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Analise Fitoquimica Preliminar e Avaliagao da
Atividade Analgésica de Extratos Hidroalcodlicos de
Malvaviscus arboreus e Hibiscus tiliaceus (Malvaceae)
Preliminary Phytochemical Analysis and Evaluation of Analgesic Activity

of Hydroalcoholic Extracts of Malvaviscus arboreus and Hibiscus
tiliaceus (Malvaceae)

Rodolfo G. A. V. Pedroso,? Aurea Echevarria,>** Marcia C. C. Oliveira,® Miriam E.C. Faria,®
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Medicinal plants have been used as therapeutic agents for millennia due to their intrinsic properties and
therapeutic or curative potential. The species Malvaviscus arboreus and Hibiscus tiliaceus, belonging
to the Malvaceae family, have been considered promising sources of bioactive compounds with
pharmacological potential. This study aimed to investigate the hydroalcoholic extracts of the species
Malvaviscus arboreus and Hibiscus tiliaceus for the presence of flavonoids and phenols, as well as
their analgesic activities. The species were collected on the UFRRJ campus, and the extracts were
obtained using an ethanol: water (70:30, v/v) mixture by maceration. The determination of total phenols
was performed by the Folin-Ciocalteu method, and the flavonoid content using aluminum chloride, in
addition to the preliminary analysis of these metabolites by 1D and 2D NMR. The tests to evaluate the
antinociceptive effect were performed using male Swiss mice and the acetic acid-induced abdominal
contortions model, as well as the non-inflammatory tail withdrawal pain model. The hydroalcoholic
extracts of H. tiliaceus and M. arboreus exhibit the presence of phenols and flavonoids, and porphyrins,
respectively, which contribute to their significant antinociceptive activity in chemical and thermal
stimulation models, through the involvement of the NO/cGMP/K+ATP pathway at peripheral, spinal,
and/or supraspinal neuronal levels.

Keywords: Malvaviscus arboreus; Hibiscus tiliaceus, flavonoids; phenols; porphyrins; ethnopharmacology.

1. Introducao

As plantas medicinais tém sido utilizadas como agentes terapéuticos de cura ha milénios,
para amenizar e curar diversas enfermidades.! A sua utiliza¢do ao longo da histéria ocorreu
devido ao conhecimento sobre plantas que auxiliavam no tratamento de doencas, a partir o seu
potencial terapéutico ou curativo, por sucessivas geragdoes. No mundo, atualmente, cerca de
80% da populagdo utiliza as plantas medicinais como recurso para o tratamento ou alivio de
alguma enfermidade.? O Brasil possui cerca de 20% da flora mundial e a maior biodiversidade
genética do mundo apresentando, assim, um grande potencial terapéutico utilizando suas
espécies vegetais.’

Considerando-se o uso de plantas medicinais para os diversos males que cometem o0s seres
humanos e animais, a dor e a inflamacao foram os alvos deste estudo.

Originalmente, a pesquisa na drea do controle da dor e dependéncia de medicamentos se
concentrou, exclusivamente, em produtos naturais.* O estudo de novas formulagdes analgésicas
contendo extratos de plantas e seus metabdlitos secundarios continua crescendo devido a
enorme variedade de espécies vegetais,’ além do desenvolvimento de derivados semissintéticos
e sintéticos a partir de produtos naturais isolados, ou ainda, utilizando-os como protétipos,
que também foram introduzidos no mercado.? Inimeras pesquisas estdo sendo atualmente
desenvolvidas, exclusivamente, para avaliar o efeito anti-inflamatério e analgésico em espécies
vegetais nativas do Brasil ou exéticas.>®

A investigacdo da eficicia dos remédios a base de plantas, utilizados na medicina tem
mostrado grandes avancos, devido aos menores custos e efeitos colaterais reduzidos.” Assim, os
extratos, fragdes e metabolitos secundarios ativos isolados e caracterizados farmacologicamente
provenientes de espécies vegetais continuam a ser utilizados como fontes importantes de novas
preparagdes terapéuticas.’
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Neste contexto, estudos diversificados para determinar
as potenciais atividades farmacoldgicas, e as descobertas
de novos fito medicamentos a partir de espécies vegetais
evoluiram para inclus@o de numerosos campos de
investigacdo e varios métodos de andlise.* Os metabdlitos
secunddrios obtidos a partir de plantas t€ém, ao longo dos
anos, contribuido sobremaneira para o entendimento atual
dos importantes mecanismos relacionados, por exemplo,
ao processo de transmissdo e tratamento da dor e da
inflamagdo.?

