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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

MIRABILIS JALAPA L.
Atividade Farmacoldgica e Citotoxica

AUTORA: CRISTIANI ISABEL BANDERO WALKER
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. MELANIA PALERMO MANFRON
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 7 de dezembro de 2007.

A familia Nyctaginaceae compreende aproximadamente 30 géneros e 400
espécies. No Brasil sdo encontrados 10 géneros e 70 espécies. O género Mirabilis
esta inserido nesta familia e encontra-se amplamente distribuido por todo 0 mundo.
Conhecida popularmente como bonina ou maravilha, é utilizada na medicina popular
para o tratamento de infec¢des, inflamagdes e dores. A planta foi coletada em marco
de 2006 no municipio de Santa Maria (RS). O extrato bruto em etanol (70%) foi
preparado por maceragcdo e fracionado com solventes organicos de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol). Através da andlise
quimica qualitativa foram encontrados em maior quantidade heterosideos
antocianicos, alcalbides, amino-grupos, acidos volateis, esterdides e/ou triterpenos,
hidroxiantraquinonas, e fenodis. Quanto a atividade antimicrobiana, as melhores
respostas obtidas foram para a fracao diclorometano do caule e folhas frente a S.
aureus e a fragao acetato de etila do caule e das folhas frente a S. cerevisiae. A
maior concentragdo de compostos fendlicos foi encontrada na fragdo acetato de etila
das folhas (7,45 mg/g de droga). Através do método do DPPH, todas as amostras
mostraram atividade antioxidante por CCD e pelo método espectrofotométrico,
sendo que as fracbes acetato de etila e butandlica das folhas demonstraram
excelente atividade antioxidante com Clso de 20,40 pg/ml e 25,41 pg/ml,
respectivamente. O maior teor de quercetina foi encontrado no extrato das folhas
(0,19%). A fragdo acetato de etila apresentou a maior atividade analgésica (1% =
82.8) no teste de contor¢cdes abdominais. A fracdo hexanica das folhas expressou a
melhor toxicidade frente a Artemia salina (CLso=1,27 pug/ml).

Palavras-chaves: Mirabilis jalapa; analgésica; antioxidante e citotoxica.
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The family Nyctaginaceae consist of approximately 30 genus and 14 species. In
Brazil, 10 genus and 70 species are found. The genus Mirabilis belongs this family
and can be found spread worldwide. This plant popularly known as maravilha or
bonina and it is used in folk medicine to treat infection, inflammation and pain. The
plant was collected in March 2006 in Santa Maria (RS). Ethanolic extract (70%) was
made by maceration and fractionated using organic solvents with increasing polarity
(hexanic, dichloromethane, ethyl acetate and butanolic). Through qualitative
chemical analysis it was found in greater quantity alkaloids, amino groups, sterols
and/or triterpenoids, hidroxiantraquinones, anthocyanic pigments, volatile acids and
phenols. In relation to the antimicrobial activity, the best response was obtained for
the fraction dichloromethane from stem and the ethyl acetate from leaves for S.
aureus and the fraction ethyl acetate from stem and leaves for S. cerevisiae. The
higher concentration of phenolic compounds was found in the ethyl acetate fraction
from leaves (7,45 mg/g drug). Through the method of DPPH, all samples showed
antioxidant activity by TLC and by spectrophotometry. Ethyl acetate and butanolic
fractions from leaves showed excellent antioxidant activity with 1Cso of 20,40 pg/ml
and 25,41 pg/ml, respectively. The highest content of quercetin was found in the
leaves extract (0,19%). The ethyl acetate fraction produced analgesic activity
reaching 82.8+7.9% inhibition in the writhing test. The hexanic fraction from leaves
expressed the best toxicity front of Artemia (LCso = 1.27 pug/ml)

Key words: Mirabilis jalapa; analgesic; antioxidant and citotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacao de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencéao de doencgas
€ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Em todas as fases
de desenvolvimento de varias civilizacbes pode-se observar que sempre prevaleceu

uma estreita relagdo entre o homem e as plantas (VEIGA e PINTO, 2005).

Os sumérios, um povo que habitou a area em torno dos rios Tigre e Eufrates por
volta dos 4000 a.C., através da escrita cuneiforme, em placas de barro, mostram que os
remédios que ja usavam na época incluiam plantas como o tomilho, o 6pio, o alcacuz e
a mostarda (BALBACH, 1960).

Da civilizagao egipcia vém os primeiros textos médicos. Um desses textos é o
Papiro de Ebers, assim denominado em homenagem ao egiptélogo alemdo Georg
Ebers, que em 1872 comprou o papiro de um arabe que alegava té-lo encontrado
préximo ao Tebas. Acredita-se que o papiro tenha sido escrito no século 1700 a.C. Nele
sao encontradas cerca de oitocentas receitas e referéncias a setecentas drogas,
incluindo a babosa, o absinto, a horteld, entre outras (ALMEIDA, 1993).

Séculos se passaram entre o primeiro registro com o uso de plantas medicinais e
0 seu isolamento. Somente em 1805, Friederich Seturner isolou do Papaver somniferum
L. (6pio) a morfina. Em breve, a sua técnica estava sendo utilizada para isolar as
substancias ativas de outras plantas; surgindo uma induastria farmacéutica que nao
apenas podia isolar os constituintes basicos das drogas naturais, mas ser capaz de
sintetizar novas substancias em laboratérios e fornecé-las aos médicos em doses
estaveis e padronizadas (GRACA e AIRES, 1994).

A biodiversidade das florestas tropicais constitui-se na principal fonte de
biomoléculas para a producéao industrial de medicamentos, cujas vendas chegam, em
nivel mundial, a 30 bilhdes de dodlares anuais, mercado este em ampla expansao
(SEARS, 1995 apud SIMOES et al., 2004).

Estes dados justificam o crescente interesse da industria farmacéutica na
producdo de agentes terapéuticos de origem natural, inclusive em paises de clima

tropical, como o Brasil, que apresentam grande biodiversidade. Entre os paises da
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América Latina, somente o Brasil detém cerca de 20-22% das plantas e micro-
rganismos do planeta (CALIXTO, 2005).

Atualmente, os esforcos para a descoberta de novas drogas sdo dirigidos no
sentido de buscar alternativas para superar a dependéncia externa, ja que 84% dos
farmacos sao importados, no que concerne ao Brasil, e que 78% da produc¢éo brasileira
é feita por empresas multinacionais (BERMUDEZ, 1995 apud SIMOES et al., 2004).

Mirabilis jalapa L é uma planta com diversos usos etnofarmacéuticos, tais como
no tratamento de dores, processos inflamatérios, digestivos e nas hemorrbidas
(SOMAVILLA e DOROW, 1996).

Devido a esses diversos usos, neste trabalho objetivou-se estabelecer os
constituintes quimicos e avaliar as atividades biolégicas de extratos de caule e folhas e
suas fragdes nessa espécie.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi realizar a andlise quimica e bioldgica dos extratos do
caule, das folhas e fragées de Mirabilis jalapa L.



1.1.2 Objetivos especificos

e Realizar a analise quimica qualitativa;

e Avaliar a toxicidade;

e Determinar a atividade antioxidante;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e de quercetina;

e Determinar a atividade antimicrobiana;

e Verificar o potencial antinociceptivo.

18
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais

A Mirabilis jalapa (Figura 1) € nativa da América tropical (LORENZI e SOUZA,
1999) e foi introduzida na Europa no comeco do século XVII. Esta planta era utilizada
como um eficaz drastico-catartico. Seu emprego ja foi muito intenso, tendo decaido pelo
aparecimento de outros medicamentos eficazes e mais agradaveis ao uso, pois ela tem
efeito irritante sobre as mucosas intestinais (CORREA, 1978).

Gregdrio Mendel usou essa planta para a condugcédo de ensaios comprobatdrios
para as suas leis da Hereditariedade. Cruzando as flores de Mirabilis de coloracao
branca com as de coloragdo vermelha observou a transmissdo de caracteres
dominantes e recessivos, com segregacao nas geragdes subsequientes (KISSMANN e
GROTH, 1995).

M. jalapa € uma planta ornamental muito cultivada pela beleza de suas flores,
que, entretanto ndo ficam abertas durante a maior parte do dia. A noite e em dias
escuros manifestam a sua beleza e exalam um cheiro agradavel. As raizes tém sido
usadas para fins medicinais e em compéndios antigos de Farmacopéias aparecem
identificadas como “Radix Nyctaginis Mechoacannae”, recomendadas como catarticas
(KISSMANN e GROTH, 1995).

Conhecida popularmente como batata-de-purga, belas-noites, boa-morte, boa-
noite, bonina, beijos-de-frade, p6-de-arroz, flor-das-quatro-horas, jalapa, jalapa-falsa,
maravilha-branca, = maravilha-de-forquilha, = maravilha-vermelha, entre  outras
denominagdes que variam de acordo com a localidade. A sinonimia desta planta é
Jalapa odorata L., Mirabilis corymbosa Sieber e Mirabilis dichotoma L (CORREA, 1984;
LORENZI e MATOS, 2002).

A origem do nome Mirabilis conforme Kissmann e Groth (1995) é devido esta
planta ser antigamente conhecida como “admirabilis” que significa admiravel, bela.
Linnaeus abreviou o adjetivo para mirabilis. O termo jalapa é pela semelhanca das
raizes de Mirabilis com as de Convolvulus jalapa, que sao citadas em algumas

farmacopéias como medicinais.
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Figura 1- Mirabilis jalapa L.
Fonte: http://www.toptropicals.com

2.2 Aspectos botéanicos

A familia Nyctaginaceae possui distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 30
géneros e 400 espécies. No Brasil ocorrem 10 géneros e cerca de 70 espécies.
Algumas espécies de Nyctaginaceae sdo ornamentais, destacando-se a Bougainvillea
spp., muito apreciada por suas bracteas vistosas de coloracédo résea, alaranjada ou
branca; a Mirabilis jalapa e a Boerhavia diffusa, espécie invasora de culturas. Entre os
géneros nativos, destaca-se Guapira opposita, comum em diversas formagodes
florestais. Na Amazénia sao mais freqlentes espécies do género Neea. As espécies
arbéreas de Nyctaginaceae recebem o nome vulgar de maria-mole, referencia a baixa
qualidade de sua madeira (LORENZI e SOUZA, 2005).

As plantas desta familia sdo em geral herbaceas, arbustivas ou arbéreas, com
folhas alternas ou opostas, simples, sem estipulas, reunidas em inflorescéncia cimosa.
As flores sado vistosas ou nao, bissexuadas ou unissexuadas e actinomorfas. O fruto é
do tipo aquénio ou noz (LORENZI e SOUZA, 2005).

