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RESUMO. Mirabilis jalapa (Nyctaginaceae), conhecida popularmente em Brasil como “bonina” ou “mara-
vilha”, € utilizada popularmente para o tratamento de infeccoes, inflamacoes e dores. O extrato bruto eta-
nélico (70%) foi preparado por maceracio e fracionado com solventes organicos de polaridade crescente
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol). As melhores respostas para a atividade antimicrobiana
foram obtidas para Staphylococcus aureus com a fracao diclorometano e para Saccharomyces cerevisiae
com a fraciio acetato de etila. Os extratos brutos e fracdes apresentaram atividade antioxidante pelo méto-
do do DPPH, sendo que as fracGes acetato de etila e butandlica das folhas demonstraram excelente ativida-
de com ClI5 ) de 20,40 ug/ml e 25,41 ug/ml, respectivamente. O teor de quercetina (0,19%) foi dosado no ex-
trato das folhas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. A fracio hexanica das folhas apresen-
tou-se altamente téxica frente a Artemia salina com uma CL5, de 1,27 pg/ml.

SUMMARY. “Pharmacology Activity and Quercetin content of Mirabilis jalapa L.” Mirabilis jalapa (Nyctagi-
naceae), popularly known in Brazil as “bonina” or “maravilha”, is popularly used to treat infections, inflamma-
tions and pains. The crude extract ethanolic (70%) was prepared by maceration and fractionated with organic sol-
vents of increasing polarity (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol). The best answer to the antimi-
crobial activity were obtained for Staphylococcus aureus with the dichloromethane fraction and Saccharomyces
cerevisiae with ethyl acetate fraction. The extracts and fractions showed antioxidant activity by the method of
DPPH, where the leaf ethyl acetate and butanol fractions showed excellent antioxidant activity with ICs, of
20.40 pg/ml and 25.41 ug/ml, respectively. The content of quercetin (0,19%) was determined in extracts from
the leaves of liquid chromatography with high efficiency. The leaf hexanic fraction proved to be highly toxic
front of Artemia salina with a LCs of 1.27 pg/ml.

INTRODUCAO

Mirabilis jalapa (Nyctaginaceae) estd ampla-
mente distribuida por todo o mundo, sendo uti-
lizada como medicinal. Na Malasia, o seu uso é
para atenuar as cOlicas intestinais. No Sul da
Africa, as raizes sdo utilizadas como drogas pur-
gativas e as flores sio usadas como repelente de
mosquitos, devido ao forte odor exalado a noite
1. Na América Latina, esta planta € utilizada de-
vido as suas propriedades purgativas e eméticas,
as quais sao atribuidas as suas raizes 2. Um le-
vantamento etnofarmacéutico realizado no sul

do Brasil revelou que a populacio faz uso das
folhas desta espécie para o tratamento de dores,
inflamacoes, hemorrdidas e nos processos di-
gestivos 3.

Extratos metandlicos de caules, folhas, se-
mentes e flores de Mirabilis jalapa testados na
contratibilidade muscular do intestino de coe-
lhos apresentaram atividade inibitdria sendo que
o extrato das flores apresentou uma maior ativi-
dade 4. O extrato bruto e a fracao acetato de eti-
la das folhas de Mirabilis jalapa administrados
oralmente em camundongos produzem a¢io an-
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tinociceptiva nos testes de imersio da cauda e
de contorcdes abdominais 5. As atividades anti-
microbiana e antiviral para esta planta ja foram
relatadas 610, A fracdo hexianica do extrato meta-
noélico administrada por via intraperitoneal in-
duz alta toxicidade (DLs, = 2009 mg/kg) 11.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as ativi-
dades farmacologicas de extratos de caules e fo-
lhas e suas fracdes de Mirabilis jalapa.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal constitui-se de folhas e
caules de Mirabilis jalapa coletadas no munici-
pio de Santa Maria/RS, no més de marco de
2006. Um exemplar desta planta encontra-se re-
gistrado no Herbario do Departamento de Bota-
nica da UFSM sob a exsicata SMDB 10.077. O
material foi desidratado em estufa com circula-
cdo de ar, pulverizado em moinho de facas ob-
tendo-se assim 973,01 g do caule e 512,59 g das
folhas.

