 

hipersódica, quando comparado com o grupo controle. O grupo que 

recebeu dieta hipersódica apresentou uma resposta mais intensa à 
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fenilefrina, o que representou uma vasoconstrição mais intensa e por 

um período de tempo maior nesses animais. É importante ressaltar 

que alguns animais não retornaram à pressão basal após sua atuação 

no organismo, indicando que a sensibilidade do endotélio dos 

animais hipertensos estava alterada.  

 

Figura 8 – Alteração da pressão arterial média em resposta à 

fenilefrina (Phe 3 nmol/kg – 30 nmol/kg) em ratos que receberam 

ração normal (controle) ou ração hipersódica, que receberam ou não 

tratamento com H. acetosella. Os animais tratados com captopril 

fazem parte do grupo controle positivo. Cada barra representa um 

número de 4 a 10 animais. Os dados foram analisados utilizando-se 

ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls. 

*p< 0,05; **p<0,01. Os dados foram avaliados no programa 

GraphPad Prism 5.0. 
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Conforme representado na Figura 8, quando administrado as 

três doses de fenilefrina, o grupo que recebeu dieta hipersódica e foi 

tratado com H. acetosella 250 mg/kg apresentou efeito protetor sobre 

a disfunção endotelial provocada pelo excesso de sal, quando 

comparado com o grupo que recebeu apenas dieta hipersódica. Na 

dose de fenilefrina 10 nmol/kg e 30 nmol/kg, o tratamento com dose 

de 100mg/kg de extrato de H. acetosella também foi capaz de 

proteger o endotélio vascular, como apresentado na Figura 8. O 

efeito protetor de H. acetosella, pode ser explicado pelo fato desta 
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planta apresentar compostos antioxidantes, como polifenóis, ácido 

cafeico e flavonoides, e ainda saponinas como demonstrado nos 

estudos fitoquímicos (OZEN et al., 2004; KIM et al., 2013).  

Alguns estudos relataram anteriormente que derivados do 

ácido cafeico induzem hipotensão imediata dosagem-dependente e 

leva a diminuição da frequência cardíaca. Ozen e colaboradores 

(2004), durante experimento in vivo, relataram os efeitos 

hipotensores e bradicárdicas do CAPE (Éster Fenetílico Ácido 

Cafeico) em ratos. Esse derivado cafeico pode afetar o sistema NO 

(óxido nítrico) e também inibir a peroxidação lipídica, tendo 

capacidade de prevenir a oxidação de componentes intracelulares 

importantes. 

Estudos epidemiológicos examinaram a relação entre a 

ingestão de polifenóis a partir do consumo de alimentos (frutas, 

legumes, chá, vinho) e a prevenção de doenças crônicas, incluindo 

um efeito protetor sobre as doenças cardiovasculares. De acordo com 

estes, evidencias apoiam que a ingestão de flavonoides apresenta 

efeitos sobre a pressão arterial, perfil lipídico, atividade plaquetária, 

a sensibilidade à insulina, cognitivo função, inflamação e estresse 

oxidativo (GRASSI; FERRI, 2014). Outros estudos mais específicos 

relacionados aos flavonoides e em especial a quercetina relatam que 

estes exercem efeitos vasodilatadores independente do endotélio, 

ação protetora sobre o óxido nítrico e a função endotelial em 

condições de estresse oxidativo (MULVIHILL; HUFF, 2010; HE et 

al., 2012). 

Ao administrarmos a acetilcolina, agente vasodilatador, pode-

se observar (Figura 9), que em sua concentração máxima testada (30 

nmol/kg), a vasodilatação do grupo de animais tratados com                      

H. acetosella na concentração de 100mg/kg foi mais significativa. 
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Figura 9 – Alteração da pressão arterial média em resposta à 

acetilcolina (ACh 3 nmol/kg – 30 nmol/kg) em ratos que receberam 

ração normal (controle) ou ração hipersódica, que receberam ou não 

tratamento com H. acetosella. Os animais tratados com captopril 

fazem parte do grupo controle positivo. Cada barra representa um 

número de 4 a 10 animais. Os dados foram analisados utilizando-se 

ANOVA de duas vias seguida do teste de Student-Newman-Keuls. 

*p<0,05; **p<0,01. Os dados foram avaliados no programa 

GraphPad Prism 5.0. 
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A figura 9 mostra H. acetosella apresentando ligeira 

proteção sobre a vasodilatação induzida pela acetilcolina, em 

especial na dose de 100 mg/kg do extrato, quando comparado com o 

grupo que recebeu dieta hipersódica mas não foi tratado com extrato 

da planta. Segundo Kumar, Abbas e Fausto (2010) e Neves e 

colaboradores (2012) a disfunção endotelial ocorre antes das 

manifestações das doenças vasculares que, quando presente, provoca 

diminuição da vasodilatação mediada pelo aumento do fluxo e, 

consequentemente, vasoconstrição após infusão de acetilcolina. Na 

hipertensão sensível ao sal, a redução da vasodilatação dependente 

do endotélio ocorre devido à diminuição da responsividade das 

células musculares lisas vasculares ao óxido nítrico e a diminuição 

da produção de NO (DICKINSON et al., 2014). Sendo assim, o 

comprometimento da vasodilatação, mediado pela acetilcolina 
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diminuída no grupo hipertenso, é justificada pelas alterações 

celulares que o excesso de sal causa no endotélio. 

Em suma, extrato bruto de H. acetosella preveniu danos 

endoteliais, melhorando a resposta do vaso, quando administrado 

agente vasodilatador e vasoconstritor, mostrando um potencial efeito 

protetor sobre o sistema cardiovascular. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 As análises cromatográficas (CCD e CLAE) no extrato 

hidroalcoólico das folhas de H. acetosella detectaram compostos 

polifenólicos, como flavonoides, ácido cafeico e saponinas.  

 Os resultados encontrados de IC50 do extrato bruto foram 

superiores a 400 µg/mL para linhagem B16 e 205 µg/mL para 

HaCaT. Para a fração butanólica, o IC50 foi superior 400 µg/mL para 

ambas as linhagens. Para fração de acetato de etila, o IC50 foi 54 

µg/mL para B16 e 95 µg/mL para HaCaT e para fração de 

diclorometano, o IC50 foi 86 µg/mL para B16 e 169 µg/mL para 

HaCaT.  

 Modelo animal utilizado mostrou que o excesso de sal 

causou disfunção endotelial.  

 O grupo de animais com disfunção endotelial que foram 

tratados com extrato bruto de H. acetosella nas doses de 100 mg/kg e 

250 mg/kg apresentaram menor resposta vasoconstritora e resposta 

vasorrelaxante mais intensa. 

 O extrato bruto de H. acetosella mostra que pode apresentar 

efeito cardioprotetor principalmente no que se refere à proteção do 

endotélio vascular. 

 Pode-se associar a presença dos compostos secundários 

detectados em H. acetosella com a atividade biológica 

cardiovascular relatada pela população.  
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