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RESUMO

Mirabilis _jalapa Linné, familia das Nictaginaceas, ¢ uma planta herbacea ereta,
profundamente ramificada, de folhas simples ovais, caule tipo haste, com flores pequenas,
calices apicais e pétalas que podem ser brancas, vermelhas, réseas, réxas ou com tons
multicoloridos. Nativa da América Tropical, sendo amplamente cultivada com fins
decorativos no Brasil, onde é conhecida como bonina ou maravilha e encontrada da Bahia ao
Parana. Seu uso ¢ difundido na medicina tradicional de muitos paises para o tratamento de
infec¢des, inflamagdo, edemas, conjuntivite, sendo também empregada como diurética,
purgativa, tonica, antiespasmodica, vermifuga e antifingica. Em sua composicdo fitoquimica
relata-se a presenga de alcaldides, flavonoides, triterpendides e esterdides. Devido a
diversidade do seu uso popular, buscou-se validar essas informagdes etnobotanicas,
procurando dar suporte cientifico ao verificado na medicina tradicional. O trabalho teve como
objetivo avaliar a toxicidade aguda e farmacologica (antiinflamatéria e anti-tumoral em
roedores) do extrato das folhas de Mirabilis jalapa em sua fragdo hexanica. Os ensaios de
toxicidade aguda foram realizados por via intraperitoneal, com observacgdes das respectivas
alteragdes comportamentais para cada dose administrada. As doses utilizadas foram 1,0 a 3,0
g/kg, onde foram observados efeitos estimulantes nos primeiros 20 minutos apds a
administracdo do extrato hexanico e, em seguida, observados efeitos depressores. Efeitos
como aumento da diurese e excrecao fecal, foram relatados durante todo ensaio. A DLs
encontrada foi de 2009,167 mg/kg enquanto que a Concentracao Letal (CLsg) foi de 788,987
ug/ml, avaliada através de ensaio com Artemia salina Leach, o que permite sua classificacao
quanto a toxicidade em moderadamente toxico. Em sua avaliagdo histopatologica, foram
encontradas alteragdes como: congestdo com areas de necrose focal em figado, congestao
renal tubular, congestdo e enfisema pulmonar. Para a atividade antiinflamatoria utilizou-se o
modelo de edema de pata induzido por carragenina, com a administragdo do extrato hexanico
por via oral (125; 225 e 250 mg/kg) e por via intraperitoneal (62,5; 125; 225 e 250 mg/ kg),
em ratas fémeas. Nos ensaios antiinflamatorios, por via oral, ndo houve diminuig¢do
consideravel dos volumes do edema da pata dos ratos, enquanto por via intraperitoneal,
ocorreram inibi¢des significativas somente na fase final da inflamagdo. A avaliagdo anti-
tumoral do extrato hexanico de Mirabilis jalapa Linn frente ao Sarcoma 180 e Carcinoma de
Ehrlich por via intraperitoneal (100; 125; 225 e 250 mg/kg) apresentou significativa redugao
do peso médio dos tumores dos grupos tratados, com indices relevantes de inibi¢do tumoral.
Os estudos histopatologicos revelaram foram as seguintes alteracdes: congestdo hepatica,
atrofia da polpa branca no bago, enfisema pulmonar e atrofia glomerular nos rins, além da
presenca de metéstases principalmente, nos grupos controle e nas doses menos concentradas.

Palavras-chaves: Mirabilis jalapa L., Nyctaginaceae, toxicidade aguda, atividade

antiinflamatoéria, atividade anti-tumoral e avaliag@o histopatologica.
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ABSTRACT

Mirabilis jalapa Linné (Nyctaginaceae), a straight herbaceous plant, whose small calyx-like
scented flowers may be present white, red, pink, purple or multicolored petals, is native of
Tropical America. It is widely cultivated in Brazil due to its decorative feature, specially
from Bahia to Parana States. Furthermore, M.jalapa L. has been used empirically to treated
cutaneous infection, edema, inflammation, conjunctivitis, besides for its diuretic, purgative,
antispasmodic, vermifugal, fungicidal activities. The phytochemical composition of this
species comprise certain alkaloid, triterpenoid and steroid compounds. Considering its
diversified medicinal use, the author intended to compare the results attained in several
pharmacological in vivo tests, with the ethnobotanical data, that might eventually validate
the possible curative employ of Mirabilis jalapa. This scientific approach is in accordance to
WHO resolutions (1977/1978), on the study of tradicional medicinal plants and agents, so as
to establish standard preparations, doses/indicated uses, besides the needed data achieved
through toxicological tests. The assays related to acute toxicity and to the pharmacological
activity _ antiinflammatory and antitumoral effects  were performed on rodents using the
hexanic fraction of M. jalapa leaf extracts. The acute toxicity assays were performed by
intraperitoneal injections and histopathological findings related to the different doses were
commented. The doses comprised 1.0 to 3.0 g/kg and, after the first 20 minutes, they elicited a
stimulating effect, followed by a depressed state. Diuretic effect and higher fecal excretion
were observed. The letal dose (LDsg) was 2009, 167 mg/kg and the lethal concentration
(CLsp) attained 788, 987 pg/ml, evaluated on Artemia salina lLeach, suggesting its
classification as moderately toxic. Histopathological studies showed some alterations: liver
congestion with focal necrosis, renal tubular congestion, lung congestion e enfisema. The
anti-inflammatory effect of M.jalapa named extract was assayed using a rodent experimental
model, where by subcutaneous injection of carrageenan induced a paw edema. The rats were
treated per os with 125, 225 and 250 mg/kg, besides other groups received intraperitoneal
62.5; 125; 225 and 250 mg/kg. The per oral treatment did not show noticeable reduction of
the edema volumes whereas the IP injections of the extracts, caused significant reduction of
the edema in the final phase of inflammation. The antitumoral evaluation of the hexanic
extract of M. jalapa against Sarcoma 180 and Ehrlich’s Carcinoma, resulted in significant
reduction of the average tumor weight, after treating different groups of rodents with
intraperitoneal injections of 100, 125, 225 and 250 mg/kg, showing a relevant index related to
tumoral inhibition. The histopathological alterations included the described hepatic
congestion, atrophy of the spleen’s white pulp; lung enfisema, renal glomerular atrophy,
besides of presence of metastasis, specially in the control groups and those treated with lower
doses of the assayed extract.

Key Words: Mirabilis jalapa L., Nyctaginaceae, acute toxicity, antiinflammatory activity,
anti-tumoral activity and histopathological evaluation.
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1. INTRODUCAO

A Perspectiva de se obter novos fArmacos nos reporta ao imenso potencial que/ﬁ|
os produtos naturais de origem vegetal possuem frente aos sintéticos, indo desde sui .J |
diversidade de compostos quimicos, similar aos que produzem os microrganismos, até a
sua multipla fungdo biolégica (SIMOES, 2004).

O uso de certos metabolitos de vegetais como matéria-prima para a sintese de
substancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido relatado ao longo do tempo
(GUERRA, 2004). Os produtos naturais compreendem uma variedade de compostos
superior aos produtos sintéticos, além de exibirem também propriedades adicionais as
antimicrobianas a eles associadas (NISBET; MOORE, 1997).

A pesquisa farmacologica de plantas medicinais tem propiciado ndo s6 avangos
importantes para a terapéutica de varias patologias, como também tem fornecido
ferramentas extremamente Uteis para o estudo tedrico de fisiologia e farmacologia
(DOHADWALLA, 1985).