Portanto, no presente estudo selecionou-se a familia
Malvaceae devido a sua ampla distribuicdo em regides
tropicais e temperadas em todo o mundo,” assim como
pela auséncia de estudos quanto aos efeitos analgésicos
das espécies Malvaviscus arboreus e Hibiscus tiliaceus nas
condi¢des de extracdo estudadas neste trabalho. A familia
Malvaceae € formada de aproximadamente 243 géneros com
4225 espécies de ervas, arbustos e drvores.'” No Brasil, s3o
mencionados 35 géneros e 400 espécies distribuidas por todo
territorio. Diversas classes de metabdlitos secunddrios foram
identificadas nas espécies de Malvaceae como esteroides,
terpenos, dcidos fendlicos, alcaloides, flavonoides e
cumarinas.''

As espécies Malvaviscus arboreus e Hibiscus tiliaceus
pertencem a familia Malvaceae e foram selecionadas
para este estudo. Adicionalmente, a espécie Malvaviscus
arbororeus Cav., chamada de hibisco-colibri, € nativa do
Meéxico e norte da América do Sul, porém amplamente
distribuida em toda América tropical, sendo utilizada,
principalmente, como planta ornamental em cercas-vivas
ou isolada devido ao seu manejo simples e floracdo durante
todo o ano."” A espécie Hibiscus tiliaceus, vulgarmente
chamada algodoeiro-da-praia, € origindria do Velho Mundo,
é bem adaptada em diversos climas e pode ser encontrada,
principalmente, em ambientes costeiros de rios, praias e
mangues. Sua madeira ¢ amplamente utilizada na construgio
civil e outros fins."

Considerando que as espécies M. arboreus e H. tiliaceus
tém sido reconhecidas como fontes promissoras de
compostos bioativos com potencial farmacolégico, ¢
importante destacar que muitos dos seus metabdlitos
secunddrios ou até mesmo seus extratos brutos ainda ndo
foram completamente caracterizados e investigados quanto
as suas atividades biolégicas. Efeitos farmacolégicos
como anticonvulsionante,'* e gastroprotetor’ tém sido
recentemente relatados para a espécie M. arboreus, além
do uso de suas flores'®!” na dieta humana devido a suas
distintas propriedades sensoriais e beneficios para a saide.
Metabélitos secundarios da espécie H. tiliaceus foram
avaliados, recentemente, com relatos do efeito inibidor da
melanogenese e da enzima tirosinase,'® do efeito citotéxico
frente a células HeLa,' e frente a células de cAncer de mama
triplo-negativas MDA-MB-231.%°

Além disso, a busca por novos tratamentos € de extrema
relevancia considerando a resisténcia aos medicamentos
e os efeitos colaterais associados. Logo, o estudo de
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extratos vegetais com potencial atividade anti-inflamatéria
e analgésica, favorece a possibilidade de resultados
promissores, com a descoberta de alternativas terapéuticas
mais seguras e eficazes. Neste sentido o presente estudo
teve como objetivo avaliar os extratos hidroetanélicos
das espécies Malvaviscus arboreus e Hibiscus tiliaceus
(Figura 1), que pertencem a familia Malvaceae, quanto
ao conteddo de flavonoides e fendis totais, além de suas
atividades anti-inflamatoria e analgésica.

Figura 1. Imagens das espécies (A) Malvaviscus arboreus e
(B) Hibiscus tiliaceus

2. Parte Experimental

2.1. Geral

Os espectros de infravermelho foram obtidos em
espectrometro da Bruker FTIR, modelo Vertex 70, utilizando
a técnica ATR (do inglés Attenuated Total Reflectance).
Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN
de hidrogénio e carbono-13 uni e bi-dimensionais)
foram obtidos em espectrometro da Bruker Avance II1
Ultrashield Plus (‘H, 500 MHz; “C, DEPTQ, 125 MHz,
e os experimentos 2D HMBC e HSQC), utilizando TMS
como referéncia interna e cloroférmio-dg na solubilizacio
das amostras. A determinagdo dos valores de fendis e
flavonoides totais foi realizada em espectrofotometro Bruker
modelo RDL 80255 nos comprimentos de onda em 760 nm
e 415 nm, respectivamente.