Mirabilis jalapa € um arbusto de estrutura herbacea ereta e muito ramificado,
perene, de 60-80 cm de altura com caule cilindrico e um pouco acanalado, bastante
ramificado, geralmente de forma dicotémica, desde a base, liso e geralmente glabro, de
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coloragdao verde, freqglentemente com pigmentacdo vermelho-violdcea nas partes
expostas ao sol. As folhas sao simples, lisas e glabras, opostas de coloragao verde,
pouco mais claras na face dorsal, atingem 14 cm de comprimento por 10 cm de largura.
O limbo é simples de forma ovalada ou deltdide, com base arrredondada ou
subcordada e apice acuminado (KISSMANN e GROTH,1995).

As flores de Mirabilis s&o muito vistosas, de cores variadas, brancas, amarelas,
vermelhas, roxas, réseas, ndo raro listradas, formadas principalmente na primavera e
verdo. Na sua base ha um invélucro formado por cinco bracteas ovuladas e agudas,
soldadas na base com cerca de 5 mm de comprimento, de coloragdo verde; esse
invllucro recobre um pseudo-ovario e persiste até a maturacdo dos frutos,
desenvolvendo-se um pouco nesse periodo, dobrando seu tamanho. Nao existe uma
verdadeira corola, mas um perigbnio com duas sec¢des distintas: na parte inferior uma
estrutura globosa, assemelhada a um ovario e na parte superior, acima do
estreitamento, segue um tubo com cerca de 3-4 cm de comprimento, que se abre com
cinco lobos membranaceos; tubo e lobos podem ser de coloracdo branca, résea,
purpurea ou amarela. O gineceu é formado por ovario globoso, encerrado na parte
inferior do perigonio; estilete filiforme com estigma capitado. O androceu é formado por
cinco estames cujos filetes partem de sobre o ovario, sédo filiformes e tem anteras
bitecas, escuras (KISSMANN e GROTH, 1995).

A abertura das flores ocorre a partir das 17 horas da tarde e o fechamento entre
4h30min até as 6 horas da manha, o que originou a sua denominagao popular como
flor-das-quatro-horas (LEAL et al., 2001).

O fruto assemelha-se a uma pimenta do reino, porém maior de pericarpo rugoso
e tem em baixo uma pelicula que envolve um perisperma amilaceo e seco (CORREA,
1984). Multiplica-se por sementes que germinam espontaneamente e por raizes
tuberosas que enraizam com facilidade (LORENZ| e SOUZA, 1999).

2.3 Constituintes quimicos da Mirabilis jalapa

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas, apresenta

fundamentalmente, influéncia da cultura indigena, africana e européia. Observacdes
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populares sobre a utilizacdo e eficacia de plantas medicinais contribuem, de forma
relevante, para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais. Estes sao
utilizados com freqiéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de muitos nao
terem seus constituintes quimicos e suas propriedades téxicas conhecidas (MACIEL et
al., 2002).

Piattelli, Minale e Nicolaus (1965), do extrato metandlico das flores amarelas de
Mirabilis jalapa, isolaram as betaxantinas, indicaxantina, vulgaxantina-l, miraxantinas | a

V (Figura 2) e miraxantinas IV e VI as quais n&o foram totalmente caracterizadas.
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Figura 2 - Estruturas quimicas isoladas das flores da Mirabilis jalapa: A: indicaxantina;
B: vulgaxantina-1; C: miraxantina I; D: miraxantina Il; E: miraxantina Ill; F: miraxantina
IV. Fonte: Piattelli, Minale e Nicolaus (1965).

Do extrato metandlico das partes aéreas, Siddiqui et al. (1990, 1994), isolaram (-

sitosterol, brassicasterol, estigmasterol, acido oleandlico e acido ursolico (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas quimicas das partes aéreas da Mirabilis jalapa: A - B- sitosterol; B

— brassicasterol; C — estigmasterol; D — &cido oleandlico; E — acido ursdlico.

Do fracionamento do extrato etandlico das raizes, Wang et al. (2002) obtiveram
da fragcdo acetato de etila os rotendides, Mirabijalona A, B, C e D, 9-O-metil-4-
hidroxiboeravinona B, boeravinona C, boeravinona F e isoquinolina-diol (Figura 4). A
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atividade inibitoria da transcriptase reversa de HIV-1 foi realizada pelo teste de Elisa

com essas substancias, sendo que a isoquinolina-diol apresentou a maior atividade.

Me Mirabijalona A
H Boevarinona C

Ry =0H, R, =Me Mirabijalona B
R;i=MeO, Ry, =H 9-0-metil-4-hidroxiboevarinona B

Ry =MeO, Ry =H,OH Mirabijalona D
Ri=0H,R,=0 Boevarinona F

H Me

Isoquinolina-diol
OH

OH
OHO
OH
OH
OH

Figura 4: Rotenoides obtidos da fragao acetato de etila das raizes da Mirabilis

MeQ, O,

Me
OH (0]

Mirabijalona C

jalapa. Fonte: Wang et al. (2002).
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O acido 8-hidroxioctadeca-cis-11,14-diendico (Figura 5) foi obtido do Oleo das
sementes de Mirabilis jalapa (AHMAD et al., 1984).

Me—CHz—CHZ_CHZCH—CHZ—CHZCH—CHZ—CHz—|CH—(CH2)6—COOMe
OH
Figura 5: Acido 8-hidroxioctadeca-cis-11,14-diendico.
Fonte: Ahmad e colaboradores (1984).

Yang e colaboradores (2001) isolaram de uma cultura de células das sementes e
folnas de M. jalapa trés compostos fendlicos, isoflavona, diidrorotendides e rotendides.
A isoflavona e o diidrorotendide foram identificados como substancias antifingicas em
ensaios in vitro contra Candida albicans.

Peptideos foram isolados das sementes designados por Mj-AMP4 e Mj-AMPo,

exibindo atividade contra treze fungos e contra as bactérias Bacillus megaterium,
Erwinia carotouora, Escherichia coli e Sarcina lutea. Esses peptideos tém semelhanca
na seqiéncia de aminoacidos do peptideo p-agatoxina, isolado do veneno de aranhas
(CAMMUE et al., 1992).

2.4 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os fendlicos pertencem a uma classe de substancias que abrange uma
diversidade de estruturas, simples e/ou complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio € substituido por um agrupamento
hidroxila. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos microrganismos,
fazendo também parte do metabolismo animal (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL,
2004).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural,
0s compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos. A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e a estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel

importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
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transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura
destas substancias (CHUN, 2005; SOARES, 2002).

A determinagéo de fendlicos totais utiliza como reagente o Folin-Ciocalteau, onde
este se reduz pelos compostos fendlicos das amostras com concomitante formacgéao de
um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente a 760 nm, conforme descrito
por SWAIN e HILLIS (1956).

Cinco espécies medicinais do Piaui foram selecionadas por Souza e
colaboradores (2007) para determinacao da atividade antioxidante e fendlicos totais. Os
extratos etandlicos de folhas, raizes e sementes de Terminalia brasiliensis Camb.,
Terminalia fagifolia Mart. & Zucc., Copernicia cerifera (Miller) H.E. Moore, Cenostigma
macrophyllum Tul. var. acuminata Teles Freire e Qualea grandiflora Mart. apresentaram
altos teores de atividade antioxidante e de fendis totais.

A atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos foram testados para os
extratos metanolicos e fracdes aquosa, acetato de etila e butandlica de flores e folhas
de Erica arborea, sendo que a fracdo acetato de etila demonstrou a mais alta atividade
(MEHMET et al., 2007).

Segundo Zuanazzi e Montanha (2004), os flavondéides sédo substancias naturais
encontradas abundantemente na natureza e que fazem parte de nossa dieta. Os
flavonoides sdo compostos fendlicos, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. A
maioria dos representantes desta classe possui 15 d&tomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos

abaixo (Figura 6).
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Figura 6: Nucleo fundamental dos flavonéides
Fonte: Simoes et al. (2004).

Os flavondides séo capazes de inibir a peroxidacao de lipideos, a agregacao de
plaquetas, a ativacdo de sistemas de enzimas, incluindo ciclooxigenases e
lipoxigenases; esses efeitos ocorrem devido a sua capacidade de remover radicais
livres e de quelar cations metalicos e divalentes. Inativam uma grande variedade de
enzimas, possuem atividade antioxidante, afetam a fosforilacdo de proteinas celulares,
apresentam efeito inibitério na agregacao plaquetaria e possuem efeito protetor sobre
as células endoteliais, 0 que sugere que sado substancias de grande interesse nas
interacdes entre 0 sangue e as paredes dos vasos, que estdo intimamente relacionadas
com o processo de trombose (BRODY, 1994; KATZUNG, 1998).

Os acidos graxos poliinsaturados, presentes nas membranas das células, podem
ser oxidados por peroxidacdo enzimatica ou auto-oxidativa, mediante reacdes que
envolvam radicais livres. Um excesso de radicais livres pode levar a um desequilibrio na
reacdo em cadeia e a peroxidacao lipidica, resultando em patologias que incluem
aterosclerose e cancer. A peroxidacao lipidica ocorre em trés estagios, iniciacao,
propagacao e terminacdo. No estagio de iniciacdo, o acido graxo interage com o
oxigénio insaturado, formando um radical lipidico. No estagio de propagacao, o radical
lipidico reage com oxigénio molecular, formando radical peroxila, que pode atacar outra
molécula de lipideo, formando mais radicais livres. No estagio de terminacao, os
radicais livres reagem com antioxidantes, formando produtos inertes. A peroxidacao
lipidica pode ser suspensa por inativagdo enzimatica dos radicais livres pelos
antioxidantes que inibem o estagio de iniciagdo e/ou, aceleram o estagio de terminacao
(COOK e SAMMAN, 1996).
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Experimentos realizados em ratos mostram que flavondides extraidos de
Solanum melongena (berinjela) apresentam efeito na redug¢éao dos niveis sangiineos de
colesterol total e triacilglicerdis. Este efeito pode ser explicado pelo aumento da
atividade da enzima lecitina colesterol aciltransferase, enzima presente na superficie
das lipoproteinas de alta densidade, que converte o colesterol presente em
quilomicrons, lipoproteinas de baixa densidade e tecidos periféricos em ésteres de
colesterol, transportando-os para o figado para serem metabolizados. Ja o0 aumento da
atividade da enzima lipase lipoprotéica, remove os acidos graxos dos triacilglicerdis
presentes em quilomicrons para o tecido adiposo, resultando numa reducéo dos niveis
plasmaticos de triacilgliceréis. Observou-se também neste experimento um aumento
nos niveis de acidos biliares hepaticos e fecais, bem como esteréis neutros fecais,
indicando uma alta taxa de degradacéao de colesterol e reducao na reabsorcao intestinal
de 4cidos biliares (SUDHEESH et al., 1997).

A quantificagdo de flavondides através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) é muito utilizada para dosagem destas substancias em extratos de
plantas medicinais. Werle (2004) dosou a quercetina no extrato das folhas de Casearia
sylvestris, encontrando um teor de 0,75%.

O flavonoide mais amplamente distribuido no reino vegetal € a quercetina (Figura
7). Esta presente em muitos vegetais como cebola, macga, cha-preto, frutas citricas,

bem como em pequenas quantidades em folhas verdes e feijoes.