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas ¢ tdo antigo quanto a
civilizagdo humana. O homem tem buscado na Natureza o suprimento para suas
necessidades basicas, retirando dela alimentos, abrigo, vestuario, meios de transporte,
temperos e perfumes e, finalmente, remédios (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

Apesar dos milhares de anos, o numero de plantas medicinais estudadas sob a
optica da farmacologia e toxicologia com o intuito de comprovar o seu uso popular e
seguranga, respectivamente, ainda ¢ muito pequeno. Estima-se que das 250 a 500 mil

espécies de plantas existentes no planeta, apenas um pequeno percentual foi investigado

fitoquimicamente, da mesma forma, pouco foi estudado em termos de propriedades



farmacoldgicas; em muitos casos apenas o “screening” farmacologico foi realizado
(PAYNE et al., 1991).

Atualmente, os esforcos para a descoberta de novas drogas sdo dirigidos no
sentido de se buscar alternativas para superar a dependéncia externa, ja que 84% dos
farmacos sdao importados, no que concerne ao Brasil, e que 78% da produgao brasileira é
feita por multinacionais (SIMOES, 2004). No Brasil, os medicamentos fitoterapicos
movimentaram R$ 270 milhdoes em 2001, cerca de 5,9% do mercado brasileiro de
medicamentos, maior do que a comercializagdo de medicamentos genéricos, que foi de
R$ 226 milhdes, no mesmo ano (CALIXTO, 2003).

O uso das plantas medicinais no ambito popular nos remonta desde nossos
povos indigenas, continuando no Brasil colonia até o presente, o que nos leva hoje a
procura de medicamentos com maior eficacia, de custos menores e alta qualidade
(SIMOES, 2004).

De uso quase exclusivo na terapéutica medicamentosa até a década de 1950, os
remédios vegetais foram gradativamente substituidos nas farmécias por medicamentos
contendo as substancias ativas dele extraidos ou seus derivados sintéticos. Devido ao
seu dificil controle de qualidade  quimico, fisico-quimico, farmacolégico ou
toxicologico  dos extratos vegetais utilizados, poucas foram as plantas medicinais
estudadas segundo o nosso atual estdgio do conhecimento cientifico (GUERRA, 2004).

As oportunidades para identificagdo de produtos com possivel utilizacdo
econdmica aumentam com a diversidade das espécies. Nos reportamos, entdo, a
magnitude da biodiversidade brasileira, pouco conhecida, tal a sua complexidade,
estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas,

animais e microrganismos (SOEJARTO, 1996; GUERRA, 2004).



Atualmente a estimativa ¢ de que cerca de 40% dos farmacos empregados na
terapéutica, sdo provenientes de fontes naturais, sendo 25% de plantas. Este percentual
aumenta ainda mais se nos restringirmos apenas aos fdirmacos anticancér e antibidticos
(SHU, 1998). Das 252 drogas, consideradas basicas pela Organizagdo Mundial de
Saade (OMS), 11% sdo exclusivamente de origem natural e um nimero significante
destes sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001). Estima-se,
ainda, que 80% da populagdo mundial (dados da OMS) fagam uso de plantas medicinais
para o tratamento de doencas (CRAGG; NEWMAN, 1999). Atualmente, as maiores
industrias farmacéuticas mundiais possuem programas de pesquisa na area de produtos
naturais (CALIXTO, 2003).

Com isso, houve um crescente interesse pelas terapias alternativas e pelo uso
terapéutico de produtos naturais, especialmente naqueles derivados de vegetais
(GOLDFRANK et al., 1982; MENTZ; SCHENKEL, 1989; VULTO; SMET, 1988).

No entanto, ha poucos estudos que possibilitam uma visdo ampla da grande
diversidade das espécies de plantas utilizadas com fins terapéuticos. Muitos desses
conhecimentos tradicionais sobre as plantas, especialmente as plantas medicinais, estao
se perdendo com o passar do tempo, por causa da falta de estudos ou pelo uso
inadequado dos recursos vegetais (SILVA; ALBUQUERQUE, 2005).

Apesar de ser uma tarefa complexa, desenvolver, a partir de plantas medicinais,
farmacos com constancia de composicdo e propriedades terapéuticas reprodutiveis, o
potencial de tais extratos estd longe de ser esgotado. Solugdes para novas necessidades,
como novos conhecimentos poderdo ser encontrados no reino vegetal, através de,
descobertas de novas moléculas com atividade terapéutica e desenvolvimento de

fitoterapicos com maior eficiéncia de acdo (CRAGG et al. 1997, GUERRA, 2004).



Nesse contexto, a avaliacdo do potencial toxicoldgico e farmacoldgico das
plantas medicinais e de seus metabdlitos secundérios, mostra-se de fundamental

importancia para obten¢do de novos farmacos fitoterapicos eficazes e seguros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estudos sobre a Mirabilis jalapa Linn.

2.1.1. Botanico

A familia Nyctaginaceae comprende cerca de 30 géneros de distribuicdo nativa
da América Tropical, possui representantes arboreos ou arbustivos (herbaceos), as vezes
sdo plantas lenhosas que crescem apoiadas, tém folhas opostas ou alternadas, inteiras,
sem estipulas, podendo alcancar de 50 a 100 cm de altura (JOLY, 1998; WATSON,
1992). Mirabilis jalapa Linn. é uma espécie tipica da familia Nyctaginaceae, de
distribui¢do predominantemente tropical, origindria da América do Sul (JOLY, 1998;
LE DUC, 1986; LORENZI, 1991; RORIZ & CUNHA, 2000), integrando a
biodiversidade de paises como a Bolivia, Peru, Equador e Brasil, onde ¢ encontrada da
Bahia ao Parana (CORREA, 1984).

Descrita como uma planta ornamental selvagem, de inflorescéncia em geral do
tipo cacho, seus célices sdo apicais, de flores pequenas e pétalas em nimero de 5 que
podem variar desde tons avermelhados, amarelos, brancos até matizados. Suas folhas
sao simples, alternadas, com é&pice agudo, base aguda e borda lisa. Seu caule tipo haste,
de conformacdo pequena, se constitui de pouca resisténcia na base e suas raizes sao
tuberosas (JOLY, 1998; MODESTO, 1981). Seus frutos se assemelham a uma pimenta-
do-reino, porém maior, de pericarpo rugoso, com uma pelicula que envolve seu
perisperma amilaceo e seco (ALMEIDA, 1993).

Conhecida popularmente como: ‘quatro horas’, bonina, maravilha, boa-noite,
bela-da-noite, jalapa falsa (ALMEIDA, 1993), entre outras denominagdes, que variam
com as localidades; sua denominagdo popular se deve ao fato de que, suas flores se
abrem a partir das 16h00 da tarde e, se fecham entre 4h30 e 6h00 da manha (LEAL et.

al., 2001). Suas flores tubulares apresentam anteses crepusculares, odor adocicado forte,



com presenca de pdlen na superficie do estigma, facilitando sua auto-polinizacdo. Esse
processo, muitas vezes resguarda sua reprodutividade bioldgica e floral (FAEGRI &
PILL, 1976; LEAL et. al., 2001). Sua forma de auto-polinizacdo lhe garante
uniformidade genética adequada para procedimentos industriais de extracdo de
componentes medicinais. Sua reprodutividade bioldgica e floral tem sido amplamente
estudada por toda América (LEAL et. al., 2001). Atualmente serve de material para
diferentes estudos, além de ter sido utilizada como modelo de pesquisa para as leis

genéticas de Mendel (LORENZI, 1991).

Figura 1 — Caracteristica botanica de M. Figura 2 — Caracteristica da folhas e flores de M.
Jalapa: herbacea tipo arbusto perene medindo jalapa: folhas simples, alternadas, com base
de 50 a 100cm de altura. aguda e borda lisa. Flores tubulares, de calice

apical e inflorescéncia do tipo cacho e 5 sépalas.