2.2. Material vegetal e preparagao dos extratos

As espécies M. arboreus e H. tiliaceus (familia
Malvaceae) foram coletadas no campus da UFRRJ em
janeiro de 2024, identificadas pela Dra. Eliane de Lima
Jacques do Departamento de Botanica da UFRRJ, sendo
as exsicatas sob numeros RBR 62024 ¢ RBR 62026,
respectivamente, depositadas no Herbario do Departamento
de Botanica da UFRRIJ. A pesquisa dessas espécies
foi registrada na plataforma do Sistema Nacional de
Gerenciamento do Patriménio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), sob nimero AE7C369.

O material vegetal, constituido das folhas e caules in
natura, 1288 g de M. arboreus e 522 g de H. tiliaceus,
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foi triturado em moinho de facas e seco em estufa com
circulacdo de ar. Os extratos vegetais das duas espécies,
ap6s secagem, foram preparados pela técnica da
maceragdo estdtica em etanol:dgua (70:30 v/v) durante
7 dias ao abrigo da luz. Os solventes foram retirados
por evaporacdo rotatoria, e os extratos brutos de 33 g da
espécie M. arboreus e 29 g da espécie H. tiliaceus foram,
posteriormente, submetidos a investigag@o das principais
classes de metabdlitos secunddrios utilizando-se os
espectros de infravermelho, ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono-13.

2.3. Avaliacao de flavonoides totais

A metodologia utilizada para a preparacgdo das
amostras para andlise de flavonoides totais foi de acordo
com a literatura,” com algumas alteracdes. Foram
utilizadas aliquotas 0,5 mL contendo as amostras dos
extratos e adicionadas a 4,3 mL de etanol 70%, 0,1 mL de
AICI; 10% (m/v) e 0,1 mL de solucdo de acetato de potdssio
a 1 mol L. Posteriormente, foi realizada a leitura das
amostras, 30 min apds seu preparo, em espectrofotdmetro
em comprimento de onda de 415 nm. O controle positivo
foi preparado sem a adicdo de AICI, na amostra para leitura.
Como padrdo de flavonoide foi utilizada a quercetina através
de curva de calibracdo com seis concentragdes, 6,25; 12,5;
25;50; 75 e 100 ug mL". Todas as andlises foram feitas em
triplicata em cada concentragdo e os resultados expressos
em mg g de equivalentes em quercetina.

2.4. Avaliacao de fendis totais

A determinagdo de fendis totais foi baseada no método
de Folin-Ciocalteu, e a metodologia aplicada de acordo
com a literatura®* com algumas modificacdes. As amostras
foram diluidas a uma concentragio de 150 ug mL'. Cada
amostra foi preparada em triplicada e aliquotas de 1 mL de
extrato diluidos em 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
10% (v/v) obtido recentemente e adicionado a 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sédio a 7,5% (m/v). A mistura
resultante com volume final de 5,5 mL foi incubada a
50 °C por 5 min e, posteriormente, resfriada a temperatura
ambiente. A leitura foi realizada em comprimento de onda
de 760 nm em espectrofotdmetro. A curva de calibragdo foi
construida usando dcido gélico como padrido de referéncia
em 7 concentracgdes, sendo elas 10; 25; 35; 50; 75; 100 e
125 ug mL'. A concentragdo de fendis totais foi expressa
em mg g' de dcido gilico (AG).

2.5. Ensaios bioldgicos

2.5.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com
peso de 30-45 g. O protocolo para este estudo foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CEUA-ICBS/UFRRJ),
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ndmero 032/2018. Os animais foram obtidos do Biotério
do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas/ ICBS/ UFRRIJ,
e mantidos em ambiente com temperatura controlada
(22 + 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h. Agua e alimentacio
foram mantidas a disposi¢@o dos animais, porém, a racao foi
retirada 8 h antes da administrag@o oral do extrato.