OH 0]

Figura 7: Estrutura molecular da quercetina
Fonte: Simoes et al. (2004).

Espécies reativas de oxigénio podem estar diretamente envolvidas na génese de
varios estados patoldgicos tais como a isquemia, cancer e diabetes. A quercetina
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possui efeito antioxidante, propriedade esta bastante difundida na literatura (KESSLER,
UBEAUD, JUNG, 20083).

A quercetina tem efeito sobre o endotélio, liberacao de prostaciclina e ativadores
do plasminogénio em culturas de células endoteliais humanas (ZHAO et al., 1999).

A atividade plaquetaria esta aumentada em pacientes com fatores de riscos
coronarianos, como elevados niveis de colesterol, hipertensado, diabetes e consumo de
cigarros. As substancias flavonoidicas quercetina e miricetina apresentaram forte efeito
inibidor na agregacado plaquetaria humana, induzidas por acido araquidénico e
adenosina difosfato, mas ndo foram efetivos quando induzida por colageno (HOMMAM
et al., 2000).

O efeito antioxidante dos flavondides parece estar relacionado com sua acgao
antitrombocitica. A acdo antitrombocitica e vasoprotetora da quercetina e outros
flavondides tem sido atribuida a habilidade de ligar-se & membrana de plaquetas e
eliminar radicais livres. Por sua acédo antioxidante, os flavondides restabelecem a
biossintese e acdo de prostaciclina endotelial e fator de relaxamento derivado do
endotélio, os quais sao inibidos pelos radicais livres (GRYGLEWSKI et al., 1987).

O oxigénio atmosférico tem sido um desafio a sobrevivéncia dos organismos
vivos. O oxigénio participa de reacbes de Oxido-reducdao e é o aceptor final de
hidrogénio no metabolismo normal de mamiferos. As oxidacdes bioldégicas geram
radicais livres que podem provocar lesdes celulares. O estresse oxidativo pode levar a
danos em lipideos, DNA, proteinas e organelas celulares, como mitocéndrias e
membranas, provocando alteracdées da estrutura e funcao celulares, que podem levar
ao desenvolvimento de cancer, envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares,
degenerativas e neuroldgicas (GOUVEA, 2004).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, que podem ter origem endégena (superdxido dismutase) ou
serem provenientes da dieta alimentar como tocoferédis (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), carotendides, compostos fendlicos e polifendlicos (BIANCHI e ANTUNES,
1999).

A capacidade antioxidante € um mecanismo comum encontrado em chas, 0s

quais apresentam uma atividade quimioprotetora e terapéutica. Camelia sinensis (cha
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preto e verde), através das suas atividades antioxidantes, em ensaios de cultura de
células, inibiu varios agentes mutagénicos. O extrato aquoso da llex paraguariensis
(erva-mate) provoca a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no plasma
humano. (RIETVELD, 2003; BRACESCO et al., 2003).

Varios trabalhos tém sido realizados em plantas para a caracterizacdo de
flavondides e compostos fendlicos, bem como a determinacao da atividade antioxidante
que pode ser avaliada pelos métodos p-caroteno-linolenato e DPPH (2,2-difenil,1-
picrilhidrazila).

O método do B-caroteno-linolenato avalia a atividade de inibicdo de radicais
livres gerados durante a peroxidacao do acido linoléico. O método esta fundamentado
em medidas espectrofotométricas da descoloragao (oxidagao) do B-caroteno induzida
pelos produtos de degradacao oxidativa do acido linoléico (MILLER, 1971).

O DPPH é um croméforo muito estavel, com um pico de absorcdo no
comprimento de onda de 517 nm, em meio etandlico, apresentando solucdo de
coloracdo violeta. A medida que o DPPH sofre reducdo pelos componentes presentes
na solugdo, observa-se mudanca da coloracdo de violeta intensa para amarela,
proporcional a concentragcdo da substancia com atividade antioxidante, em
conformidade com as leis de Lambert e Beer, podendo ser medida
espectrometricamente a 517 nm (BLOIS, 1958).

A capacidade sequestrante de radicais DPPH no extrato hidroalcodlico e fracoes
hexanica e acetato de etila de Arctium lappa L (bardana) apresentou maior
porcentagem de inibicdo no extrato hidroalcodlico que nas suas fracées (LIMA et al.,
2006).

Em outro estudo, a atividade antioxidante no extrato etandlico e nas fracdes
hexanica, diclorometano e acetato de etila das flores de Acacia podalyriifolia apresentou
uma melhor acédo para a fragao acetato de etila (ANDRADE et al., 2007).

A atividade antioxidante pelo método DPPH foi avaliada por Kunz (2007) através
de CCD e de espectrofotometria no extrato bruto e fragbes hexénica, cloroférmica,
acetato de etila e butandlica das partes aéreas de Glechon spathulata Benth, sendo que
as fragbes acetato de etila e butandlica exibiram as maiores atividades. Esta
metodologia também foi realizada por Choi e colaboradores (2002), onde foram
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testadas as atividades antioxidantes de plantas utilizadas na medicina coreana.

Extratos alcodlicos de folhas, flores e sementes de Sambucus nigra L.
(sabugueiro), obtidos em diferentes temperaturas (20°C e 100°C) apresentaram maior
atividade para as flores quando a temperatura era 100°C. Por esse estudo, sugere-se
que a atividade antioxidante dos extratos possa ser dependente da temperatura, pois
esse efeito é atribuido a hidrdlise parcial dos glicosideos derivados de flavondides
levando a formagéao de agliconas (DAWIDOWICZ, WIANOWSKA e BARANIAK, 2006).

2.5 Atividades farmacologicas

Mirabilis jalapa é utilizada popularmente para o tratamento de infeccgoes,
inflamacdes e dores (DIMAYUGA, VIRGEN e OCHOA, 1998). Na América Latina, esta
planta é utilizada devido as suas propriedades purgativas e eméticas, as quais sao
atribuidas as suas raizes (PERROT, 1943 apud CHIFUNDERA, BYAMANA e MBUY]I,
1991). Na Malasia, 0 seu uso é para atenuar as cdlicas intestinais. No Sul da Africa, as
raizes sao utilizadas como drogas purgativas e as flores sdo usadas como repelente de
mosquitos, devido ao forte odor que estas exalam a noite. Suas raizes contém
oximetilantraquinona (WATT e BREYER-BRANDWIJK, 1962 apud CHIFUNDERA,
BYAMANA e MBUYI, 1991).

As folhas de Mirabilis quando novas, sendo cozidas s&o comestiveis; as raizes
apresentam acao purgativa e toéxica, o fruto é utilizado para eliminar sardas e é rico em
amido (CORREA, 1984).

Um levantamento do uso de plantas medicinais realizado em Santa Maria, RS,
revelou que a populacao faz uso das folhas de M. jalapa para o tratamento de dores,
inflamacéao, hemorréidas e nos processos digestivos (SOMAVILLA e DOROW, 1996).

Os extratos metandlicos de caules, folhas, sementes e flores (botdes florais,
célices e pétalas) de Mirabilis jalapa foram testados na contratibilidade muscular do
intestino de coelhos. Os extratos das flores apresentaram uma maior atividade inibitéria
quando comparados aos extratos de caule, folhas e sementes. O composto B-sitosterol,
obtido por purificagdo do extrato das flores, ndo mostrou nenhum efeito na
contratibilidade do intestino (ARROYO, CHACON e MAKI, 2004).
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Diversos estudos como os de Kataoka et al. (1991, 1992) e Wong et al. (1992)
apontam Mirabilis como antiviral. A inibicao viral é atribuida a uma proteina isolada
chamada Proteina Antiviral de Mirabilis jalapa (MAP), encontrada em maior
concentracdo nas raizes a qual contém as Proteinas de Inativacdo Riboss6micas
(RIPs), que exibem potente efeito inibitério na sintese protéica eucaridtica e
procariética.

Plantas com possiveis atividades antimicrobianas devem ser testadas por um
modelo microbiolégico adequado que confirme essa atividade (ERDOGRUL, 2002;
ATES E ERDOGRUL, 2003). A importancia de estudar a atividade antimicrobiana
destas plantas estd fundamentada na incessante busca por novos farmacos, aos
rapidos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por microrganismos patogénicos e o
namero de extratos, esséncias e principios ativos isolados de plantas que possuem
amplo espectro de atividade antimicrobiana (GOODMAN et al., 1990; COWAN, 1999).

Dentre as metodologias que podem ser empregadas para avaliar a presencga de
atividade antimicrobiana, temos os ensaios por difusdo em agar, determinando-se a
poténcia de uma determinada substancia com relagdo a um padrao de referéncia, os
ensaios por turbidimetria, a bioautografia, que € uma combinacao de cromatografia em
camada delgada (CCD) com bioensaio, através da qual pode-se monitorar um extrato e
isolar constituintes com atividade biolégica, permitindo a determinacdo da concentragéo
inibitéria minima (CIM) da substancia isolada e o método de microdiluicdo em caldo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988; HAMBURGER e CORDELL, 1987).

A microdiluicado em caldo € uma metodologia quantitativa para avaliar a
sensibilidade / suscetibilidade microbiana o qual nos permite determinar a concentracao
inibitéria minima (CIM) e da concentracao bactericida minima (CBM) dos compostos
bioativos testados frente aos microrganismos (NCCLS, 1997).

Sartoratto e colaboradores (2004) classificaram a atividade antimicrobiana como
forte (até 0,5 mg/ml), moderada (entre 0,6 mg/ml e 1,5 mg/ml) e fraca (acima de 1,5
mg/ml).

Machado e colaboradores (2003) avaliaram, através da CIM, 14 extratos de
plantas utilizadas no tratamento de doencgas infecciosas, frente a microrganismos

resistentes. Entre os extratos analisados, o de Punica granatum L. (roma) e Tabebuia
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avellanedae apresentaram substancias que inibiram linhagens de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA), bactéria que se tornou bastante resistente a
varios antibiéticos, conhecida como superbactéria.

Michelin et al. (1995) testaram a atividade antimicrobiana por difusdo em agar de
extratos etanodlicos das folhas de Artemisia absinthium L. (losna), Mentha pulegium L.
(poejo), Punica granatum L. (roma), Xanthosema violaceum Schott (taioba) e Syzygium
cuminii L. (jambolado) frente a 15 diferentes microrganismos. Realizaram a concentragéo
inibitéria minima para os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana. Sendo
que os extratos que de X. violaceum e S. cuminii inibiram, S. aureus (ATCC 29213), e
as bactérias isoladas em ambiente hospitalar resistentes a antibiéticos: E. coli 6.2, E.
coli1.9¢, Proteus sp 6.3 e S. aureus OX°.