Calice apical
Sépalas




2.1.2. Fitoquimico

Estudos desenvolvidos para determinar seus componentes fitoquimicos ativos
mostraram a presenca de alcaldides, flavondides, triterpendides, esterdides, arabinose,
alanina, beta-amirinas, resina e dopamina (ANSARI et al. 2000; SIDDIQUI et al. 1990;
YANG et al. 2001; WATSON, 1992).

Em suas partes aéreas ja foram descritos: alcaldides, triterpendides, esteroides e
alcodis. Além da presenca de leucina, valina, triptofan, alanina, glicina, 4cido tartarico,
acido citrico, acido ursodlico e oleandlico, também foram identificados polissacarideos, e
novos componentes fendlicos ndo descritos anteriormente (2°-O-Metilabronisoflavona;
9-O-Metil-4-hidroxiboeravinona B; 6-Metoxiboeravinona C) (BEHARI, 1976;
SIDDIQUI, 1990; BEGUM, 1994; BIELESKI, 1994; PLOUVIER, 1963; YANG,
2001).

Nas sementes, ja foram identificados polissacarideos e acidos graxos, além de
serem encontradas as maiores concentragdes de peptideos toxicos e MAP’s (AHMAD et
al., 1984; CAMUE et al., 1992; GHOSH et al., 1981).

Em suas raizes, podemos encontrar proteinas, esterdides e polissacarideos
(MYIANO, 1992; STANIC et al., 1988; RAY et al., 1988). YANG et al.(2003), em
extrato etanolico das mesmas, isolaram um componente novo, (2,5-dioxoimidazolidin-

4-yl)-urea e o monoeicosato de glicerina.

2.1.3. Farmacologico

Difundida amplamente na medicina tradicional da América do Sul e,
particularmente no Brasil, suas raizes, caule, folhas e frutos sdo descritas para o
tratamento de infec¢des, inflamagdo, edemas, conjuntivite, sendo também empregada

como diurética, purgativa, tOnica, antiespasmoddica, vermifuga, antifingica e como



pesticida (ALMEIDA, 1993; KATAOKA, 1991; LE DUC, 1986; LORENZI, 1991;
LORENZI & SOUZA, 1995).

Conhecida por suas flores de extrema fragancia,e cultivada pela antiga medicina
Azteca, antes da conquista do México pelos espanhdis (LE DUC, 1986), suas
propriedades medicinais se originaram do conhecimento dos povos indigenas, que a
utilizavam para a cura de resfriados, dores de cabeca, hepatites, ferimentos de pele,
vermicidas, laxantes, purgantes, diuréticas e, em infeccdes fungicas, além do suco de
suas folhas para dores de ouvido e herpes (CASTELUCCI, 2004).

Diversos estudos apontam o uso da Mirabilis jalapa como antiviral, através de
extratos principalmente das suas raizes, contra o virus da batata e outras leguminosas,
nos paises andinos, o que se destaca devido ao papel econdmico na agricultura local
(VIVANCO, 1997). Hoje vem sendo utilizada tanto como bactericida, fungicida e
pesticida, como no emprego contra diversos tipos de infec¢do (Escherichia coli)
(BOLOGNESI, 2002; CACERES, 1995; DE BOLLE, 1993; HABUKA, 1989;
HABUKA et al., 1996; KATAOKA, 1991; KUSAMBA, 1991; PORTO, 1995; REES,
1995).

A inibicdo viral ¢ atribuida a uma proteina isolada chamada Proteina Antiviral

de Mirabilis jalapa (MAP), mais encontrada no caule, raiz e folhas, que contém as

Proteinas de Inativagdo Ribossomica (RIPs) (IKEDA, 1988; KATAOKA, 1991;
KATAOKA, 1992; MYIANO, 1992; VIVANCO, 1999).

As RIPs compreendem uma classe de proteinas que sdo amplamente distribuidas
nas plantas, podendo estar presentes nas algas, fungos e bactérias, tendo recentemente
sido descritas em tecido mamifero (GIRBES, 2004).

Sdo proteinas com potente atividade inibitoria na sintese protéica eucariotica,

devido a sua atividade N-glicosidase, com capacidade para atuar em diversos substratos



e outros ribossomos, como os tRNA, mRNA, viralRNA ¢ DNA. (BARBIERI, 1992;
GIRBES, 2004; VIVANCO, 2004).

Essas proteinas podem ser classificadas em trés tipos: tipo I, composta por uma
cadeia simples polipetidica (A); tipo II, com dois tipos de cadeia (A-B), a qual equivale
ao tipo I (A) e uma cadeia (B) com atividade de lectina; e uma cadeia do tipo III,
simples contendo uma carboxila terminal, de fun¢do ainda desconhecida (VIVANCO,
2004).

As RIP’s possuem outras atividades bioldgicas e enzimaticas de amplo espectro,
como: atividade antiviral contra RNA e DNA de virus de plantas e animais
(BARBIERI, 1982; BOLOGNESI, 2002; KATAOKA, 1991; PARIKH, 2004;
VIVANCO, 1999), atividade citotoxica, abortiva, além de estudos sobre sua agdo como
anti-HIV, imunotoxina e mais recentemente seu possivel desempenho na morte celular
por apoptose (BARBIERI, 1993; BATELLI, 2004; BOLOGNESI, 2002;
NARAYANAN, 2005; NARAYANAN et al., 2004; VIVANCO, 2004).

No entanto, a despeito de todas as investigacdes ja feitas sobre seus efeitos como
toxinas, o papel e fungdo das RIP’s nas plantas continua ainda enigmatico. O principal
objetivo dos estudos nos proximos anos serd de elucidar o possivel mecanismo de agdo
das mesmas, estabelecendo um papel fundamental em suas aplicagcdes medicinais como
marcadores tumorais (imunotoxinas) e em doengas hematologicas. (VIVANCO, 2004).

Existem também estudos relatando os efeitos das sementes de Mirabilis jalapa
como contraceptiva (MOATTAR, 1978), citotoxicidade em larvas de Aedes Egypti e
Artemia Salina e como antitumoral em linhagem de fibroblastos de ratos (L929)
(LEELAMANIT, 2002). Sua capacidade abortiva em ratas prenhes, como inibidor de
sintese protéica e de efeito antiproliferativo tumoral em células de coriocarcinoma (JAr)

foram demonstradas em suas raizes por WONG et al. 1992. CASTELUCCI et al. 2004,
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relata inibi¢do tumoral in vivo frente ao Sarcoma 180, do extrato metandlico de suas
folhas. Existem também relatos de sua atividade tanto em doengas reumaticas (KONG,
1977) quanto em doencas sexualmente transmissiveis, como a gonorré¢ia (CACERES,
1995).

2.1.4. Toxicoldgico

2.2. Estudos toxicologicos pré-clinicos de plantas medicinais

A toxicidade de uma substancia pode ser definida como a capacidade de causar
dano grave ou morte a um dado organismo (DRAIZE; WOODARD; CALVERY,
1944). Para que o dano ocorra € necessario, em primeiro lugar, que o organismo seja
exposto, em segundo, que este interaja com o agente intoxicante (PENA; CARTER,;
AYALA-FIERRO, 2001).

De fato, toda substancia pode ser considerada um agente toxico, esta condi¢ao
ira depender das condi¢Oes nas quais ocorrera a interagdo do agente quimico com o
organismo, como tempo e freqiiéncia de exposi¢do, dose administrada ou absorvida, e
via pela qual se deu a administragdo (CASTRO, 1993).