2.5.2. Teste de contor¢cbes abdominais induzidas por
acido acético

Este modelo foi usado para triagem da atividade
antinociceptiva.*® Os animais foram tratados por via
oral com solugdo salina, veiculo, morfina (5 mg kg') e
extratos (10, 50 e 100 mg kg"). As contor¢des abdominais
foram induzidas pela administragdo intraperitoneal de
0,01 mL g' de 4cido acético (0,8% v/v). A contagem do
nimero de contor¢des foi iniciada imediatamente apds a
injecdo e permaneceu por um periodo de 30 min. O padrao
de contor¢@o abdominal estabelecido para contagem foi o
aparecimento de fortes contragdes abdominais, alongamento
de todo o corpo do animal, seguido pelo alongamento dos
membros posteriores e contato do abdémen com o assoalho
do recipiente em que o animal se encontrava.

2.5.3. Modelo de retirada de cauda

Este modelo foi utilizado para avaliagdo da atividade
antinociceptiva nao inflamatéria.>* Os animais foram
tratados por via oral com solucao salina, veiculo, morfina
(8 mgkg") e extratos (10, 50 e 100 mg kg'). Neste modelo,
o animal foi imobilizado dentro de um recipiente cilindrico
e a cauda foi imersa (aproximadamente 2 cm) em banho-
maria com dgua aquecida a uma temperatura de 50 = 1 °C.
Mediu-se o tempo (em segundos) em que o animal demorou
aretirar a cauda de dentro da dgua, tempo este chamado de
“tempo de laténcia”. Foram feitas oito medidas dos tempos
de laténcia com intervalos de 20 min entre cada uma delas.
As primeiras duas medidas foram realizadas antes da
administracdo dos tratamentos (foram chamadas de medidas
controle). A média das medidas controle foi denominada
“linha de base”. Para se evitar danos teciduais causados pela
temperatura na cauda dos animais, calculou-se um “cut-off”
de 3 vezes o valor da linha de base. Os resultados foram
expressos como percentual de aumento em relacdo a linha
de base, de acordo com a férmula (1):

Aumento da linha) (100 -TL)
de base N LB x 100 )

onde: TL = Tempo de laténcia; LB = Linha de base
Antagonistas como: naloxona (antagonista ndo-seletivo
opioide; 5 mg kg, glibenclamida (bloqueador de canal de
potdssio sensivel a ATP; 1 mg kg!), L-Arginina (precursor
na sintese de 6xido nitrico; 3 mg kg') e N-nitro-arginina-
L-metil éster (L-NAME - inibidor nao-seletivo da 6xido
nitrico sintase; 3 mg kg') foram administrados por via
intraperitoneal, 15 min antes do tratamento oral dos
extratos, no modelo de retirada de cauda, com a finalidade
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de avaliar a participagdo de diferentes sistemas sobre a
atividade dos extratos.

2.5.4. Modelo do campo aberto

O procedimento foi similar ao descrito por Barros e cols.,
1991.% Os camundongos receberam solucao salina, veiculo,
morfina (8 mg kg') e extratos (10, 50 e 100 mg kg™') por via
oral e foram colocados individualmente em uma camara de
observacdo (60 min ap6s administragao oral) cujo assoalho
foi dividido em quadrados (5 x 5 cm). O nimero total de
quadrados percorridos durante o periodo de 5 min foi contado.
A atividade espontinea foi quantificada pelo nimero de
quadrados percorridos durante o intervalo de 5 min.

2.5.5. Analise de dados

Os grupos experimentais foram constituidos por
6 animais. Os resultados sdo apresentados como média + erro
padrao da média (EPM). A significincia estatistica entre os
grupos foi realizada pela aplicagdo de andlise de variancia
(One-Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni
para os testes de contor¢des abdominais induzidas por dcido
acético e campo aberto. E foi realizada pela aplicacio de
andlise de variancia (Two-Way ANOVA) acompanhada pelo
teste de Bonferroni para os testes de retirada de cauda. Os
valores de p menor que 0,05; 0,01 e 0,001 foram usados
como nivel de significancia.

3. Resultados e Discussao

3.1. Andlise fitoquimica preliminar das classes de
metabdlitos secundarios dos extratos hidroalcoolicos das
partes aéreas de M. arboreus e H. tiliaceus

Os extratos brutos em etanol:dgua (70:30 v/v), apds
secos, foram obtidos com rendimentos de 11% e 21% para
M. arboreus e H. tiliaceus, respectivamente. Posteriormente,
foram obtidos os espectros de infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13 uni e bi-
dimensionais.