Extracdo e Fracionamento

Os extratos foram obtidos por maceracio a
frio, em uma solucio etanélica 70%, durante 14
dias, com renovaciao do solvente. O extrato foi

% inibicao = [100 - (Abs da amostra — Abs

A Cls; (concentragio necessdria para inibir a
atividade do DPPH em 50%) foi calculada para
as amostras e para o padrao através de interpo-
lacao grafica calculada por regressio nio-linear.

Determinacdo do teor de quercetina

A metodologia utilizada estd de acordo com
a Farmacopéia Americana 4. As analises por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
foram realizadas em um cromatégrafo liquido
Shimadzu LC-10Avp, com injetor manual Rheo-
dyne e detector UV/Vis. As separacdes cromato-
grificas foram determinadas em coluna Shimad-
zu LC — 18 Shim — pack (8 cm x 1,50 c¢cm, 5 pm).

O padrao foi preparado com 300 pg de quer-
cetina e completado em balio volumétrico de
50 ml com metanol. Dessa solucio, retirou-se
uma aliquota de 10 ml e completou-se com so-
lucao de metanol: dgua (30:70) para um balao
volumétrico de 100 ml, com aquecimento sob
refluxo por 90 min. Obteve-se uma curva pa-
drao em diferentes concentracdes (0,9375 a 7,5
pg/mb. As amostras foram preparadas com 1500
pg das folhas e do caule, nas quais foi adiciona-
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concentrado em evaporador rotatério obtendo-
se o residuo seco (189,66 g do caule e 109,69 g
das folhas), parte do residuo foi retomado e
submetido a fracionamento com solventes orga-
nicos de polaridades crescentes como hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol, obten-
do-se respectivamente as fracdes hexinica (Fr.
Hex), diclorometano (Fr. CH,Cl,), acetato de eti-
la (Fr. AcOEY) e butandlica (Fr. ButOH).

Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade sequiestrante de radicais livres
dos extratos brutos (EB) e fracdes de Mirabilis
Jalapa e do acido ascérbico foi determinada uti-
lizando o modelo fotocolorimétrico in vitro do
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH) 1213, A curva de calibracao foi realizada
com 2,5 ml de acido ascérbico em diferentes
concentracdes (1,56 a 200 pg/mb e 1 ml de uma
solucao de DPPH 0,3 mM solubilizada em eta-
nol (2,5 mD. Ap6s 30 minutos de incubacio a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a redu-
¢ao do radical livie DPPH foi mensurada pela
leitura da absorbancia em 518 nm. Uma solucao
de 1 ml de DPPH diluida em 2,5 ml de etanol
foi usada como controle negativo. A atividade
antioxidante foi obtida através da equacio [1].

do branco)/ Abs do controle] X 100 [1]:

do 40 ml de solucio de HCI 20% em metanol,
com aquecimento sob refluxo por 90 min. Apds
esse periodo, o extrato foi transferido para um
balao volumétrico de 100 ml e completado o
volume com uma solucdo de metanol : dgua
(30:70). A eluicio em gradiente teve como fase
moével metanol: dcido fosférico 0,1% (45:55)
com vazao de 1,0 ml/min. O volume injetado
foi de 20 pl e o comprimento de onda utilizado
foi de 370 nm.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana
Microrganismos

Para a determinacdo da atividade antimicro-
biana, foram utilizadas cepas de microrganismos
originarios de isolado clinico e da American Ty-
pe Culture Collection (ATCC) disponiveis no La-
boratério de Pesquisas Micologicas da UFSM
(Tabela D).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacio da atividade antimicrobiana
do extrato bruto e fracdes dos caules e folhas,
utilizou-se o método de microdiluicio em caldo,



Microrganismos ATCC
Staphylococcus aureus 25923
Escherichia coli 25922
Pseudomonas aeruginosa 27850
Klebsiella pneumoniae 10031
Candida albicans 44373
Candida glabrata 10231
Saccharomyces cerevisiae 2601

Prototheca zopfii isolado clinico

Tabela 1. Microrganismos utilizados na determinacao
da atividade antimicrobiana de Mirabilis jalapa.

de acordo com o Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSD) 15.1¢,

Os in6culos microbianos foram preparados a
partir de bactérias ativadas através de subculti-
vos em agar Mueller Hinton (MH), durante 24 h
a 35 °C, enquanto que os fungos foram subculti-
vados em 4gar Sabouraud dextrose, durante 48
ha 35 °C.