Como discutido anteriormente, a idéia de inocuidade dos fitoterapicos ¢
amplamente difundida: esta concepc¢do tem resultado numa série de acidentes por
intoxicagdo ocasionados pela ingestdo de plantas como alimento ou como terapia para
alguma doenca. Nestes casos, a toxicidade pode ser resultante de altas doses ingeridas
ou do estado de conservagdo das plantas e formas de uso (RATES, 2001). Deve-se ter
em mente que uma planta medicinal ou fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos
relacionados a sua ingestdo, mas que estes podem se instalar em longo prazo e de forma

assintomatica, como os carcinogénicos (HIRONO et al., 1978).
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Os testes toxicoldgicos sdo realizados para se ter dados sobre as condigdes em
que as entidades quimicas produzem efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e
quais os niveis seguros de exposi¢do (LOOMIS; HAYES, 1996).

Devido a questdes legais e éticas, os dados toxicologicos obtidos na espécie
humana s@o muito limitados (WHO, 1993). Dessa forma, os testes que visam indicar o
grau de seguranga relativo a um medicamento, devem ser efetuados em uma etapa pré-
clinica, onde sdo utilizadas trés espécies de mamiferos, sendo uma delas nao-roedora
(LAPA et al., 2004).

No Brasil, as plantas medicinais sdo utilizadas em ambas as areas, rural e
urbana. Muitas sdo utilizadas de acordo com a tradicdo popular, na forma de chés,
decoctos, tinturas, etc. e, menos freqiientemente, como capsulas e pilulas (MATOS,
1997, MENTZ; SCHENKEL, 1989). Por considerar critica a situagdo do mercado de
fitoterapicos no Brasil, a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitiria, em 1995,
estabeleceu uma série de regras para o registro dos fitomedicamentos (Portaria n° 6 de
24.01.95, SVS-MS, Brasil, 1995a) e para regulamentar a avaliacdo da toxicidade destes
produtos (Portaria n°® 116 de 08.08.96, SVS-MS, Brasil, 1996).

Atualmente as regras, que norteiam os registros e alguns ensaios de toxicidade
aguda, subcronica e crdonica, com medicamentos fitoterdpicos, estdo descritos na

Resolugdo n° 90, de 16/03/2004 (BRASIL, 2004).

2.2.1. Toxicidade aguda

Toxicidade aguda ¢ definida como o conjunto de efeitos adversos que ocorrem
dentro de um periodo curto, apos a administragdo de uma dose unica, ou doses multiplas
administradas dentro de um periodo de 24 horas, tendo como objetivo determinar a

sintomatologia a curto prazo apds a administragdo de um composto, bem como o
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bindmio dose-efeito letal, que ¢ estimada por um pardmetro denominado dose letal
50%, mais conhecida como DLsy (BARROS ; DAVINO, 2003).

O teste da DLsy foi introduzido por JW. TREVAN em 1927, atendendo a
finalidade de estimar o potencial téxico de substancias para uso humano, tais como
digitalis e insulina. Ele sugeriu que se considerasse como dose letal aquela que matasse
50% dos animais injetados. Isto porque os valores em torno da DLs, variam menos que
aqueles ao redor da DL, ou da DLgg

Este valor ¢ um parametro estatistico onde o céalculo da dose letal média seria
obtido através de um grafico, no qual se encontram nas ordenadas a percentagem de
animais mortos e nas abscissas as doses empregadas, obtendo-se uma curva dose-
resposta, representada, teoricamente, por uma curva Gaussiana (BARROS; DAVINO,
2003; BOTHAM, 2004; SCHLEDE et al, 2005).

Os ensaios de toxicidade aguda sdo comumente realizados em camundongos e
ratos, embora em certos casos também sejam utilizados animais maiores, como coelhos
e caes. Recomenda-se a mesma via de administragao utilizada no homem, sendo a via

oral a mais comum (KLAASSEN; AMDUR; DOULL, 1996).

2.3. Inflamacao

O termo inflamacao deriva do latim eflamare que significa “atear fogo” Os
egipcios, hd cerca de 3500 anos a.C. a simbolizaram com um curioso simbolo
hieroglifico em um papiro, representado por um braseiro. Os gregos, por volta de 2000
anos atrds, utilizaram o termo phlogosis enquanto os Romanos usaram a palavra
inflammation, todos com o mesmo proposito, descrever o fendomeno atualmente
conhecido como inflamacao (SIQUEIRA; DANTAS, 2000; ALMEIDA; MENEZES,

2002).
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Naio obstante, foi um escritor romano do século I d.C., Aulus Cornelius Celsus, o
primeiro a citar os quatro sinais cardinais da inflamacdo: rubor, calor, tumor e dor.
Desde entdo, esse processo tem sido descrito de diversas maneiras. Functio laesa, ou
perda de fungdo, foi o quinto sinal acrescentado posteriormente por VIRCHOW
(MONTENEGRO; FRANCO, 1995).

A inflamacdo, a partir do século XIX, passou a ser vista como sendo precedida
por uma injuria celular ou tecidual, e que este processo envolvia modifica¢des no leito
vascular, incluindo migragdo de leucocitos como evento secunddrio (BOGLIOLO,
1976; COLLINS, 2000; MOVAT, 1971).

A inflamagdo ¢ fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final é
livrar o organismo da causa inicial da lesdo celular e das conseqiiéncias dessa lesdo
(COLLINS, 2000). Consistindo na primeira linha de defesa do organismo, seu objetivo
¢ localizar a regido afetada, eliminar o agente agressor e remover os tecidos
degenerados, preparando a regido acometida para a repara¢do. Entretanto, em algumas
situacdes e doencas, a resposta inflamatéria torna-se exagerada, persistindo sem
qualquer beneficio aparente (SILVA; CARVALHO, 2004; SIQUEIRA; DANTAS,
2000).

Os eventos inflamatorios envolvem mudang¢as microvasculares com aumento da
permeabilidade vascular, fluxo exsudativo, que inclui proteinas plasmaticas, e

amplificagio de mediadores quimicos endégenos (CIRINO, 1998).

Thomas LEWIS definiu o conceito de que metabdlitos, como a histamina, sdo
mediadores das alteracdes vasculares da inflamacdo. Estes mediadores quimicos sdo
responsaveis pelo controle da intensidade da resposta inflamatdria, assim como por seu

desencadeamento. Podem ser detectados no plasma sob forma de pré-enzimas estocados
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no interior de células ou ser sintetizados durante o processo inflamatério (COLLINS,
2000; MONTENEGRO; FRANCO, 1995).

As duas aminas, histamina e serotonina (5-HT), sdo especialmente importantes
porque estdo disponiveis em reservas pré-formadas; estdo entre os primeiros mediadores
a serem liberados. Estas liberagdes ocorrem através da degranulagdo de mastocitos,
basofilos e plaquetas. A histamina induz rapidamente a liberacdo de selectina-P
(TONNEL et al., 1996) que vai determinar o surgimento de leucocitos, dando inicio ao
processo de migracdo. Diversos fendmenos da resposta inflamatdria sdo mediados por
trés fatores derivados do plasma e inter-relacionados: os sistemas do complemento, da
coagula¢do e das cininas. Este ultimo gera peptideos vasoativos, resultando na liberagdo
final do nonapeptideo bradicinina, responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular na inflama¢do aguda, e conseqiiente migracao de células (polimorfonucleares)
(COLLINS, 2000; DUGALD; FRANCIS; WILLIAM, 1994).

De modo semelhante, quando as células sdo ativadas por diferentes estimulos,
os lipideos das suas membranas sdo rapidamente remodelados para gerar mediadores
lipidicos biologicamente ativos, que servem como sinais intra e extracelulares.
Estimulos mecanicos, quimicos, fisicos e outros, sdo capazes de mobilizar fosfolipideos
das membranas celulares, através da atuagdo de lipases do tipo fosfolipase A, (PLA»),
liberando um &cido graxo de 20 carbonos denominado 4cido araquidonico (AA). Duas
classes principais de enzimas: ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LIPOX) atuam
sobre o AA, produzindo as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXA), e os
leucotrienos (LT) e lipoxinas, respectivamente. (FOEGH, RAMWELL, 2003;
COLLINS, 2000).