Extratos hidroalcoodlicos de 13 plantas utilizadas na medicina popular brasileira
tiveram a sua atividade antimicrobiana avaliada por microdiluicdo em caldo. Piper
regnellii apresentou atividade contra S. aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa e E. coli. Punica granatum mostrou boa atividade contra S. aureus. Eugenia
uniflora apresentou moderada atividade contra S. aureus e E. coli. Extratos de Psidium
guajava, Tanacetum vulgare, Arctium lappa, Mikania glomerata, Sambucus canadensis,
Plantago major e Erythrina speciosa apresentaram uma pequena atividade
antimicrobiana. Spilanthes acmella, Lippia alba e Achillea millefolium foram
consideradas inativas (HOLETZ et al., 1992).

O extrato hidroalcodlico de caule e folhas de Psidium guajava L. (goiabeira-
vermelha) apresentou atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar e pela
determinacdo da concentracédo inibitéria minima em meio sélido frente as bactérias
Gram-negativas P. aeruginosa, E. coli, Shigella sp., Proteus sp., Klebsiella sp. e
Salmonella sp. Os dois extratos apresentaram atividade para todas as bactérias
testadas, com excecéao da Klebsiella sp. (CARVALHO et al., 2002)

Avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato aquoso, metandlico e da mistura
desses da semente de Mirabilis pelo método de difusdo em agar. Constatou-se que as
bactérias S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli, Vibrio cholerae, Shigella flexneri,
Salmonella typhi e Enterobacter sp. isoladas de lesbes infeccionadas e de fezes

provenientes de diarréias, foram sensiveis aos extratos, com exceg¢do do extrato
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aquoso frente a Enterobacter sp. (KUSAMBA, BYAMANA e MBUYI, 1991).

A atividade antimicrobiana também foi determinada por Dimayuga, Virgen e
Ochoa (1998), através da difusdo em agar do extrato etandlico das folhas e dos galhos
de M. jalapa contra os seguintes microrganismos: S. aureus, B. subtilis, Streptococcus
faecalis, E. coli e C. albicans. Os extratos apresentaram fraca atividade somente a S.
aureus e a B. subtilis.

Nair, Kalariya e Chanda (2004), determinaram a atividade antimicrobiana por
difusdo em agar do extrato aquoso e metandlico de M. jalapa. Os extratos ndo inibiram
as bactérias testadas (Pseudomonas testosteroni NCIM 5098, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Proteus morgani NCIM 2040, B. subtilis ATCC 6633,
Micrococcus flavus ATCC 10240 e Klebsiella pneumoniae NCIM 2719).

A dor é definida oficialmente pela Association for The Study of Pain, como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma leséo tecidual real,
ou potencial; ou relatada como se existisse lesdao” (MERSKEY e BOGDUK, 1994 apud
CALIXTO et al., 2000).

A dor é originaria da transformacdo dos estimulos ambientais (trauma) em
potenciais de agao, que das fibras nervosas periféricas, sdo transferidas para o Sistema
Nervoso Central. A capacidade de diagnosticar diferentes doencas depende, em grande
extensdo, do conhecimento sobre as diferentes qualidades de dor. A dor é, sobretudo
um mecanismo de protecdo do corpo; ocorre sempre que qualquer tecido estiver sendo
lesado, e faz com que o individuo reaja para remover o estimulo doloroso (GUYTON e
HALL, 1997).

Existem varias formas de classificar a dor, sendo a sua duragcdo ao longo do
tempo um dos critérios mais adotados. A dor pode ser classificada como aguda,
subcrénica ou crénica. A dor aguda tem funcdo de alerta, caracteriza-se por ser de
curta duracao (alguns segundos até poucas horas), desaparecendo com a resolucao do
processo que a originou. A dor subcrénica, por sua vez, tem duracéo variavel (horas a
dias), e é fundamental para que o individuo proteja o érgao lesado, e facilite a sua
recuperacdo. Como exemplos de dor aguda e subcrdnica, podemos citar o contato com
uma chapa quente e a dor de uma lesao cutanea inflamada, respectivamente. A dor

aguda e subcrbnica sdao acompanhadas por alteracbes neurovegetativas como
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taquicardia, hipertensédo arterial, sudorese, palidez, expressdes faciais de sofrimento,
agitacao psicomotora e ansiedade (BERNARD et al., 1996; LOESER e MELZACK,
1999).

A etiologia da dor aguda e subcrénica é evidente, o que torna o diagnostico facil.
Além disso, elas sao facilmente controlaveis usando-se o arsenal de drogas existentes
no mercado (PORTENQY e LESAGE, 1999). A dor crbnica esta associada ao dano
tecidual, inflamacéo ou neuropatologias em que ocorrem modificagdes na sensibilidade
a nocicepcao, alterando a relagcdo entre o estimulo e a resposta e afetando a
modulacdo do estado doloroso resultante. Esta persiste além do tempo necessario para
a cura da lesdo, estendendo-se por meses ou anos. Muitas vezes a etiologia da dor
cronica é multifatorial, o que torna seu diagnéstico e tratamento mais complexo,
envolvendo multiplas abordagens e nem sempre alcancando pleno éxito na sua
erradicagdo. As dores cronicas mais comuns incluem a fibromialgia, a dor associada
com a artrite, a dor do membro fantasma e as sindromes dolorosas centrais (ASHBURN
e STAATS, 1999; DRAY et al., 1994).

Durante essas sindromes, o processamento sensorial € anormal. Estimulos
ambientais que normalmente sdo inécuos, como leve toque ou pequenas alteracdes na
temperatura ambiente, podem produzir sensacdo de dor, denominada de alodinia.
Estimulos que normalmente sao percebidos como dolorosos produzem percepgao
exagerada de dor como na hiperalgesia e ainda, temos a dor descrita por sensacao de
queimacao ou choque (BESSON, 1999; WOOLF e MANNION, 1999).

A dor afeta milhées de pessoas por todo 0 mundo, alterando as fungdes fisica e
emocional, induzindo ansiedade e depressdo, diminuindo a qualidade de vida e
dificultando a capacidade de trabalho. De acordo com pesquisa realizada em 1998 pela
Organizacao Mundial de Saude, 22% dos pacientes que procuraram servicos primarios
de saude nos cinco continentes sofriam de algum tipo de dor persistente durante seu
ultimo ano de vida. (ASHBURN e STAATS, 1999).

Segundo Jones (1992), os animais ndao sao capazes de verbalizar os
componentes subjetivos da dor, neles ndo se avalia dor, mas nocicepcédo. Logo, 0s

termos dor e analgesia sdo mais apropriados para o ser humano, enquanto nocicepcao



37

e antinocicepgao sao mais adequados aos animais.

A nocicepcao desencadeia no animal comportamentos tipicos, como lamber ou
morder a area lesada, vocalizacdo, ou reflexo de retirar a parte do corpo agredida do
contato com o estimulo nocivo. As drogas que suprimem o0s comportamentos
nociceptivos sdo denominadas antinociceptivas, e aquelas que o induzem sao
chamadas de pro-nociceptivas ou algogénicas. Convém lembrar, que as drogas
antinociceptivas nado sao, obrigatoriamente, analgésicas, visto que a supressao do
comportamento nociceptivo pode ser desencadeada por outros fatores, como prejuizo
motor e sedacgéo, que diferem de analgesia (DOUGLAS, 1999).

O teste de contor¢do abdominal em camundongos € um método muito utilizado
para se avaliar a atividade analgésica de substancias contra dor de origem inflamatéria,
onde o acido acético na concentracdo de 0,6% induz lesdo no abdémen do
camundongo, o que € suficiente para provocar os espasmos traduzidos como
contorcbes (KOSTER, ANDERSON e BEER, 1959).

A capacidade de aliviar a dor, através do uso de plantas foi provavelmente uma
das grandes vitorias da medicina e precede em muito a capacidade de curar. Plantas
como Hyokyamus albus (meimendro) e Papaver somniferum (papoula), figuram nas
primeiras farmacopéias da Babilénia e da Suméria. Um bom exemplo que destaca a
importancia das plantas neste aspecto é a Aspirina®, que teve origem na casca do
salgueiro, arvore do género Salix (Salicicaceae). No século XVII, descobriu-se que a
casca do salgueiro é tdo amarga quanto a de uma arvore do Peru, a Cinchona
magnifolia (quina), cujo extrato era o remédio supremo contra a malaria. Assim, a
infusdo da casca de salgueiro passou a ser usada como medicamento antitérmico pelos
europeus. Em 1829, o francés Leurox obteve da casca do salgueiro uma substancia
que denominou salicina. Em 1838, foi sintetizado o acido salicilico. O acido salicilico foi
a primeira substancia usada como antipirético. Em 1859, a partir do acido salicilico, o
cientista Gilm, obteve o acido acetilsalicilico, que é consumido em grande escala em
todo o mundo, como analgésico e antitérmico (HASS, 1983 e WALKER, 1995).

Os metabdlitos secundarios originados de plantas tém contribuido em muito para
0 nosso conhecimento sobre importantes mecanismos relacionados com o processo de

transmissdo e o tratamento da dor, como a caracterizacdo dos tipos de receptores e
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dos ligantes endb6genos envolvidos no processo nociceptivo (CALIXTO et al., 2000).

Atualmente as pesquisas cientificas visam unir os analgésicos e antiinflamatorios
tradicionais aos fitoterapicos que ja tiveram seus efeitos comprovados cientificamente
como a Arnica montana (arnica) com atividade analgésica e antiinflamatéria, Quercus
sp. (carvalho) com potente acdo antiinflamatéria proporcionada pela quercetina,
Aesculus hippocastanum (castanha da india) com suas acbdes antiedematogénica,
antiexudativa e venotrépica (BOTSARIS, MACHADO, 1999; TESKE, TRENTINI, 1999).

Hiruma-Lima e colaboradores (2000) testaram a atividade analgésica do extrato
bruto de Boerhaavia diffusa L. (Nyctaginaceae) obtido através de decocgédo e do sumo
das folhas frescas e observaram uma inibicdo da dor em torno de 50%.

Os extratos hexanico, diclorometanico e etandlico das partes aéreas de Miconia
ligustroides, apresentaram atividade analgésica significativa inibindo em torno de 60% a
nocicepcao (CUNHA et al., 2003).

Ferreira e colaboradores (2000) testaram a poténcia nociceptiva do extrato
metandlico e dois triterpenos (folidotin e 24-metilencicloartenol) isolados do caule de
Epidendrum mosenii e observaram uma inibicao da dor de 80%.

2.6 Teste de letalidade

A utilizagdo de bioensaios para o monitoramento da atividade de extratos,
fracoes e compostos isolados de plantas tém sido freqlentemente incorporada a
pesquisa fitoquimica. Dentre esses se encontra o ensaio com Artemia salina, que é
considerado uma das mais Uteis ferramentas para testes preliminares de toxicidade.
Este teste pode mostrar uma boa correlagcdo com atividade citotdxica contra varios
tumores sélidos humanos e também com a atividade pesticida (McLAUGHLIN, CHANG,
SMITH, 1991; LUNA et al., 2005).