Para a padronizac¢io dos indculos foi prepa-
rada uma suspensao microbiana em salina, com
turvacao similar ao tubo 0,5 da Escala Mac Far-
land (1 x 108 UFC/mD. A seguir, esta suspensiao
foi diluida a 1:100 (1 x 107 UFC/ml) em salina
estéril e volumes de 10 pl foram entiao transferi-
dos para as cavidades de uma placa de microti-
tulacao, contendo 200 pl do caldo MH acrescido
de diferentes concentracoes das amostras (0,025
a 5 mg/mb), resultando num indéculo final de 2 x
10> a 5 x 105 UFC/ml. As placas com os patoge-
nos bacterianos foram incubadas a 37 °C duran-
te 24 h. A suspensio de microrganismos levedu-
riformes foi preparada de modo similar, com di-
ferencas nas dilui¢des (1:50 e 1:20), no caldo
(RPMI 1640 tamponado), na temperatura e no
tempo de incubac¢ao (35 °C durante 48 h).

A leitura foi realizada apos o periodo de in-
cubacio, mediante composi¢io visual com o
controle de crescimento positivo, determinando-
se como concentracdo inibitéria minima (CIM) a
menor concentracio da substincia testada onde
nao foi visualizado crescimento do microrganis-
mo. Apés, foram observados os pocos onde nio
houve crescimento visivel, sendo transferidos
para placas de Petri contendo o meio especifico
e o tempo de incubacio adequado para cada
microrganismo determinando-se assim a Con-
centracao Fungicida Minima (CFM) e a Concen-
tracio Bactericida Minima (CBM).

Teste de letalidade
A letalidade foi determinada para o extrato
bruto e fracoes de Mirabilis jalapa frente a Arte-
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mia salina Leach 7. As amostras solubilizadas
em agua e/ou em dimetilsulfoxido foram trans-
feridas para tubos de ensaio contendo 10 niu-
plios cada. Como controle positivo foi utilizado
o dicromato de potassio e como controle negati-
vo, uma soluc¢ao de sal marinho, preparados nas
mesmas concentracoes das amostras (1 a 1000
pg/mb. Apos 24 h, fez-se a leitura do ndmero
de sobreviventes e através do método de Probit
18 determinou-se a concentracao necessaria para
matar 50% dos nauplios (CLs).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antioxidante

Muitas substancias naturais, obtidas das plan-
tas, tém sido identificadas como captadoras de
espécies reativas de oxigénio, protegendo o cor-
po humano dos efeitos destes, bem como retar-
dando o aparecimento de muitas doencgas croni-
cas .

A atividade antioxidante foi avaliada pela de-
terminacao da captacio do radical DPPH pelo
extrato bruto e pelas fracdes hexinica, acetato
de etila e butandlica.

Na maior concentracao (200 pg/ml), o extra-
to bruto e as fracdes acetato de etila e butanoli-
ca do caule apresentaram o percentual de inibi-
¢ao do DPPH de 91,29, 91,8 e 92,9%, respectiva-
mente. O extrato bruto e as fracdes acetato de
etila e butandlica das folhas na concentracao de
200 pg/ml inibiram o radical livre em 92,20;
93,04 e 95,36% respectivamente. Os extratos
apresentaram uma atividade semelhante ao Aaci-
do ascérbico que inibiu o radical livre em
90,58%.

A representacao grafica da concentracao das
amostras em relacao a percentagem de inibicao
permite o calculo da Cls, (Figs. 1 e 2). A partir
das curvas de percentagens de inibicio do ex-
trato bruto e fracdes do caule e folhas foi calcu-
lada a Cls, (Tabela 2).

Na avaliacio da atividade antioxidante, de-
termina-se a Clsy que € a concentracao que ini-
be em 50% a capacidade oxidante de uma subs-
tancia. Quanto menor a Clsy mais eficaz € a sua
atividade antioxidante. Pela analise dos resulta-
dos a fraciao acetato de etila das folhas foi a
mais eficaz (Tabela 2).