As prostaglandinas, tais como as prostaciclinas provocam vasodilatacao,

inibi¢do da agregacdo plaquetaria e dor. Os tromboxanos (A;) promovem a agregagao
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plaquetéria e vasoconstric¢dao. Os leucotrienos, gerados a partir da LIPOX sao potentes
agentes quimiotaticos, ativam as respostas funcionais dos neutr6filos, como agregacao e
aderéncia dos leucocitos ao endotélio venular, também s3o potentes vasoconstrictores,
promovendo broncoespasmos e aumento da permeabilidade vascular (BRIGHMAN,
1989; PHILIPS, MURRAY, CROCKER, 1995; STEWART, 1989).

A inflamacdo divide-se em padrdes agudo e cronico. A resposta em sua fase
aguda, que ocorre no maximo em 72 horas, implica em eventos exsudativos ou
supurativos, bem como eventos microvasculares e celulares. A fase cronica inclui
eventos proliferativos e alteracdes histologicas e, diferentemente da fase aguda, ¢
caracterizada por migra¢do celular e mitose intensa, também se nota a presenga de
fibroblastos, angioblastos e a necrose sendo tecidual. Seu tempo de duragdo ¢ mais
longo e decorrente da persisténcia do agente agressor, que ndo ¢ eliminado pelos
mecanismos da inflamagdo aguda (SOSA et al, 1997, MONTENEGRO; FRANCO,
1995).

O processo flogistico pode ser fisioldgico ou patoldgico, por vezes, apresenta-se
de maneira exacerbada e constante, quando se torna deletério para o tecido onde esta
atuando. E o caso das doencas auto-imunes, como a artrite reumatdide, em que a
inflamacao cronica produz dor e resulta em destrui¢ao do osso e da cartilagem, podendo
causar grave incapacidade. De acordo com ALMEIDA e MENEZES (2002), a
inflamagdo pode ser apontada como um importante agente causador de morbidade e

mortalidade humana.

2.3.1. Agentes Antiinflamatorios

Atuando em algumas das fases da resposta inflamatoria, inibindo a a¢do dos

mediadores quimicos, ou inativando os componentes do sistema complemento, assim
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como, impedindo a acdo e a resposta celular; os firmacos portadores dessas agdes
consistem, atualmente, em armas mais ou menos eficientes para controlar os multiplos

sinais e sintomas desencadeados pela resposta inflamatoria (MOTA, 1982).

O mecanismo de agdo das drogas antiflogisticas foi definido como sendo
dependente da inibi¢do das enzimas produtora do &cido araquidonico, fosfolipase A,
(PLA;), caso dos antiflamatdrios esteroidais, ou impedindo a liberacdo de seus
metabolitos, como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e outros, devido a
inativagdo da enzima ciclooxigenase (COX) (MYGIND, 1993; VANE; BAKHLE;
BOTTING, 1998). Além das diversas atividades terapéuticas em comum, 0s agentes
antiinflamatdrios podem apresentar varios efeitos colaterais. Varios estudos estdo sendo
realizados na tentativa de descobrir novos medicamentos contra a inflamagdo, mais
eficazes e com menos efeitos colaterais (SILVA; CARVALHO, 2004).

Ao descrever os derivados dos glicosideos, como a salina, uma das primeiras
substancias antiinflamatorias, desenvolvidas a partir de varias espécies de Salix e
Populus, origem de multiplos compostos como os salicilatos, (CLAUSS; TYLER,
1970), destaca-se o dacido salicilico que, por acetilagdo, resulta no acido
acetilsalicilico_ou aspirina. Este farmaco exerce efeito inibidor nao-seletivo das duas
isoformas da COX, de inibicdo irreversivel, devido a transferéncia do grupo acetil para
a proteina (FURST; MUNSTER, 2003).

Os metabdlitos secundérios advindos dos vegetais tém sido investigados por sua
capacidade de inibir o processo inflamatorio. Os taninos tém sido repetidamente
descritos por sua atividade antiflogistica: alguns deles foram ativos em testes in vitro
envolvendo a COX. Outros atuam por intervirem no mecanismo de reagdo imunologica,

¢ o caso dos triterpenos, sesquiterpenos e esterdides.
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Os flavonoides, assim como o acido salicilico, foram introduzidos na
terapéutica antes de serem testados sobre a atividade metabolica das prostaglandinas
(CARVALHO, 2004). Esta classe de compostos apresenta ampla margem de seguranca,
ndo produzindo efeitos colaterais tal como ulcerogenicidade (ALCARAZ;
CARVALHO, 2004).

2.3.2. Testes Antiinflamatorios

Existe acentuado interesse quanto & descoberta de farmacos

antiflogisticos.Assim os screening tests referentes a essa classe terapéutica tém sido

intensamente realizados, baseados no modelo de edema de pata de rato, causado por
injecdo de um agente flogistico (HENRIQUES et al., 1987).

Este agente flogistico pode ser a carragenina, dextrana, kaolin, etc. A
carragenina ¢ um polissacarideo sulfatado extraido de uma alga marinha, Chondrus
chrispus (DAYRENS et al, 1980). O edema induzido pela carragenina ¢ capaz de
demonstrar o papel dos leucocitos no desenvolvimento da reacdo inflamatoria aguda
(GARCIA LEME, 1977).

O método descrito por WINTER ef al, 1962, utilizando a carragenina como
agente edematogénico, descreve a formac¢do do edema como um evento bifésico, de
varios mediadores atuando em seqiiéncia ao produzirem uma a resposta inflamatdria
(VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 1969). A fase inicial (0-1h) tem sido atribuida a
liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina, a fase seguinte (1-6h) tem sido
correlacionada com a elevada produgdo de prostaglandinas (DI ROSA; GIROUD;
WILLOUGHBY, 1971) e com a ativagao da COX-2 (SEIBERT et al, 1994). A ativagdo
e infiltracdo local dos neutrdfilos também contribuem para a formacdo da resposta

inflamatéria (BOUGHTON-SMITH et al., 1993; VINEGAR; TRUAX; SELPH, 1973),
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produzindo vérios outros mediadores com radicais livres derivados do oxigénio e

radicais hidroxilas (LIMA, 1996).

2.4. Cancer

Os primeiros relatos da ocorréncia de cincer em seres humanos foram
encontrados nos papiros do Egito antigo por volta de 1500 a.C., e sdo referentes a
descrigao de ulceras cutaneas resistentes a tratamentos (COWLDRY, 1955). O médico e
filosofo grego, Hipdcrates de Cos, 460 a 375 a.C., descreveu algumas das diversas
manifestagdes clinicas do cancer (FLOREY, 1977). No ano 150 da nossa era, Galeno
propds um sistema de classificacdo para os tumores que os dividia em benignos e
malignos, e estes como fendmenos “contrarios a natureza” (COWLDRY, 1955). Além
do sistema de classificagdo, Galeno foi o primeiro a empregar o termo céncer (do latim
karkinos = caranguejo), ao descrever um tumor maligno de mama. O 6rgdo apresentava
as veias superficiais turgidas e ramificadas, lembrando patas de caranguejo (FILHO,
2000).

Atualmente a defini¢do cientifica de céancer refere-se ao termo neoplasia
maligna, como sendo uma doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado de
células transformadas. Existem quase 200 tipos que correspondem aos varios sistemas
de células do corpo, aos quais se diferenciam pela capacidade de invasdo dos tecidos e
orgaos, vizinhos ou distantes (DE ALMEIDA et al., 2005).