Artemia salina é um microcrustaceo invertebrado, pertencente a classe
Anostracea, que faz parte do ecossistema marinho. E uma importante fonte de alimento
para peixes e outros crustaceos, tanto no ambiente onde vive como em aquarios
marinhos (PELKA et al., 2000).
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O bioensaio envolvendo Artemia consiste em avaliar a sobrevivéncia desse
microcrustaceo quando exposto a uma determinada substéncia. A analise é feita
mediante o calculo da CLs,, ou seja, a concentracao que dizima metade da populagao
(DOLABELA, 1997).

Dolabela (1997) em seus estudos estabeleceu critério de classificacao de
extratos hidroetandlicos com base nos niveis de CLso em Artemia salina, sendo que
extratos com CLso menor que 80 pg/ml eram considerados altamente téxicos; CLsg entre
80 pg/ml e 250 pug/ml, moderamente toxicos e CLso maior que 250 pug/ml, com baixa
toxicidade ou ndo toxicos. Neste mesmo estudo, foi também estabelecida uma
correlagédo entre o limite da toxicidade para Artemia salina com ag¢éo anti-tripanossoma
cruzi, onde a maioria dos extratos com esta acdo exibem toxicidade moderada. Ja
Meyer et al. (1982) considera inativos os extratos onde todos os nauplios sobrevivem a
uma concentragdo maior que 1000 pg/ml.

O primeiro trabalho relativo ao uso de Artemia salina em bioensaio foi em 1956, e
a partir dai, inimeros artigos tém sido reportados na literatura em estudos utilizando
produtos e toxinas naturais, além de extratos e fracées de plantas (CAVALCANTE et
al., 2000 apud MICHAEL, 1956).

Os extratos etandlico, hexanico, diclorometano de varias partes de Gochnatia
polymorpha ssp floccosa nao apresentaram toxicidade aos nauplios de Artemia salina,
indicando que esta planta é bem tolerada nos sistemas bioldgicos (STEFANELLO et al.,
2006).

No extrato metandlico da Cynara scolymus L. (alcachofra) e nas fragdes
hexanica, diclorometano, acetato de etila e butanélica, como nos compostos cinarosidio
e cinaropicrina, algumas fracdes, principalmente as apolares, causaram a mortalidade
de uma porcentagem significativa de nauplios de A. salina, sendo que a fracao
hexanica apresentou a maior atividade (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Utilizando a mesma metodologia, Silva e colaboradores (2007) avaliaram os
extratos metandlicos das partes aéreas, raizes e frutos das espécies S. asperum R., S.
capsicoides, S. palinacantum D., S. paludosum M., S. paniculatum L., S. paraibanum,S.
sisymbriifolium, S. crinitum, S. diamantinense, S. megalonyx S., S. torvum, S.
asterophorum e S. stipulaceum. As partes aéreas de S. asperum R. e S. megalonyx S.,
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as flores e raizes de S. palinacanthum D. e as raizes de S. paludosum M. foram inativas

aos nauplios.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal constitui-se de folhas e caule de Mirabilis jalapa L. coletadas
no municipio de Santa Maria/RS, no més de margo de 2006.

A planta foi identificada pela Prof?. Thais Scotti do Canto Dorow e um exemplar
encontra-se registrado no Herbario do Departamento de Botanica da UFSM sob a
exsicata SMDB 10.077.

3.2 Equipamentos e acessorios

e Aparelho de Clevenger

e Aquario

e Autoclave

e Balanca eletrénica - ACCULAB® V-400 (capacidade 400 g, precisao 0,19)
e Banho térmico Biomatic

e Banho ultra-sénico

e Cromatofolha de silica gel GFzs4

e Cromatografo liquido Shimadzu

e Espectrofotometro Ultravioleta/ Visivel

e Estufas microbiolégicas

e Estufa de ar seco circulante

e Estufa de secagem e esterilizacao

e Evaporador rotatério acoplado a banho d’agua
e Extrator tipo Soxhlet

e Funil de Blchner

e Lampada de ultravioleta A = 254 nm e 366 nm
e Moinho de facas

e Vidrarias de laboratério
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3.3 Solventes e reagentes

Foram empregados solventes, reagentes e substancias de referéncia das marcas
Vetec®, Sigma® e Merck®.
e 1,1 difenil-2-picrilhidrazila
e Acetato de etila PA
e Acido acético glacial PA
e Acido cloridrico PA
e Acido férmico PA
e Alcool etilico PA
e Alcool metilico PA
e Butanol PA
e Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio
e Cloroférmio PA
e Diclorometano PA
e Dicromato de potassio
e Dimetilsulfoxido
e Eter etilico PA
¢ Folin-Ciocalteu
e Hexano PA
e Sulfato de sodio anidro
e Peroxido de hidrogénio
e Polioxietileno sorbitan monopalmitato (Tween 80)

e Polietilenoglicol
3.4 Substancias de referéncia
e Acido Pirogalico

e Acido Ascorbico

¢ Quercetina
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e Sulfato de Morfina

3.5 Microrganismos

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas cepas de
microrganismos originarios de isolado clinico e da American Type Culture Collection
(ATCC) disponiveis no Laboratério de Pesquisas Micoldgicas da UFSM (Tabela 1).

Tabela 1 — Microrganismos utilizados na determinacdo da atividade antimicrobiana de

Mirabilis jalapa.

Microrganismos ATCC
Staphylococcus aureus 25923
Escherichia coli 254922
Pseudomonas aeruginosa 27850
Klebsiella pneumoniae 10031
Candida albicans 44373
Candida glabrata 10231
Saccharomyces cerevisiae 2601
Prototheca zopfii *

*isolado cllinico

3.6 Animais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso
de Animais da UFSM e conduzidos de acordo com orientacdes para os cuidados com
0s animais de laboratério e consideracdes éticas para investigacdo de dor experimental
em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

Para a determinacdo da atividade analgésica foram utilizados camundongos
albinos (25-35g), machos e adultos, fornecidos pelo Biotério Central da UFSM,

mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas (ciclo claro entre 7 € 19 horas), em
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temperatura de 22 + 1°C , com alimento e agua ad libitum.

3.7 Preparacao do material vegetal

O material coletado foi desidratado em estufa com circulacdo de ar (= 45°C),

pulverizado em moinho de facas e armazenado em frasco ambar.

Os extratos foram obtidos por maceracao a frio, em uma solucao etandlica 70%,
durante 14 dias com renovacdo de solvente no 7° dia. Apds, o macerado foi
concentrado em evaporador rotatério obtendo-se o residuo seco, parte do residuo foi
retomado e submetido a fracionamento com solventes organicos de polaridades
crescentes, hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, obtendo-se
respectivamente as fracées hexanica (Fr. Hex), diclorometano (Fr. CH2Cly), acetato de
etila (Fr. AcOEt) e butandlica (Fr. ButOH). Foram calculados os rendimentos dos
extratos brutos (EBs) e fracdes.
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Figura 8 — Protocolo experimental do fracionamento do extrato bruto
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3.8 Analise quimica qualitativa

A analise quimica qualitativa seguiu a metodologia apresentada por Moreira
(1979), com os extratos, aquoso e etandlico (70%) obtidos por decocgéao.
Eventualmente foram empregadas técnicas mais especificas descritas por Costa
(1982).

3.9 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto e fragdes do caule
e folhas, utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo, de acordo com os documentos
M27-A2 para fungos leveduriformes (NCCLS, 2002) e M7-A4 para bactérias (NCCLS,
1997).

Os ensaios foram realizados em ftriplicata com séries de diluicbes para o
EXTRATO BRUTO e fragcdes do caule e das folhas em placas estéreis com 96
micropocos. O controle positivo é composto do indéculo sem a droga, ja o negativo é
apenas o caldo Mueller Hinton (MH) para bactérias e o caldo RPMI 1640 para fungos.

As amostras foram inicialmente solubilizadas em etanol, e adicionadas aos po¢os
de modo que ficassem diluidas a diferentes concentracées (5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,05 e
0,025 mg/ml).

Previamente aos testes, os indculos bacterianos foram preparados a partir de
bactérias ativadas, as quais foram repicadas em agar MH, durante 24 h a 35°C,
enqguanto que os fungos foram repicados para agar Sabouraud dextrose, durante 48 h a
35°C.

Ap6s a ativagdo das bactérias, padronizou-se o inoculo, que consistiu na
preparacdo de uma suspensao bacteriana em salina, com turvagao similar ao tubo 0,5
da Escala Mac Farland (1 x 10 UFC/ml). A seguir, esta suspensao foi diluida a 1:100 (1
x 10" UFC/mI) em salina estéril, e volumes de 10 pL foram entdo transferidos para as
cavidades de uma placa de microtitulagdo, contendo 200 uL do caldo Mueller Hinton

acrescido de diferentes concentragbes das amostras, resultando num inéculo final de
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2 x 10° a 5 x 10° UFC/ml. As placas com patdégenos bacterianos foram incubadas a
37°C durante 24 h. A suspensao de microrganismos leveduriformes foi preparada de
modo similar. Ap6s a padronizacao da turvacao, foram realizadas diluicoes sucessivas
de 1:50 e 1:20 no caldo RPMI 1640 tamponado. As placas foram incubadas a 35 °C
durante 48 h.

A leitura foi realizada apds o periodo de incubacao, mediante composigao visual
com o controle de crescimento positivo, determinando-se como CIM a menor
concentragdo da substancia testada onde nao foi visualizado crescimento do
microorganismo. Depois de realizada a leitura do CIM, efetua-se a CFM (Concentragao
Fungicida Minima) e a CBM (Concentracdo Bactericida Minima); onde € observado os
pocos onde ndo houve crescimento visivel, fazendo-se o repique deste para placas de
Petri contendo o meio especifico durante o tempo de incubacdo adequado para cada
microorganismo e entdo, fez-se a leitura. A menor concentracdo onde nao foi
observado crescimento no agar para fungos é considerada a CFM e para bactéria é
considerada a CBM.

3.10 Determinacao de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais dos extratos foi determinado com o reagente Folin-
Ciocalteu segundo Chandra e Mejia (2004) modificado.

Para o ensaio foram preparadas soluc¢des de 0,15 mg/ml de cada amostra, onde
utilizou-se 10 ml de etanol para solubiliza-las e completou-se com agua para um volume
final de 100 ml. Dessa solucéao retirou-se uma aliquota de 1 ml no qual foi adicionado 1
ml do reagente Folin-Ciocalteu, ap6s 5 min., foi acrescentado 2 ml de carbonato de
sodio 20%. Decorridos 10 min., mediu-se a absorbancia das amostras a 730 nm em um
espectrofotobmetro Schimadzu UV 1021, utilizando-se o etanol como branco, sendo as
analises realizadas em triplicata.