A andlise dos espectros de infravermelho e RMN (1D e
2D) para o extrato hidroalcodlico de H. tiliaceus revelam a
presenca de unidades glicosidicas e fendlicas caracteristicos
de flavondides, corroborando com os relatos da literatura
observados para outras espécies.?

Os espectros de infravermelho da espécie H.tiliaceus
indicaram, resumidamente, a banda de absor¢do intensa
e larga de estiramento em 3240 cm™! para O-H associado;
2924 e 2854 cm! para C-H alifatico; 1716 cm™ para C=0
cetonica; 1607 cm! para C=C aromatico e 1055 cm™! para
éter aromatico. A espécie M. arboreus no espectro de
infravermelho mostrou banda de absor¢ao intensa e larga de
estiramento em 3338 cm™! para O-H associado; 3001 cm’!
para C-H aromadtico; 2974, 2926 e 2856 cm™! para C-H
alifdtico; 1620 cm™ para C=C aromatico e 1043 cm™' para
éter aromatico (Informagdes Suplementares S1-S2).
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Os espectros de RMN 'H (1D e COSY) para H. tiliaceus
revelaram a presenca de dois sinais para dtomos de hidrogénio
localizados no anel A de uma unidade flavonoidica
dissubstituida (Figura 2), com a constante acoplamento (J)
indicando interag¢do spin-spin de hidrogénios mantendo
entre si relacdo meta (J=2,0 Hz) e correspondendo aos
hidrogénios H-6 (6H 6,44 ppm) e H-8 (8H 6,45 ppm).
Para o anel B, a andlise revelou a presenca de sinais
caracteristicos de um sistema aromatico para dissubstituido,
sendo, consequentemente, representado por dois dupletos
correspondentes aos dois pares de dtomos de hidrogénio
H-6’ (6H 6,71 ppm) e H-5" (6H 7,01 ppm) com J=8,0 Hz
que evidéncia interagdo orto; e um singleto largo para H-2’
em OH 7,7 ppm que corresponde a interacdo spin-spin em
meta com H-6°. Os valores dos deslocamentos quimicos e
das constantes de acoplamento observadas nos espectros
de RMN 'H (1D e COSY) permitiram propor a localizacio
de fungdes oxigenadas nas posicdes 3’ e 4’ caracteristico
do anel B em alguns flavonéides. Grupos hidroxilicos
localizados em C-5, envolvidos em ligagdo de hidrogénio
OH 12,13 - 12,94 ppm e, as hidroxilas localizadas em outras
posicdes revelaram-se mais sensiveis aos efeitos de solvente,
H,O presente no solvente e temperatura.

Os flavondides com anel B dioxigenados podem ser
representados por trés grupos: um apresentando duas
hidroxilas, com 8C: 114,92 (CH-2’), 114,19 (CH-5")
e 120,78 (CH-6’); uma hidroxila e uma metoxila, com
oC: 114,79-115,53 (CH-2’), 110,69-111,26 (CH-5") e
120,34-121,73 (CH-6’) e flavonoides com duas metoxilas,
com 6C: 111,04-111,68 (CH-2’), 110,73-111,26 (CH-5") e
121,72-122,59(CH-6").%

Os dados obtidos pela técnica HSQC, revelam os sinais
correspondentes aos acomplamentos a uma ligagdo C-H,
que o anel B ¢ dissubstituido apresentando uma -OH e
uma -OCH, (Figura 3). O espectro de HMBC confirma este
padrdo de substitui¢do (Figura 4). Os espectros de RMN
de 'H e BC (1D e 2D) estdo apresentados nas Informagoes
Suplementares.

A prospeccdo preliminar das classes de metabodlitos
secunddrios para a espécie M. arboreus ja havia sido
realizada anteriormente®” e revelou a presenga de compostos
da classe das porfirinas formadas por anéis tetra-pirrélicos
(Figura 5), também presentes em extratos hidroalcoolicos
de outras espécies que apresentaram efeito quelante frente
aos fons de ferro.”®* O espectro de RMN de 'H (Figura 6)
apresentou singletos na regido de frequéncia alta 6H 8,57
(H-20); 9,40 (H-5) e 9,53 (H-10) referentes a hidrogénios
ligados a carbonos sp>.