Admitia-se, até o inicio do século XIX, que o cancer ocorria em seres humanos,
entretanto a natureza desse processo ainda era uma incdgnita, ndo se sabia se era de
origem celular ou infecciosa (DUNN, 1962). Este questionamento s seria elucidado em

1838, quando Johannes MUELLER demonstrou que os tumores eram constituidos por
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células, a partir de entdo, passou-se a estudd-los também sob o ponto de vista
histologico (DAGLI, 1989).

Em 1858, o veterinario LEBLANC apresentou evidéncias da existéncia de
neoplasias em animais, e que estes eram semelhantes as dos humanos (DAGLI, 1989).
Quarenta e seis anos apdés, BASHFORD e MURAY (1904) estabeleceram que as
neoplasias eram processos que se desenvolviam em animais selvagens e domésticos,
provavelmente presentes em todos os vertebrados. Hoje se sabe que tais processos estao
presentes nao s6 em vertebrados mas, também, em cefalocordados, urocordados,
hemicordados e em inumeras espécies de invertebrados (DAGLI, 1989). Indo mais
além, o cancer ¢ um fendmeno onipresente em todos os organismos pluricelulares
(EVAN, 1992) tanto de origem animal quanto vegetal.

As neoplasias, tanto benignas quanto malignas, sdo doengas genéticas cujas
mutagdes que lhes ddo origem podem ser hereditariamente transmitidas pela linhagem
germinativa ou adquiridas nos tecidos somaticos (ISSELBACHER, 1995). Resultam de
uma mudanga pleiotrépica do estado celular a partir do acimulo de alteragdes genéticas
e epigenéticas, que desorganizam os eventos celulares normais (JONES; LAIRD, 1999;

KAWAMURA, 1999).

2.4.1. Carcinoma

As neoplasias malignas que se originam de células epiteliais, derivadas de
qualquer uma das trés camadas germinativas, sdo denominadas carcinomas
(CONTRAN, KUMAR; COLLINS, 2000).

O tumor de Ehrlich, introduzido por Paul EHRLICH em 1896, e descrito em
1906. Trata-se de neoplasia originaria de carcinoma mamario de camundongos fémeas,

transplantada inicialmente na forma sélida. Somente em 1932, com LOWENTHAL e

20



JAHN, foi convertido para forma ascitica, por meio da passagem seriada de fluido
ascitico de animais inoculados intraperitonealmente com células tumorais (DAGLI,
1989).

Pode-se dizer que o carcinoma de Ehrlich, por ser um dos primeiros tumores
transplantdveis conhecido, ¢ um dos mais extensamente utilizados para experimentagao

animal (DAGLI, 1989).

2.4.2. Sarcoma

Refere-se a neoplasias malignas do tecido mesenquimal, a palavra deriva do
grego sar que significa carnoso, visto que possuem pouco estroma de tecido conjuntivo
e, portanto, sdo carnosos (CONTRAN, KUMAR; COLLINS, 2000).

O sarcoma 180, ¢ uma neoplasia pouco diferenciada, descoberta em 1914 no
Godcer Laboratory (Columbia University, NY). Foi encontrado inicialmente como uma
massa solida localizada na regido axilar de um camundongo albino (SUGIURA, 1954).

No inicio foi classificado como carcinoma mamario, mas apds Varios
transplantes subcutaneos, observou-se que suas caracteristicas morfoldgicas e seu
comportamento eram peculiares de um tumor sarcomatoso, passando, entdo a ser
chamado Sarcoma 180 (1919), desde entdo sua nomenclatura ndo sofreu alteracdes
(SUGIURA, 1994).

Suas células sao de facil obtencdo, sendo utilizadas em varios centros de
pesquisa e, ap6s a inoculagdo o tumor desenvolve-se em 90 a 100% dos casos (BUCHI,

2002).

2.4.3. Produtos Naturais e a Terapia Anticincer
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Um grande numero de produtos naturais tem sido estudado quanto a sua
atividade antitumoral, em varios modelos experimentais. Isto resultou no surgimento de
varias drogas anticancer efetivas (RAMAKRISHNA et al., 1984).

Paralelamente a isso, o campo de pesquisa terapéutica vem se desenvolvendo no
sentido de testar novas formas de tratamento, bem como, novas substancias
potencialmente eficazes contra as neoplasias (SAAD-HOSSNE et al., 2004). Por
incluirem uma grande variedade de compostos atuando por varios mecanismos, 0S
agentes quimioterdpicos disponiveis manifestam toxicidade significativa sobre os
tecidos normais, acarretando maior complicacdo ao seu uso, devendo-se considerar
criteriosamente o risco versus beneficio quando se prescrevem estes agentes (SILVA,
2002).

Os agentes anticancer atualmente em uso incluem drogas de origem microbiana
como Doxorubicina, Dactomicina, Bleomicina (MUKHERIJEE et al., 2001), ¢ um
grande nimero de moléculas retiradas de vegetais, entre estas se encontram o0s
alcalodides da vinca: vimblastina e vincristina, obtidos da Catharanthus roseus; o taxol
(paclitaxel) diterpenoide retirado de Taxus brevifolia; o alcadide camptotecina, da
arvore ornamental chinesa Camptotheca acuminata, e muitos outros (MONGELLI;
COUSSIO; CICCIA, 2005).

Desde 1955, o Instituto Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos, vem
realizando triagens pré-clinicas de compostos e materiais, que incluem extratos de
origem natural. Mais de 400.000 compostos, de origem sintética e natural foram
testados para avaliar atividade anticancer, incluindo 180.000 derivados de
microrganismos e 114.000 extratos vegetais. Entre os anos de 1990 e 1996,
aproximadamente, vinte agentes anticancér, os quais incluem produtos naturais puros ou

modificagdes semi-sintéticas de material natural, foram aprovados para o mercado.
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Entre eles estdio o Docetaxel/Taxotere (1995), Idarubicina (1990), Paclitaxel/Taxol
(1993), Topotecan (1996), Formestano (1993), Fosfato de Fludarabina (1991), Porfimer
sodium (1993), Raltitrexed (1996), muitos destes de origem vegetal (MUKHERJEE et
al.,2001).

A fitoterapia tem desenvolvido, freqiientemente, importante papel na terapia
anticancer e os mecanismos de interagdo entre fitocompostos e células neoplasicas vem
sendo extensivamente estudado (MUKHERIJEE et al., 2001). Atualmente uma grande
quantidade de laboratdrios internacionais se encontra engajados na tarefa de buscar
novos agentes terapéuticos antineopldsicos, a partir de fontes naturais (BOYD; PAULL,

1995).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Efetuar o estudo farmacologico (antiinflamatério e antitumoral) e toxicoldgico

do extrato das folhas da espécie Mirabilis jalapa Linn.