A curva padrao do acido pirogalico foi realizada nas concentracbes de 0,005;
0,01; 0,015; 0,025 e 0,03 mg/ml. O teor de fendis totais foi determinado por interpolagédo
da absorbancia das amostras com a curva de calibracdo do padrao e expressos como
mg de equivalentes de acido pirogalico por g de extrato.
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3.11 Determinacéao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada qualitativamente (CCD) e
quantitativamente (espectrofotométrico), in vitro, frente ao radical livre 1,1-difenil-2-picril-
hidrazila (DPPH).

3.11.1 Atividade antioxidante em CCD

Para avaliar qualitativamente a atividade antioxidante de Mirabilis jalapa, o
extrato bruto e fracdes do caule e folhas foram aplicados em cromatoplacas de aluminio
(Silica gel GF2s4) € eluidas em sistema de eluentes de acordo com as amostras. Como
padrdao de atividade antioxidante foi empregado a quercetina. Apds a eluicdo e
evaporacao total do eluente, nebulizou-se a placa com uma solucdo de DPPH 0,004%
diluida em metanol. A placa ficou exposta a temperatura ambiente por 30 min., quando
se fez a leitura da atividade antioxidante, caracterizada pela formacdo de manchas
amareladas comparaveis com as observadas para o padrdo sobre a coloracao violeta,
caracteristica do DPPH (CHOI et al., 2002).

3.11.2 Atividade antioxidante por espectrofotometria

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH seguiu a
metodologia de Gao et al. (1999) e Choi et al. (2002). Foram utilizados o extrato bruto e
fracdes do caule e folhas e como padrio o acido ascérbico (Ac. Asc.). Como controle
negativo usou-se uma solucao de 1 ml de DPPH diluida em 2,5 ml de etanol.

Para a curva de calibracao foram colocados 2,5 ml de acido ascérbico em cada
tubo de ensaio nas seguintes concentragcbes: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e
1,5625 pug/ml, apds colocou-se 1 ml de uma solugédo de DPPH 0,3 mM solubilizada em
etanol (2,5 ml). Incubou-se no escuro por 30 min. e fez-se a leitura das absorbancias
em espectrofotbmetro a 518 nm, este ensaio foi realizado em triplicata para todas as
concentracdes do padrao e das amostras.
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A atividade antioxidante foi calculada conforme a seguinte equacao:

% inibicao = 100 - (Abs da amostra — Abs do branco) X 100
Abs do controle

A Clsp (concentracdo necessaria para inibir a atividade do DPPH em 50%) foi
calculada para as amostras e para o padrao através de interpolacao grafica calculada

por regressao nao-linear.

3.12 Determinacao do teor de quercetina por CLAE

A metodologia utilizada esta de acordo com a Farmacopéia Americana (USP 24,
1999). As amostras e o padrao foram injetados no cromatdgrafo liquido Shimadzu LC-
10Avp, com injetor manual Rheodyne e detector UV/Vis. As separacdes
cromatograficas foram realizadas em coluna Shimadzu LC — 18 Shim — pack (8 cm x
1,50 cm, 5 uym).

O padrao foi preparado com 300 pg de quercetina e completado em baldo
volumétrico de 50 ml com metanol. Dessa solucao, retirou-se uma aliquota de 10 ml e
completou-se com solucdo de metanol: 4gua (30:70) para um baldo volumétrico de 100
ml, com aquecimento sob refluxo por 90 min. A curva padrdo foi realizada nas
concentragdes de 0,9375; 1,875; 3,75 e 7,5 pg/ml.

As amostras foram preparadas com 1500 ug das folhas e do caule, nas quais foi
adicionado 40 ml de solucao de HCI 20% em metanol, com aquecimento sob refluxo por
90 min. Apos esse periodo, o extrato foi transferido para um baldo volumétrico de 100
ml e completado o volume com uma solucdo de metanol : agua (30:70).

A eluicdo em gradiente teve como fase moével metanol: acido fosférico 0,1% (45:55)
com vazao de 1,0 ml/min. O volume injetado foi de 20 yl e o comprimento de onda
utilizado foi de 370 nm.
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3.13 Determinacao da atividade analgésica

A atividade analgésica foi determinada pelo teste de contorcbes abdominais
(KOSTER, ANDERSON e BEER, 1959). Os animais (n = 6) foram tratados com os
extratos brutos e fragdes na dose de 10 mg/Kg (via oral), solucdo de Tween 80:
polietilenoglicol: salina (veiculo): e morfina (controle). Sessenta minutos apds cada
tratamento, foi administrado intraperitonealmente (i.p.) o acido acético (0,6%, 10ml/Kg).
A contorcdo abdominal é considerada quando ha contragdo dos musculos abdominais,
seguida de alongamento do corpo e estiramento das patas traseiras as quais foram
observadas durante 30 min., logo ap6s a administracao do acido acético.

Com a média aritmética do niumero de contorcées de cada grupo tratado com as
amostras e os controles foram determinados os percentuais de inibicdo (%l). Com a
amostra que apresentou a melhor atividade foi repetido o ensaio de modo o obter-se as

curvas de dose e tempo.

3.14 Teste de letalidade

A letalidade foi determinada para o extrato bruto e fragdes do caule e folhas
frente a Artemia salina Leach, conforme McLaughlin, Chang e Smith, (1991). Os ovos
de artemia salina sdo colocados em um aquario adaptado contendo solucdo de sal
marinho (35 g/l) com temperatura controlada, em torno de 25°C, e aeragao constante.
Apo6s um periodo de aproximadamente 48 horas, hd a eclosdo dos ovos dando origem
a nauplios.

As amostras solubilizadas em agua e/ou em dimetilsulféxido (DMSQO), sao
transferidas para tubos de ensaio contendo 10 nauplios cada. Como controle positivo foi
utilizado o dicromato de potassio e como controle negativo foi utilizada uma solucéo de
sal marinho, preparados nas mesmas concentracées das amostras (1, 10, 100 e 1000
Hug/ml). ApGs 24 h. faz-se a leitura do numero de sobreviventes e através do método de
Finney (1971) determina-se a concentracdo necessaria para matar 50% dos nauplios
(CLsp).
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3.15 Analise estatistica

Os dados obtidos para a atividade antioxidante e compostos fendlicos
correspondem a média de trés repeticdes (n=3) + desvio padrdao da média.

Os dados obtidos para o método de contorcbes abdominais induzidas por acido
acético foram analisados por andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Student-Newman-Keuls quando apropriado. Valores de P menores que 0,05 (p<0,05)
foram considerados como indicativos de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos extratos brutos e suas fracoes

Os rendimentos obtidos a partir de caule e folhas de Mirabilis jalapa podem ser

visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 — Rendimento obtido em percentagem para os extratos brutos e fragdes do
caule e folhas de Mirabilis jalapa

CAULE FOLHAS

EB Hex CHxCl, AcOEt ButOH EB Hex CH.Cl, AcOEt ButOH

22,45 12,11 0,92 1,29 8,97 14,25 3,26 0,83 0,53 4,95

A fracao hexanica foi a de maior rendimento no caule, é provavel que esta fragéo
seja constituida basicamente por substancias altamente lipofilicas, lipideos e 6leos
volateis (SONAGLIO et al., 2004).

Ja nas folhas, a fracdo butandlica obteve o maior rendimento, é provavel que
nesta fragcdo se concentrem principalmente substancias polifenélicas mais polares que
na fracdo acetato de etila (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2004).

4.2 Analise quimica qualitativa

Os principais grupos constituintes quimicos de folhas de Mirabilis jalapa L., foram

caracterizados por analise quimica qualitativa (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultado da andlise quimica qualitativa dos extratos de folhas de Mirabilis

Jalapa

Ensaio Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Acidos fixos ++ #
Acidos organicos # +
Acidos volateis e #
Alcaldides # +++
Amino-grupos +++ #
Cumarinas # -
Esteroides e/ou triterpenos # +++
Fenois orto e meta livres # +++
Fendis para livres # +
Fendis em geral # ++
Gomas, mucilagens, taninos +
Heterosideos Antocianicos +++
Heterosideos Cardiotdnicos # -
Heterosideos Cianogenéticos - #
Heterosideos Flavénicos # ++
Heterosideos Saponinicos - #
Hidroxiantraquinonas # +++
Taninos condensados + #
Taninos hidrolisaveis ++ #
pH 5,0 #
Cor Marrom avermelhada Verde escura
Odor Sui generis Sui generis

(-) resultados negativos, (+) tragos, (++) resultados positivos, (+++) resultados fortemente positivos,

(#) nao realizado.

Com a finalidade de caracterizar os principais grupos constituintes da espécie em

estudo, realizou-se uma abordagem quimica. No extrato etandlico caracterizou-se a

presenca de alcalbides, esterdides e/ou triterpenos, fendis orto e meta livres. No extrato

aquoso ficou caracterizado a presenca de acidos volateis, amino-grupos e heterosideos

antocianicos.
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4.3 Atividade antimicrobiana

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do extrato bruto e das fracbes do caule e
folhas foi avaliada frente aos microrganismos (Tabelas 4, 5, 6 e 7).

Tabela 4 — Perfil de suscetibilidade de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e K.
pneumoniae ao extrato bruto e fracdes do caule de Mirabilis jalapa, valores expressos

em mg/ml.

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH.CI; Fr. Hex.
Microrganismos

(CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM)

S. aureus >5 _ >5 _ 5 5 2,5 5 >5 _
E. coli >5 _ 5 5 >5 _ 5 5 >5 _
P. aeruginosa >5 _ 5 >5 >5 _ >5 _ >5 _
K. pneumoniae >5 _ 5 5 >5 _ >5 _ >5 _

Tabela 5 — Perfil de suscetibilidade de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e K.
pneumoniae ao extrato bruto e fracées das folhas de Mirabilis jalapa, valores expressos

em mg/ml.

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH.CI; Fr. Hex.
Microrganismos

(CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM) (CIM) (CBM)

S. aureus >5 _ 25 >5 5 5 5 5 >5 _
E. coli >5 _ 5 5 >5 _ 5 >5 >5 _
P. aeruginosa >5 _ 5 >5 >5 _ 5 >5 >5 _
K. pneumoniae >5 >5 _ >5 5 5 >5

De acordo com a classificacao de Sartoratto e colaboradores (2004), os extratos
de caules e folhas de Mirabilis jalapa tiveram uma fraca atividade frente as bactérias,

embora tenham mostrado uma diferenga para os diversos microrganismos.
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A fracdo diclorometano do caule (Tabela 4) e a acetato de etila das folhas
(Tabela 5) foram mais ativas para S. aureus, que vem de encontro com os resultados
de Kusamba, Byamana e Mbuyi (1991).

Os extratos e fragbes tiveram uma fraca atividade contra K. pneumoniae. J& Nair,
Kalariya e Chanda (2004) consideraram os extratos desta planta inativos contra a
mesma bactéria.

Tabela 6 — Perfil de suscetibilidade de C. albicans, C. glabrata, S. cerevisiae e P. zopfii

ao extrato bruto e fracdes do caule de Mirabilis jalapa, valores expressos em mg/ml.