Além disso, o espectro de RMN de hidrogénio revelou
os sinais do grupo vinila representado pelos dH em 8,08
(H-3', dd), 6,32 e 6,27 (2H-3%), que em conjunto com o
experimento bidimensional HSQC, C-3* [6H/3C 6,32 e
6,27 /122,7], C-3' [8H/3C 8,08/121,38], C-20 [8H/5C
8,57/93,56], C-5 [6H/3C 9,40/97,83], e C-10 [8H/6C
9,53/104,51], Figura 7, permitiram indicar o sistema
heterociclico de porfirinas.
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Figura 3. Espectro de RMN 2D (HSQC) para o extrato hidroalcodlico de Hibiscus tiliaceus

A avaliag@o dos contetdos de fendis totais e flavonoides
totais dos extratos hidroalcoolicos de H. tiliaceus
foi realizada por espectrofotometria e seus valores
determinados em mg g' de extrato por acido gélico, e
extrato por quercetina, respectivamente, utilizando curvas
de calibrag@o construidas com 4cido gélico (R=0,9924) e
quercetina (R=0,9968), respectivamente. A tabela 1 mostra
os valores obtidos para os flavonoides totais e fendis totais
para o extrato da espécie H. tiliaceus, que corroboram com
as classes de metabdlitos observados por RMN 1D e 2 D.

Relatos na literatura sobre os contetidos de fendis e
flavonoides totais para extratos das folhas das espécies
H. tiliaceus e M. arboreus nas condi¢des deste estudo, ou
seja, em etanol:dgua 70:30 v/v, ndo foram observados. No
entanto para outras espécies da familia Malvaceae como
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Hibiscus sabdariffa em extrato de metanol observou-se o
contetido de fendis totais de 389,98 mg g' de 4cido galico
e 104,52 mg g'de quercetina.* Interessante destacar que
no plantio dessas espécies havia sido adicionado o adubo
organico Organosuper® e, mesmo assim os valores dos
teores de fendis e flavonoides totais ficaram menores do
que os observados para a espécie H. filiaceus. O extrato
aquoso da espécie H. acetocella (Malvaceae) apresentou
o valor de flavonoides totais de 775 mg por 100 g de peso
seco e 975 mg por 100 g de peso seco, indicando, também
valores importantes.®' Além disso, Kapoor e colaboradores
em revisdo sobre o género Hibiscus destacou que o extrato
aquoso da espécie H. tiliaceus apresentava a presenga de
flavonoides glicosilados e no extrato em metanol flavonoides
livres.*
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Figura 4. Espectro de RMN 2D (HMBC) para o extrato hidroalco6lico de Hibiscus tiliaceus
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Figura 5. Nicleo porfirinico formado por anéis tetra-pirrélicos
observado no extrato bruto de Malvaviscus arboreus obtido em
etanol:dgua (70:30, v/v)

A avaliacdo preliminar das classes de metabdlitos
por RMN 1D e 2D do extrato hidroalcodlico da espécie
M. arboreus indicou a presenca de compostos da classe
das porfirinas. A literatura registra que espécies vegetais
contendo substincias dessa classe apresentam atividade
antioxidante e, em artigo de revisdo recente* essa atividade é
atribuida especialmente a presenca de clorofila e clorofilina.
No entanto, apesar do potencial de atividade antioxidante
das clorofilas naturais, a pesquisa nesta darea tem sido
relativamente limitada nos dltimos anos.

Assim, devido ao potencial de atividade antioxidante
tanto da espécie H. tiliaceus devido a presenga de fendis e
flavonoides como da espécie M. arboreus com a presenga
de substancias da classe das porfirinas, os efeitos bioldgicos
como antinociceptivo e anti-inflamatério foram avaliados.