3.2 Objetivos especificos

e Classificagao botanica do vegetal,

e Obtengcdo do extrato bruto da espécie Mirabilis jalapa utilizando solventes
organicos e a fragdo desejada (extrato hexanico);

e Efetuar uma ratificagdo fitoquimica do extrato hexénico das folhas de Mirabilis
jalapa, colocando em evidéncia os principais grupos de substancias presentes;

e Verificar a toxicidade aguda do extrato hexanico das folhas de Mirabilis jalapa
determinagao da dose letal para 50% da populagao (DLsp);

e Avaliar a atividade antiinflamatéria do extrato hexanico das folhas de Mirabilis
Jalapa;

o Avaliar os efeitos antitumorais do extrato hexanico das folhas de Mirabilis jalapa

por uma analise quantitativa e histopatoldgica.
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AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DETERMINACAO DA CLs E DA
DLs) DO EXTRATO HEXANICO DE Mirabilis jalapa Linn. (Nyctaginaceae)
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Resumo

O extrato hexanico das folhas de Mirabilis jalapa L., familia Nyctaginaceae, foi
avaliado quanto as suas propriedades toxicas através de dois bioensaios. Inicialmente,
avaliou-se a concentracdo letal 50% (CLsy) em larvas de Artemia salina, em seguida,
determinou-se a dose letal 50% (DLsp) em camundongos albinos Swiss fémeas,
utilizando a via de administracdo intraperitoneal (V.L.P.). A CLsyencontrada foi de 788,
987 nug/mL. O estudo da toxicidade aguda apontou uma DLsy de 2009,167mg/Kg. Dos
resultados obtidos pode-se verificar que o extrato hexanico de Mirabilis jalapa L.
possui toxicidade moderada quando utilizada por via parenteral. Ao exame
histopatologico, os animais apresentaram alteragdes em rins, figado e pulmades.

Palavras-chave: Mirabilis jalapa,; Nyctaginaceae; toxicidade aguda, DLsj, CLso, exame

histopatologico.

*Contato com o autor: Rua prof- Arthur Sa, S/N, Cidade Universitaria, Cep: 50.740-520, Recife-
PE,Brasil/Tel: (55) 81- 2126-8511/ fax:(55)81-2126-8510/ E-mail address. laura_tho@yahoo.com
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Abstract

The hexanic extract of the M.jalapa L. leaves (Nyctaginaceae), was evaluated as to
some toxicity features and histopathological findings. First, the LCsy (Lethal
Concentration 50%) was conducted using Artemia Salina larvae as bioindicator; the
LDsy was performed on female swiss albine mice by means of intraperitoneal injections
(IPV). The mean LCs related to A4.Salina larvae attained 788,987ug/ml, whereas the
acute toxicity assay resulted a LDsy of 2009, 167 mg/kg. These data suggest that the
hexanic leaf extract of M.jalapa showed moderate toxicity. The histopathological
findings disclosed some kidney, lung and liver alterations of the treated animals.

Keywords: acute toxicity; LDsg, LCsg, histopathological findings.

1. Introducao

Apesar do uso popular amplamente difundido de produtos naturais, como
substancias ‘atoxicas’, sabe-se que muitas substincias extraidas do reino vegetal
apresentam elevada toxicidade, como a estricnina, brucina, digitoxina, tubocurarina,
cocaina, entre outras. O medicamento fitoterapico ¢ um corpo estranho ao organismo e,
como todo xenobidtico, os produtos de sua biotransformag¢dao sdo potencialmente
toxicos e assim devem ser encarados até que se prove o contrario (LAPA et.al, 2000).

Por isso, os testes toxicologicos sdo realizados para obter dados sobre as
condi¢des em que as entidades quimicas produzem efeitos toxicos , qual a natureza
desses efeitos e quais os niveis seguros de exposicao (LOOMIS e HAYES, 1996).

A toxicologia experimental desenvolve estudos para elucidagdo dos mecanismos
dos agentes toxicos sobre os sistemas biologicos e para avaliacdo dos efeitos
decorrentes desta agdo. A avaliagdo da toxicidade de substancias é feita, utilizando
diferentes espécies de animais, seguindo as rigorosas normas preconizadas pelos 6rgaos
reguladores do pais (OGA, 1996).

Em ensaio preliminar, foi determinada a concentragao letal 50% (CLsg), com o
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objetivo de encontrar a toxicidade sobre a Artemia salina, destacando-se por ser um
método que combina baixo custo, rapidez, confiabilidade e simplicidade (SIQUEIRA et
al.,2001).

A investigagcdo da toxicidade aguda se da pela observagdo dos efeitos adversos
em um periodo curto, apds a administracdo de uma dose unica, ou multiplas doses,
dentro de um periodo de 24 horas (BARROS; DAVINO, 2003). A Dose Letal ou mais
conhecida DLso, ¢ uma derivada estatistica definida como a dose capaz de causar efeito
letal em 50% dos animais apds uma administracdo aguda da substincia, em ratos ou
camundongos, que significa um bindomio dose-efeito letal (LITCHFIELD;
WILCOXON, 1949).

A determinagdo da DLsy para o estudo de novos medicamentos ¢ um dos
requisitos a ser atendido para avaliagdo toxica de novos farmacos (MELO, 2004), pois,
a partir dela, ¢ que se pode verificar a propedéutica utilizada na forma farmacéutica

acabada.

2. Metodologia

2.1.Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss, Mus musculus, adultos fémeas,
pesando entre 20-25g, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam agua e racdo ad libitum e
foram mantidos em condi¢des controles (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (23 +
2°C). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal (CEEA) da UFPE, processo n° 23076.014522/2005-23.
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2.2. Material Botanico

As folhas de Mirabilis jalapa L. foram coletadas de espécimes cultivados no
jardim do Departamento de Turismo e Hotelaria, da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil. O material vegetal foi devidamente identificado pela botanica Dr®.
Marlene Barbosa, depositando-se uma exsicata no herbario Geraldo Mariz (UFPE), sob

numero 41.766.

2.3. Obtenc¢ao do extrato

As folhas de M. jalapa foram secas em estufa com circulagdo de ar (45 °C),
durante 24 horas, sendo entdo pulverizadas e submetidas a maceragdo com metanol
durante 12h. Apos eliminacdo do solvente a vacuo e a temperatura ambiente (25 °C), o
residuo resultante foi exaustivamente tratado com n-hexano. A fracdo n-hexanica apos

eliminagdo do solvente foi entdo submetida aos ensaios aqui descritos.

2.4. Obtencao da CLs

Neste ensaio bioldgico foram utilizadas larvas de Artemia salina Leach, obtidas
a partir da incubagdo de cerca de 20 mg de cistos de A. salina, sob luz artificial por 48
horas. Grupos de 10 a 13 metanduplios foram expostos a diferentes concentragdes (50
pg/mL a 1000 pg/mL) de Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa e as percentagens
de mortalidade determinadas apos 24 horas de contato. Cada ensaio foi repetido trés

vezes. Os dados foram plotados em graficos e com isto foi interpolada a CLsy.
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2.5. Avaliacio da Toxicidade Aguda e Determinac¢io da DLs

Grupos com seis animais (n=6/fémeas) foram privados de ragdo, recebendo dgua
ad libitum (25 + 3°C) por 12 horas, em seguida receberam o EH de Mirabilis jalapa por
via intraperitoneal, nas doses de 1000 a 3000 mg/Kg. Os camundongos foram
observados durante 48 horas apds administragdo do EH de M. jalapa. O ntimero de
obitos durante o periodo de estudo foi anotado para cada grupo, subseqiientemente o
valor da DLs, foi calculado segundo o método proposto por KARBER e BEHRENS

(1964).

2.6. Estudo Histologico

Foi realizada a andlise macroscépica e histopatologica dos 6rgios de todos os
animais submetidos a avaliacdo de toxicidade aguda. Figado, rins e pulmao foram
retirados, cortados em pequenos fragmentos e imersos em solucdo neutra de formol a
10%, no qual permaneceram em temperatura ambiente durante 24 horas. Apods fixacao,
as pecgas foram lavadas e processadas para inclusdo em parafina, em seguida cortadas
com 7 um de espessura, coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina (MICHELANY,

1980), e observadas em microscopia de luz.
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2.7. Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (epm). As
diferengas entre os grupos foram analisadas através da andlise de varidncia (ANOVA),
seguida pelo teste T de Student. O nivel de significancia para rejeicdo da hipdtese de

nulidade foi sempre p< 0,05.