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH.Cl; Fr. Hex.
Microrganismos

(CIM) (CFM) (CIM) (CFM) (CIM) (CFM) (CIM) (CFM) (CIM) (CFM)

C.albicans >25 _ >25 _ >25 _ >25 _ >25 _
C. glabrata >25 _ 0,25 1256 >25 _ >25 _ >25 _
S. cerevisiae >25 _ 0,156 >25 >25 _ >25 _ >25 _
P. zopfii >25 _ 1,25 >25 >25 >25

Tabela 7 — Perfil de suscetibilidade de C. albicans, C. glabrata, S. cerevisiae e P. zopfii ao

extrato bruto e fragbes das folhas de Mirabilis jalapa, valores expressos em mg/ml.

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH.CI; Fr. Hex.
Microrganismos

(CIM) (CFM) (CIM)  (CFM) (CIM) (CFM) (CIM) (CFM) (CIM) (CFM)

C.albicans >25 _ >25 _ >25 _ 1,25 25 >25 _
C. glabrata >25 _ 2,5 >25 >25 _ 125 >25 >25 _
S. cerevisiae >25 _ 0,3126 >2,5 >2,5 _ .25 >25 2,5 >25
P. zopfii >2,5 _ >25 >25 >25 >25

Ainda de acordo com a classificacdo de Sartoratto et al. (2004), o extrato bruto,
as fracdes butandlica e hexanica do caule e folhas e a diclorometano do caule
apresentaram fraca atividade contra os fungos testados (Tabelas 6 e 7). As fracdes

acetato de etila do caule e das folhas tiveram uma alta atividade frente a S. cerevisiae.
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A fragao diclorometano das folhas apresentou-se moderadamente ativa frente C.
albicans e C. glabrata e a acetato de etila do caule frente a P. zopfii.

Ja Dimayuga, Virgen e Ochoa (1998), pelo método de difusdo em agar,
constataram que os extratos etandlicos foram inativos frente a C. albicans, enquanto

gue neste experimento encontramos uma fraca atividade para o extrato bruto.

As fracOes acetato de etila e diclorometano demonstraram maior atividade frente
as bactérias e fungos em relacao as fracées menos polares provavelmente por terem
maior concentracdo de compostos com potencial antimicrobiano do que as demais
fracoes. Conforme a andlise quimica qualitativa, os extratos de Mirabilis jalapa
apresentaram alcal6ides, flavondides, taninos e triterpenos e conforme Simdes e

colaboradores (2004) esses compostos possuem acao antimicrobiana.

4.4 Teor de fendlicos totais
O teor de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
com as leituras das absorbancias do acido pirogalico nas diferentes concentracdes

(Tabelas 8) e das amostras (Tabela 9).

Tabela 8 — Leituras das absorbancias para o acido pirogalico.

Acido pirogalico Média Desvio Padrao (+) Coeficiente de
(g/ml) das leituras Variacao %
0,005 0,826 0,0022 2,66
0,010 0,2211 0,0177 8
0,015 0,4622 0,0125 2,7
0,025 0,7408 0,0697 9,4
0,030 0,9498 0,0014 0,14

O teor de compostos fendlicos é determinado por interpolacdo da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibracdo com as diferentes concentracbes de
acido pirogalico (Figura 9) e expresso como mg de equivalentes de acido pirogalico por
grama de droga (Tabelas 9 e 10).
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Figura 9 — Curva padréao do &cido pirogalico com suas concentracbes versus
absorbancias e respectiva equacéo da reta e coeficiente de correlacao.

Tabela 9 — Teor de fendis totais para as fra¢cdes do caule de Mirabilis jalapa.

Amostras Média Desvio Padrao  Coeficiente de Teor de polifenois
(Abs) (%) Variacao % (mg/g de droga)
Fr. Hex 0,36 0,009 2,5 0,41
Fr. AcOEt 3,17 0,029 4,57 2,41
Fr. ButOH 0,703 0,011 1,56 1,08
Total de compostos fenélicos em Mirabilis jalapa 3,9

Tabela 10 — Teor de fendis totais para as fragdes das folhas de Mirabilis jalapa.

Amostras Média Desvio Padrao  Coeficiente de  Teor de polifendis
(Abs) (%) Variacao % (mg/g de droga)
Fr. Hex 0,249 0,002 0,8 1,79
Fr. AcOEt 2,56 0,028 5,45 7,45
Fr. ButOH 0,915 0,063 6,9 3,94
Total de compostos fendélicos em Mirabilis jalapa 13,18

A avaliacao de compostos fendlicos mostrou uma quantidade consideravel deste
tipo de substancia, com valores de 3,9 mg/g de droga para o caule e 13,18 mg/g de

droga para as folhas.
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O teor de compostos fendlicos foi testado para os extratos metandlicos e fracoes
aquosa, acetato de etila e butandlica de flores e folhas de Erica arborea, sendo que a
fracdo acetato de etila demonstrou a mais alta atividade com um teor de 315,52 pug/mg
(MEHMET et al., 2007).

As fragbes acetato de etila do caule e folhas apresentaram maior teor de fenais,
isso pode ser explicado pelo principio da seletividade, onde as substancias polares
como os compostos polifendlicos possuem afinidade pelos solventes de mesma
polaridade, concentrando-se mais nestas fracdes (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES,
2004).

4.5 Atividade antioxidante

4.5.1 Atividade antioxidante por CCD

A analise das cromatoplacas sugere a presencga de substancias com atividade
antioxidante que séo caracterizadas por manchas amareladas resultantes da reducéao
do radical DPPH (Figura 10).
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1:EB; 2: Hex; 3: CH,Cl,;; 4: AcOEt; 5: ButOH; 6: Quercetina.
Figura 10 — Atividade antioxidante pelo método do DPPH de caule (A) e folhas (B)
de Mirabilis jalapa em cromatoplacas. Fase movel: cloroférmio: metanol (8,5: 3,5).

As cromatoplacas desenvolveram a coloracdo amarelada caracteristica para
presenca de substancias com a propriedade de seqUestrar o radical livre (DPPH). Com
metodologia do DPPH em cromatoplacas, Kunz (2006), demonstrou atividade
antioxidante para os extratos de Glechon spathulata, assim como Choi e colaboradores
(2002) que avaliaram diferentes plantas. Os resultados apresentados por esses autores
foi o desenvolvimento de manchas amareladas como preconizado pelo método sendo

semelhantes aos nossos.
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4.5.2 Atividade antioxidante por espectrofotometria

A atividade antioxidante avaliada por espectrofotometria UV/visivel & expressa
em percentual de inibicdo, o qual é calculado com a leitura das absorbéancias das
amostras. O desvio padrdao percentual e o coeficiente de variacdo indicam a
uniformidade dos dados (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11 — Atividade antioxidante do acido ascorbico, extrato bruto e fracbes do caule
de Mirabilis jalapa.

Concentracées Média Desvio Padrao Coeficiente de % Inibicao
(ng/ml) (Abs) (+) Variacao (CV%) (P1)
Acido Ascorbico.
200 0,057 0,0005 0,88 96,58
100 0,057 0,0006 1,01 96,45
50 0,061 0,0015 2,5 95,11
25 0,069 0,0050 7,29 94,38
12,5 0,12 0,0085 7,09 83,51
6,25 0,18 0,004 2,22 62,14
3,125 0,278 0,0195 7 37,48
1,5625 0,347 0,0336 9,68 14,52

Extrato Bruto

200 0,139 0,005 3,59 92,19
100 0,415 0,006 1,44 53,78
50 0,646 0,006 0,93 23,18
25 0,749 0,0025 0,34 10
12,5 0,807 0,0096 1,19 2,56
6,25 0,815 0,0136 1,67 1,41
3,125 0,82 0,0158 1,93 0,128
1,5625 0,826 0,0036 0,44 0

Fracao Hexanica

200 0,28 0,0111 3,98 90,91
100 0,363 0,003 0,826 72,47
50 0,592 0,0090 1,52 36,23
25 0,693 0,0053 0,76 18,82

12,5 0,747 0,0276 3,69 11,91



6,25 0,805 0,0181 2,54 3,58
3,125 0,81 0,005 1,64 2,43
1,5625 0,82 0,02 2,43 0,89

Fracao Acetato de Etila
200 0,137 0,132 0,142 91,29
100 0,195 0,185 0,19 82,59
50 0,221 0,235 0,24 77,21
25 0,520 0,533 0,491 40,07

12,5 0,695 0,72 0,713 17,41

6,25 0,722 0,751 0,746 11,39
3,125 0,76 0,755 0,762 8,83
1,5625 0,807 0,007211 0,89 2,43

Fracao Butandlica
200 0,119 0,0017 1,45 91,8
100 0,131 0,003 2,29 90,14
50 0,265 0,003 1,13 72,34
25 0,543 0,0036 0,66 36,75

12,5 0,693 0,0036 0,52 16,77

6,25 0,759 0,004 0,512 8,58
3,125 0,778 0,0135 1,74 BI5
1,5625 0,799 0,0091 1,15 1,54
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Tabela 12 — Atividade antioxidante do acido ascorbico, extrato bruto e fracbes das
folhas de Mirabilis jalapa.

Concentracoes Média Desvio Coeficiente de Variacao % Inibicao
(pg/ml) (Abs) Padrao (t) (CV%) (PI)
Acido Ascorbico
200 0,057 0,0005 0,88 96,58
100 0,057 0,0005 1,01 96,45
50 0,061 0,0015 2,5 95,11
25 0,069 0,005 7,29 94,38
12,5 0,12 0,0085 7,09 83,51
6,25 0,18 0,004 2,22 62,14
3,125 0,278 0,0195 7 37,48
1,5625 0,347 0,0336 9,68 14,52

Extrato Bruto




200 0,225 0,003 1,33 95, 36
100 0,281 0,0036 1,28 66,34
50 0,391 0,0072 1,84 41,59
25 0,475 0,007 1,47 19,92
12,5 0,537 0,0092 1,71 7,35
6,25 0,539 0,0036 0,67 6,4
3,125 0,545 0,0118 2,16 5,2
1,5625 0,55 0,0247 4,48 2,9
Fracao Hexanica
200 0,383 0,0036 0,94 91,29
100 0,277 0,002 0,72 87,62
50 0,335 0,0134 4,02 57,45
25 0,425 0,0087 2,04 32,49
12,5 0,577 0,0180 3,12 11,8
6,25 0,584 0,0065 1,12 9,48
3,125 0,599 0,01 1,7 6,38
1,5625 0,609 0,0036 0,59 2,51
Fracao Acetato de Etila
200 0,12 0,001 0,83 92,26
100 0,112 0,0025 2,25 90,52
50 0,196 0,0061 3,1 73,69
25 0,287 0,0026 0,92 55,51
12,5 0,377 0,0037 1 37,71
6,25 0,469 0,0162 3,45 19,34
3,125 0,516 0,0060 1,17 9,48
1,5625 0,523 0,0177 3,37 6,96
Fragcao Butandlica
200 0,102 0,0026 2,59 93,04
100 0,115 0,003 2,61 90,33
50 0,119 0,0047 3,97 87,81
25 0,34 0,007 2,06 43,91
12,5 0,499 0,0147 2,95 12,76
6,25 0,53 0,005 0,94 6,77
3,125 0,55 0,0247 4,48 2,32
1,5625 0,56 0,01 1,78 0,39

62



63

A representagdo grafica da concentracdo das amostras em relacdo a
percentagem de inibicdo permite o calculo da Clsg (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Gréfico da inibicdo do acido ascérbico e dos extratos do caule e fracoes

de Mirabilis jalapa nas diferentes concentracdes de DPPH.
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Figura 12 —

Gréfico da inibicdo do acido ascérbico e dos extratos das folhas e fragdes
de Mirabilis jalapa nas diferentes concentracdes de DPPH.