3.2. Ensaios bioldgicos

Para avaliagd@o nociceptiva a partir de estimulo quimico
periférico foi utilizado o modelo de contor¢des abdominais
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induzidos por 4cido acético, onde o agente quimico induz a
liberagao de diversos mediadores inflamatdrios, tais como:
PGE2, PGF2a, PGI2, TNF-a, IL-1, bem como produtos
da lipoxigenase, causando uma peritonite com consequente
dor abdominal e contor¢des abdominais por parte dos
animais.’* Neste contexto, os extratos hidroetandlicos
de H. tiliaceus e M.arboreus foram capazes de reduzir o
numero de contor¢gdes abdominais em 61,9% e 74,2% com
H. tiliaceus nas doses de 50 e 100 mg kg™, respectivamente;
enquanto com M.arboreus reduziu o nimero de contor¢des
abdominais em 67,4% e 69,0% com as doses de 50 e
100 mg kg, respectivamente. A morfina apresentou uma
redugdo de 66,9% no nimero de contor¢des (Figura 8).

Estes resultados mostram que ambos os extratos
desenvolveram atividade antinociceptiva nas maiores
doses usadas, porém o modelo nio € capaz de discriminar
o efeito sobre a dor inflamatéria e ndo -inflamatoria,
sendo o mesmo utilizado para triagem de extratos e
moléculas potencialmente analgésicas devido a sua alta
sensibilidade.*

Relato na literatura mostrou a atividade antinociceptiva
para os extratos das folhas de H. tiliaceus em metanol, éter de
petréleo e cloroférimo em ensaios no modelo de contor¢des
abdominais induzidas por dcido acético indicando efeito
significativo nas doses de 250 e 500 mg kg'. Esses efeitos
tiveram um aumento em funcdo da maior polaridade do
solvente de extragdo éter de petroleo < cloroformio <
metanol.’ Posteriormente, o extrato das folhas em etanol no
mesmo modelo mostrou 40,5% de inibigao das contor¢des
na dose de 500 mg kg'.¥” Nossos resultados estdo de
acordo, utilizando o mesmo modelo, com um melhor
efeito da atividade antinociceptiva em menores doses, 10,
50 e 100 mg kg!, devido a maior polaridade do solvente
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Tabela 1. Totais de fendis e flavonoides no extrato etanol:agua (70:30, v/v)
de Hibiscus tiliaceus. Os valores so representados por médias de mg g!
de extrato seguido pelo desvio padrdo das amostras

Espécie Vegetal Fenois Totais Flavonoides Totais
mg g' de Acido Gilico mg g' de Quercetina
H. tiliaceus 807,14 + 8,89 518,08 £ 3,32

de extracdo etanol:dgua (30:70, v/v), conforme pode ser
observado na Figura 8.

Com o objetivo de avaliar os extratos em modelo de
dor nio-inflamatéria, o modelo de retirada de cauda foi
realizado. Este modelo algesimétrico visa, através de
estimulo térmico, ativar o mecanismo neural de arco reflexo,
desta forma envolvendo estruturas neurais espinais sem
participa¢do de mediadores inflamatérios.*

Neste modelo, o extrato de H. tiliaceus demonstrou
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efeito somente na dose de 100 mg kg!, mostrando elevacio
significativa no percentual de aumento do tempo de laténcia
a partir do tempo de 40 min permanecendo até o final do
experimento; enquanto M. arboreus demonstrou efeito com
todas as doses administradas de forma dose-dependente
(Figura 9). A morfina apresentou atividade antinociceptiva
neste modelo a partir do tempo de 80 min justificada pelo fato
da morfina, quando administrada por via oral, sofrer intenso
metabolismo hepético de primeira passagem podendo ter um
alto percentual da sua biodisponibilidade reduzida.*

Com a administragdo prévia de agentes antagonistas
e inibidores, foi observada reducdo significativa do efeito
do extrato de H. tiliaceus com a administracdo prévia de
L-NAME e glibenclamida, evidenciando que a inibi¢do da
enzima NO-sintase e o bloqueio do canal de K* regulado
por ATP, respectivamente, foram capazes de inibir o efeito
antinociceptivo do extrato (Figuras 9A e 9B). Ja o extrato
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Figura 8. Efeito antinociceptivo dos extratos em etanol:dgua de (A) H. tiliaceus e (B) M. arboreus no
modelo de contor¢des abdominais induzidos por dcido acético. *p<0,05 e **p<0,01 quando comparado o
grupo controle com os demais grupos
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Figura 9. Efeito antinociceptivo dos extratos em etanol:dgua de (A) H. tiliaceus e (B) M. arboreus no modelo de retirada de cauda. **p<0,01 e
##%p<0,001 quando comparado o grupo controle com os demais grupos

de M. arboreus teve seu efeito reduzido pela administracio
prévia dos mesmos antagonistas que H. tiliaceus, além da
naloxona, demonstrando também a participag@o do sistema
opioide na atividade de M. arboreus (Figuras 10C e 10D).