Determinacdo do teor de quercetina

Como os flavonéides foram caracterizados
nos extratos do caule e das folhas de Mirabilis
jalapa através da cromatografia em camada del-
gada, estes foram calculados como quercetina.
Para o calculo da concentracao das amostras foi
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Figura 1. Grifico da inibicado do 4cido ascorbico e
dos extratos do caule e fracoes de Mirabilis jalapa
nas diferentes concentracdes de DPPH.
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Figura 2. Grifico da inibicio do 4cido ascérbico e
dos extratos das folhas e fracoes de Mirabilis jalapa
nas diferentes concentracdes de DPPH.

Amostras C150 (pg/mlb)
Caule Folhas

Ac. Asc. 4,15 4,15

EB 147,50 93,18

Fr. Hex 71,98 39,70

Fr. AcOEt 27,59 20,40

Fr. ButOH 30,50 25,41

Tabela 2. Concentracdo inibitéria de 50% para o 4ci-
do ascérbico, extrato bruto e fracdes do caule e fo-
lhas de Mirabilis jalapa. Ac. Asc. = acido ascorbico,
EB = extrato bruto, Fr. Hex = fracao hexanica, Fr.
AcOFt = fracdo acetato de etila, Fr. ButOH = fracio
butandlica.

realizada a curva de calibracio da quercetina
(Fig. 3).

Através da CLAE foi verificada a presenca de
quercetina (Figs. 4 e 5), com tempo de detec¢cio
de 6,901 min para o caule e de 6,927 min para
as folhas, estes valores foram compariveis ao
descrito na USP 24 (6,59 min). Sendo que a con-
centracio de quercetina para o caule foi de
1,466 pg/ml (0,098%) enquanto que para as fo-
lhas foi de 2,852 pg/ml (0,19%).
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Figura 3. Curva padriao da quercetina.

20690

34416 6901

16817 12 658

1186 2,526

1533 1547

[ z 4 [ [ 10 1 "

Figura 4. Cromatograma obtido do extrato do caule.
Fase movel: metanol: acido fosforico 0,1% (45:55).
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Figura 5. Cromatograma obtido do extrato das folhas.
Fase movel: metanol: acido fosférico 0,1% (45:55).

Atividade antimicrobiana

A descoberta de novos produtos naturais
com potencial antimicrobiano é de considerdvel
interesse devido a crescente resisténcia de mui-
tas bactérias aos antibidticos utilizados atual-
mente para o tratamento de infeccoes.

De acordo com a classificacao de Sartoratto
et al. 29, os extratos de caules e folhas de Mira-
bilis jalapa tiveram uma fraca atividade frente as
bactérias, embora tenham mostrado uma dife-
renca para os diversos microrganismos.



A fracao diclorometano do caule (Tabela 3)
e a acetato de etila das folhas (Tabela 4) foram
mais ativas para S. aureus, que vem de encontro
com os resultados de Kusamba, Byamana e
Mbuyi 10. Ainda de acordo com a classificacio
de Sartoratto et al. 20, o extrato bruto, as fracoes
butandlica e hexdnica do caule e folhas e a di-
clorometano do caule apresentaram fraca ativi-
dade contra os fungos testados. As fracdes ace-
tato de etila do caule e das folhas tiveram uma
alta atividade frente a S. cerevisiae. A fracao di-
clorometano das folhas apresentou-se modera-
damente ativa frente a Candida albicans e a
Candida glabrata e a acetato de etila do caule
frente a Prototheca zoplfii.

Ja Dimayuga et al. , pelo método de difusio
em 4gar, constataram que os extratos etanoélicos
foram inativos frente a C. albicans, embora te-
nhamos encontrado uma fraca atividade para o
extrato bruto.
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As fracoes acetato de etila e diclorometano
demonstraram maior atividade frente as bacté-
rias e fungos em relacao as fracdes menos pola-
res provavelmente por terem maior concentra-
¢ao de compostos com potencial antimicrobiano
do que as demais fracoes (Tabelas 3 e 4).