A partir das curvas de percentagens de inibicdo do extrato bruto e fracbes do
caule e folhas foi calculada a Cls, (Tabela 13).
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Tabela 13 — Concentracéo inibitéria de 50% para o acido ascorbico, extrato bruto e
fracdes do caule e folhas de Mirabilis jalapa.

Amostras Clso*
Caule Folhas
Ac. Asc. 4,15 4,15
EB 147,5 93,18
Fr. Hex. 71,98 39,7
Fr. AcOEt 27,59 20,40
Fr. ButOH 30,50 25,41
* pg/ml

Na maior concentragdo (200 pg/ml), as fragcdes acetato de etila, butandlica e
extrato bruto do caule apresentaram o percentual de inibicdo do DPPH de 91,29, 91,8 e
92,9 %, j& o acido ascdrbico inibiu o radical livre em 96,58%. Os extratos apresentaram

uma atividade semelhante ao acido ascérbico na maior concentragéo.

As fragdes acetato de etila, butandlica e extrato bruto das folhas na concentracao
de 200 pug/ml apresentaram uma atividade semelhante ao do acido ascérbico, que inibiu
o radical livre DPPH em 96,58%, enquanto que as fracdes inibiram em 92,26; 93,04 e

95,36% respectivamente.

Na avaliagdo da atividade antioxidante, determina-se a Clsy que € a
concentracdo que inibe em 50% a capacidade oxidante de uma substancia. Quanto
menor a Clsp mais eficaz é a sua atividade antioxidante. Pela analise dos resultados a
fracao acetato de etila das folhas foi a mais eficaz (Tabela 13).

Estas fracbes exibiram a maior atividade antioxidante, coincidindo com os
resultados apresentados por Kunz (2007) em seu estudo com Glechon spathulata
Benth.

Outros estudos tém mostrado uma maior poténcia para a fragdo acetato de etila
em testes de atividade antioxidante, como o de Andrade e colaboradores (2007) onde
foi avaliado o extrato etandlico e as fragdes hexanica, diclorometano e acetato de etila
das flores de Acacia podalyriifolia, sendo a fracao acetato de etila a mais ativa com Clsg
de 3,22 pg/ml.

Segundo Zuanazzi e Montanha (2004) a atividade antioxidante pode ser atribuida
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a presenca de compostos fendlicos nas amostras como os flavonoides. Estes sdo mais
soluveis em solventes de maior polaridade, concentrando-se nas fragdes mais polares

como a acetato e butandlica.

4.6 Determinacao do teor de quercetina por CLAE

No extrato de Mirabilis jalapa foi caracterizado flavondides através da analise
quimica qualitativa, estes sao relacionados com a atividade antioxidante e teor de
compostos fendlicos. O teor de flavondides nos extratos do caule e folhas de M. jalapa
foi calculado como quercetina (USP, 1999). Para o calculo da concentracdo das

amostras foi realizada a curva de calibragdo da quercetina (Figura 13).
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Figura 13 — Curva padrao da quercetina

Os extratos foram analisados por CLAE pra verificar a presenca de quercetina
(Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Cromatograma obtido do extrato do caule. Fase mével: metanol:

acido fosforico 0,1% (45:55).
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Figura 15 - Cromatograma obtido do extrato das folhas. Fase mével: metanol:

acido fosforico 0,1% (45:55).
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A quercetina (Figuras 14 e 15) apresentou-se com tempo de deteccao

aproximado (6,901 e 6,927 min) em relacao ao descrito na USP (6,59 min.).
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Para o caule a concentracao de quercetina foi de 1,466 pug/ml (0,098%) enquanto
que para as folhas foi de 2,852 pug/ml (0,19%).

Através de CLAE, a quercetina foi quantificada no extrato das folhas de Casearia
sylvestris, encontrando-se um teor de 0,75%, sendo este valor mais elevado quando
comparado com o encontrado para os extratos de M.jalapa. (WERLE, 2004).

4.7 Atividade analgésica

O efeito antinociceptivo de Mirabilis jalapa foi avaliado através do teste das
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético. O percentual de inibicdo foi
calculado de acordo com o numero de contorcdes resultantes apds a injecao de acido
acético nos animais tratados previamente com as amostras, veiculo e controle (Tabela
14).

Tabela 14 — Inibicdo (1%) para o extrato bruto e fragdes do caule e folhas de Mirabilis

jalapa.
Caule Controle Folhas
EB AcOEt Hex ButOH Morfina EB AcOEt Hex ButOH
42.7¢17.2 615271  26.2410.31  57.7+15.9 85.842.7 50.6+9.9  82.8#8.2  66.316.2 58.3+8.8

No estudo de Hiruma-Lima et al. (2000) com Boerhaavia diffusa L. da familia
Nyctaginaceae, a atividade analgésica observada foi em torno de 50%, ja no referido
estudo esta atividade foi mais potente para a fracao acetato de etila das folhas.

O numero de contor¢cdes abdominais de acordo com as doses nos indica a
atividade antinociceptiva para os extratos das folhas e caule (Figura 16 A e B).
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Figura 16 — Atividade analgésica dos extratos de folhas (A), caule (B) e da morfina
sobre o numero de contor¢gées abdominais. Sendo *P < 0,05.

O extrato do caule e folhas, quando administrados por via oral na dose de 10
mg/Kg, foram capazes de reduzir o nimero de contor¢des abdominais, sendo que a
fracao acetato de etila foi a que apresentou melhor atividade analgésica (Figura 16 A e
B).

A fim de verificar a duracéo do efeito antinociceptivo da fragdo acetato de etila no
modelo de contorcdes abdominais e para determinar a dose ideal de tratamento para a
realizacdo de experimentos subsequentes, grupos distintos de camundongos

receberam a fragdo acetato de etila na dose de 10 mg/Kg (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Decurso temporal da atividade analgésica da fracdo acetato de etila no
teste de contorcdes abdominais. Sendo *P < 0,05.

Os resultados apresentados na Figura 17 demonstraram que a resposta
antinociceptiva se inicia 30 min. apdés a administracdo da fracdo acetato de etila e

persiste por um periodo de até 2 h., sendo que o melhor efeito observado foi apds 1 h.

de tratamento.
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Figura 18 — Efeito das doses da fragao acetato de etila e comparacao entre os efeitos
dos extratos e da morfina sobre o numero de contor¢gées abdominais. Sendo *P < 0,05,
**P < 0,01.
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As diferentes doses da fracdo acetato de etila, administradas por via oral,
reduziram o numero de contor¢gées abdominais induzidas pela injegao intraperitonial de
acido acético em camundongos. A fracao acetato de etila nas doses de 0,3; 1; 3; 10 e
30 mg/Kg apresentaram acao analgésica, enquanto que a dose de 0,1 mg/kg ndo se
mostrou significativa quando comparada ao veiculo (Figura 18). O valor de DEsp para a
fracdo acetato de etila foi de 1.1 (0.6 — 2.1) mg/kg.

Apesar da fracao acetato de etila apresentar efeito analgésico significativo, os
compostos responsaveis por essa acao deverao ser identificados através de isolamento
e elucidacao estrutural.

4.8 Teste de letalidade

Extratos vegetais sdo amplamente utilizados pela populacao, portanto, o estudo
da letalidade destes extratos sobre bioindicadores como Artemia salina s&o
necessarios.

Artemia salina apresentou-se como excelente indicador da toxicidade, além de
constituir um teste simples e de baixo custo. A CLsg foi calculada pelo método de Finney
(1971). Os resultados referentes ao teste de letalidade dos extratos brutos e fracées do

caule e folhas estao representados na tabela 15.

Tabela 15 — Valores de CLs, calculados para o extrato bruto e fracdes do caule e folhas
de Mirabilis jalapa, expressos em pg/ml.

Amostras Caule Folhas
EB 281,98 66,25
Fr. Hex. - 1,27
Fr. CH-ClI, 151,41 28,83
Fr. AcOEt 7242 367,24
Fr. ButOH - -

- inativas
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Considerando a classificacao de Dolabela (1997), pode-se afirmar que o extrato
bruto, as fragdes hexanica e diclorometano das folhas foram altamente téxicos, a fragao
diclorometano do caule, moderadamente téxica, enquanto que o extrato bruto do caule
e as fracdes acetato de etila do caule e das folhas ndo apresentaram toxicidade.

As fracdes hexanica e butandlica do caule e a fragdo butandlica das folhas sao
consideradas inativas ja que todos os nauplios sobreviveram a uma concentracdo maior
que 1000 pg/ml (MEYER et al., 1982).

Com o controle positivo, dicromato de potassio, todos os nauplios morreram, ja
com o controle negativo, solucdo de sal marinho, todos os nauplios sobreviveram.

A fracdo que apresentou a maior atividade toxica foi a hexanica das folhas, o que
coincide com o estudo de Cechinel Filho et al. (2003), em que a fracao hexanica de
Cynara scolymus L apresentou a maior atividade.
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5 CONCLUSOES

Através dos estudos realizados com a espécie Mirabilis jalapa L.. péde-se

concluir:

O rendimento foi maior no caule para a fragdo hexanica e para as folhas na

fracdo butandlica;

Nos extratos de Mirabilis jalapa ficou caracterizada a presenca de &cidos
volateis, alcaldides, amino-grupos, heterosideos antocianicos, esterdides e/ou

triterpenos, fendis e hidroxiantraquinonas;

Mirabilis jalapa apresentou atividade antimicrobiana, sendo melhor para a fragao

diclorometano e a acetato de etila para caule e folhas;

Mirabilis jalapa apresentou atividade antioxidante tanto pelo método em
cromatoplacas como pelo método espectrofotométrico. As fragcbes acetato de
etila e butandlica apresentaram atividade antioxidante semelhante ao do acido
ascorbico;

A presencga de quercetina foi determinada nos extratos de Mirabilis jalapa;

Os extratos de Mirabilis jalapa apresentaram atividade analgésica, sendo que a
fracdo acetato de etila foi a mais ativa;

Os extratos do caule e folhas de Mirabilis jalapa apresentaram toxicidade para

as fragdes diclorometano e hexanica, respectivamente.
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