Dessa forma os resultados mostram um provavel
envolvimento da via NO/GMPc/K*ATP, onde o aumento
nos niveis de 6xido nitrico (NO) neuronal € responsavel
pela ativacdo da enzima guanilato ciclase, que por sua vez
converte GTP em GMP ciclico (GMPc), e este ultimo ativa
aenzima quinase G. A enzima quinase G ¢ responsavel pela
fosforilagdo de canais de K*, levando a abertura e efluxo de

fons K*, induzindo hiperpolarizacdo da membrana neuronal,
inibindo assim a conducdo do impulso nervoso responsavel
pela percepciao de dor.*

A analgesia induzida por morfina e nitroprussiato
de sé6dio (doador de 6xido nitrico) tém demonstrado
envolvimento com abertura de canais de K* pela ativacio
da via NO/GMPc.*' Estudos farmacolégicos sugerem
associag@o da via NO/GMPc/K*ATP como um mecanismo
de analgesia opidide.*> Sendo assim, acreditamos que
moléculas presentes nos extratos de H. tiliaceus e
M.arboreus sejam capazes de promover analgesia a nivel
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Figura 10. Influéncia da administracio prévia de naloxona, glibenclamida, L-NAME e L-arginina sobre o efeito antinociceptivo dos extratos em
etanol:dgua de (A e B) H. tiliaceus e (C e D) M. arboreus no modelo de retirada de cauda. Em A e C, os animais foram pré-tratados intraperitonialmente
com naloxona (5 mg/kg), glibenclamida (1 mg/kg). L-NAME (3 mg/kg) e L-arginina (3 mg/kg) 15 min antes da adminitragdo oral dos extratos.

Em B e D, o gréfico representa a drea sob a curva calculada através da drea de cada curva tempo-efeito no modelo de retirada de cauda. *p<0,05;
*#p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado o grupo tratado isoladamente com os extratos com os grupos tratados com os extratos + antagonistas
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Figura 11. Efeito antinociceptivo dos extratos em etanol:dgua de (A) H. tiliaceus e (B) M. arboreus
no modelo de campo aberto. *p<0,05 quando comparado o grupo controle com os demais grupos

neuronal a partir de ativagdo da via NO/GMPc/K*ATP.

Como os modelos algesimétricos utilizados envolvem
resposta motora frente a estimulos nocivos, torna-se
fundamental avaliar a interferéncia do comprometimento
motor sobre a resposta obtida nestes modelos.** Sendo
assim, o modelo de campo aberto foi utilizado para observar
a mobilidade dos animais, e assim ausé€ncia ou presenca
de comprometimento motor pelo uso dos extratos. Desta
forma, os resultados obtidos evidenciaram auséncia de
interferéncia na locomocdo dos animais, confirmando
que a resposta alcancada nos modelos algesimétricos sio
causados efetivamente pela a¢@o antinociceptiva dos extratos
(Figura 11). Somente a morfina, através de sua atividade
hipnética, foi capaz de reduzir o nimero de quadrados
percorridos em 50,7%.

4. Conclusao

Os extratos hidroalcéolicos de H. tiliaceus e M. arboreus
apresentaram, em andlise preliminar, a presenca de
metabdlitos secundarios da classe dos fendis e flavonoides,
e de porfirinas, respectivamente, confirmada por RMN 1D
e 2D. Quanto a sua atividade farmacolégica, os mesmos
apresentaram atividade antinociceptiva significativa em
modelos de estimulacio quimica e térmica, demonstrando
envolvimento da via NO/GMPc/K*ATP a nivel neuronal
perférico, espinal e/ou supra espinal, carecendo de futuros
estudos para aprofundamento de seus mecanismos e
avaliag@o de sua seguranga.

Informacdes Suplementares

As Informacdes Suplementares estdo disponiveis
gratuitamente em https://rvq.sbq.org.br/pdf/AR2025-5004-
MS.
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