Teste de letalidade

O estudo da letalidade de extratos vegetais
sobre bioindicadores como Artemia salina sao
necessarios, ji que estes sio utilizados indiscri-
minadamente pela populacio. Dolabela 2! em
seus estudos estabeleceu um critério de classifi-
cacdo de extratos hidroetandlicos com base nos
niveis de CLs, em Artemia salina, sendo que
extratos com CLsy menor que 80 pg/ml eram
considerados altamente toxicos, CLs, entre 80
pg/ml e 250 pg/ml, moderamente toxicos e CLs,
maior que 250 pg/ml, com baixa toxicidade ou
nao toéxicos. A letalidade frente a Artemia salina

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH,Cl, Fr. Hex
Microrganismos CBM ou CBM ou CBM ou CBM ou CBM ou
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CEM
S. aureus >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 _
C. albicans >25 _ > 2,5 _ >25 _ >25 _ >25 _
C. glabrata >25 _ 0,25 1,25 >25 _ >25 _ > 2,5 _
S. cerevisiae > 25 _ 0,156 >25 > 25 _ >25 _ > 2,5 _
P. zopfii >25 _ 1,25 _ >25 _ >25 _ >25 _

Tabela 3. Concentracio inibitéria minima (CIM), boncentracao bactericida minima (CBM) e concentracio fungi-
cida minima (CFM) para o extrato bruto e fracdes do caule de Mirabilis jalapa, valores expressos em mg/ml.
EB = extrato bruto, Fr. AcOEt = fracdo acetato de etila, Fr. ButOH = fracio butandlica, Fr. CH,Cl, = fracao diclo-
rometano, Fr. Hex = fracio hexinica, - nao determinado.

EB Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. CH,Cl, Fr. Hex
Microrganismos CBM o CBM o1 CBM o CBM o CBM o
u u u u u

M CFM M CFM M CFM M CFM M CFM
S. aureus >5 _ 2,5 >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 _
C. albicans > 2,5 B >25 _ >25 B 1,25 25 | >25  _
C. glabrata >25 _ 2,5 >25 >25 _ 1,25 >25 | >25 _
S. cerevisiae >25 _ 0,3126 >25 >25 _ >25 > 25 2,5 >25
P. zopfii >25 _ >25 > 25 _ > 2,5 _ >25 _

Tabela 4. Concentracao inibitéria minima (CIM), concentra¢ao bactericida minima (CBM) e concentra¢iao fungi-
cida minima (CFM) para o extrato bruto e fracoes das folhas de Mirabilis jalapa, valores expressos em mg/ml.
EB = extrato bruto, Fr. AcOEt = fracio acetato de etila, Fr. ButOH = fracao butandlica, Fr. CH2CI2 = fracao di-
clorometano, Fr. Hex = fracio hexanica , - ndo determinado.
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Amostras Caule Folhas
EB 281,98 66,25
Fr. Hex inativa 1,27

Fr. CH,Cl, 151,41 28,83
Fr. AcOEt 724,2 367,24
Fr. ButOH - inativa

Tabela 5. Valores de CLsy calculados para o extrato
bruto e fracoes do caule e folhas de Mirabilis jalapa,
expressos em pg/ml. EB = extrato bruto, Fr. Hex =
fracio hexdnica, Fr. CH,Cl, = fracido diclorometano,
Fr. AcOEFEt = fracdo acetato de etila, Fr. ButOH = fra-
¢ao butanolica.

para os extratos brutos e fracdoes de Mirabilis ja-
lapa estao representados na Tabela 5.

Considerando a classificacio de Dolabela 21,
pode-se afirmar que o extrato bruto, as fracdes
hexanica e diclorometano das folhas foram alta-
mente toxicos, a fracio diclorometano do caule,
moderadamente toxica, enquanto que o extrato
bruto do caule e as fracdes acetato de etila do
caule e das folhas n2o apresentaram toxicidade.

Ja Meyer et al. 22 consideram inativos os ex-
tratos onde todos os nduplios sobrevivem a uma
concentracao maior que 1000 pg/ml. Por isso, as
fracoes hexanica e butandlica do caule e a fra-
cao butandlica das folhas foram consideradas
inativas.

CONCLUSAO

Através dos estudos realizados com as fra-
coes do caule e das folhas de Mirabilis jalapa
pode-se concluir que a fracio diclorometano e a
acetato de etila demonstraram uma melhor ativi-
dade antimicrobiana frente aos microrganismos
testados. As fracoes acetato de etila e butandlica
apresentaram atividade antioxidante semelhante
ao do acido ascoérbico.

Assim, os resultados obtidos encorajam a rea-
lizacio de novos estudos com esta espécie vege-
tal para se determinar quais as substancias pre-
sentes nos extratos que contribuem para a ativi-
dade biologica, como também para entender seu
mecanismo de acao e avaliar sua toxicidade, vi-
sando uma possivel aplicacio farmacéutica.
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