2.8. Resultados

2.9. Determinaciao da CLs

A analise comportamental da Artemia salina Leach revelou uma diminui¢do na
sua movimentacdo em relagdo aquelas selecionadas no controle, demonstrando que o
extrato hexéanico de Mirabilis jalapa tem influéncia sobre a movimentacdo do
organismo estudado.

Apods 24 horas de exposicdo de A. salina Leach., observou-se que houve
moderado numero de Obitos na maioria das concentracdes utilizadas da amostra de
Mirabilis. jalapa (Gréficol).

Desta forma, através de todos os fatos observados foi comprovado
experimentalmente que a amostra selecionada apresentou valores de CLsp na faixa de

788,987 ng/mL.
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3.0. Toxicidade Aguda e Determinaciao da DLs

Como demonstrado na tabela 01, a administracdo do EH de M.jalapa por via
intraperitoneal (VIP), apresentou iniimeros sinais clinicos de toxicidade e os mais
pronunciados foram os de efeitos estimulantes e em seguida, efeitos depressores.

Inicialmente os animais apresentaram os seguintes efeitos: agitacdo, movimentos
circulares, reacdo de fuga, piloerecdo, tremores finos, erecao de cauda, agressividade, e
disturbios de movimentagdo. Outras reagdes como perda da coordenagdo motora,
marcha ebriosa, espasticidade, hemiplegia, espasmos musculares (doses de 1.000 mg/kg
a 2.750 mg/kg) foram os mais freqiientes. Os mais tardios foram depressores como
palidez, cianose, e sonoléncia (todas as demais doses). Ressalte-se que durante a
realizacdo do protocolo experimental, os animais apresentaram aspectos depressivos
como isolamento e fotofobia. Em concentragdes mais elevadas (2.925 mg/kg e 3.000
mg/kg), as reagdes se caracterizaram por agdes estimulantes como: convulsdo focal e
generalizada.

Foram observadas reagdes do trato respiratorio, como: dispnéia e, em seguida
apnéia, nas doses mais elevadas. Dentre outros efeitos, o que mais chamou a atencao foi
o intenso aumento da diurese e excrecdo fecal, além da presenca de refluxo
gastroesofagico, espasmos e contor¢des abdominais.

A taxa de mortalidade do EH de M.jalapa cresceu progressivamente com o
aumento da dose.A DLs, foi calculada entre 1.0 e 3.0 g/kg, isto ¢, 2.009,167 mg/kg de
peso do animal (Grafico 2).

Os achados histopatologicos foram: pulmdes com dareas hemorrdgicas de
extravasamento fora dos vasos, enfisema, atelectasia e congestdo de alvéolos,

principalmente nas doses mais concentradas (2.925 mg/kg e 3000 mg/kg), além da
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presenca de macréfagos reativos. No figado, observamos intensa congestdo hepatica,
necrose de coagulacdo e presenga de hepatocitos binucleados, ocorrendo de forma mais
frequente nas doses mais elevadas (2.925 mg/kg e 3.000 mg/kg). Os rins apresentaram
nefrite multifocal, congestdo e dilatacdo tubular, atrofia de glomérulo e endotélio bem
reativo, sempre de forma mais acentuada nas doses elevadas; além da presenca de
cilindraria em todas as doses, variando de forma diretamente proporcional a

concentracao.

3.1. Discussao e Conclusao

A idéia de que as drogas vegetais sdo mais seguras e livres de efeitos colaterais ¢
falsa (DIMECH, 2003). Apesar de alguns estudos clinicos controlados, relatarem a
incidéncia de efeitos colaterais de menor intensidade com produtos fitoterapicos do que
com drogas sintéticas (DREW & MYERS, 1997), tornam-se essenciais os testes
toxicologicos, como a DLsj, nos casos em que os extratos sdo utilizados por humanos,
para o estabelecimento de uma dose segura (BALLIGA, 2004). Na literatura consultada
sdo  encontrados somente ensaios de efeitos gerais nas fracdes metanodlica
(GRANGEIRO, A.R.S., 2005) ¢ nas fragdes butanolica e hexanica (SOUZA et al.,
2004), porém ndo ha indicacao de estudos para avaliacdo de DLsp e CLs .

Estudos realizados nas partes aéreas dos extratos de Mirabilis jalapa L.
demonstraram a presenca de alcaloides, triterpendides, esterdides e alcodis. Além da
presenca da leucina, valina, triptofano, alanina, glicina, dcido tartarico, acido citrico,
acido ursélico e oleandlico. Foram identificados também, polissacarideos e outros
novos componentes fenolicos, alcaldides e esterdides (BEHARI et al., 1976; SIDDIQUI

et al., 1989; BEGUM et al., 1994; BIELESKI et al., 1994; PLOUVIER et al., 1963;
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YANG et al., 2001). No presente estudo de prospeccdo fitoquimica da folha de
Mirabilis jalapa foi verificada principalmente, a presenga de flavonoides triterpenoides,
esterdides e polissacarideos, como a glicose e ramnose.

Os flavonoides, normalmente ndo sdo considerados substancias toxicas, no
entanto, ndo existem atualmente na literatura cientifica dados para isenta-los. Em doses
elevadas podem ocasionar dano ao DNA (TRUEBA & SANCHEZ, 2001; SIMOES,
2004) e atuarem tanto como antioxidantes, como pro-oxidantes (LAUGHTON et al.,
1989).

J& os triterpenos esterdides sdo relatados por suas agdes estimulantes sobre o
aparelho digestivo (secretolitica) e o SNC. Sua toxicidade vai desde reacdes cutineas,
como fototoxicidade e alergias, como reagcdes do SNC, com efeitos convulsivantes, com
crises do tipo epitileptiformes ou tetaniformes em doses elevadas; distirbios sensoriais e
até psiquicos (SIMOES, 2004), além de seus efeitos psicotropicos, como excitagdo,
alucinacdes visuais e distor¢cdes de cores, com sensagdes de fuga da realidade e
despersonalizagdao (FORREST & HEACOCK, 1972; PAYNE, 1963), corroborando as
reacdes observadas nos ensaios toxicologicos descritos anteriormente

Os polissacarideos sdo descritos por seus efeitos fisioldgicos sobre o trato
gastrointestinal, com alteracdo da velocidade do transito intestinal, aumento do volume
fecal; no figado, aumento da secre¢do de sais biliares e reducao dos niveis de colesterol.
Em seus efeitos adversos, relatam-se dores abdominais, flatuléncia e nauseas; além de
elevada excre¢do fecal desses compostos (SIMOES, 2004). De acordo com a literatura
citada, verificamos em nossos ensaios, similaridade nos estudos toxicoldgicos
desenvolvidos.

As alteragdes hepatocelulares encontradas nos presentes ensaios podem ser

devidas a uma possivel atividade pré-oxidante dos flavondides (LAUGHTON et al.,
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1989), ja que em relacdo ao grupo controle, os achados microscopicos foram evidentes.

Os achados referentes aos pulmdes, podem estar associados ao método de
sacrificio dos animais (deslocamento cervical), tais como: enfisema, hemorragia extra-
alveolar e atelectasia, j& que houve achados semelhantes nos grupos controles. No
entanto, a presenca de macrofagos reativos, denota possivel inflamagao do parénquima
que poderia decorrer da toxicidade da dose mais elevada aplicada (3.0 g/kg). Em relagdo
aos rins, o grupo controle ndo apresentou alteracdo na morfologia aqui estudada. No
entanto, nos grupos tratados, houve a presenca de cilindruria, principalmente nas doses
mais concentradas, junto a alteragdes como: dilatagdo tubular com infiltrado
inflamatorio peritubular, atrofia glomerular e congestdo, sugerindo a possibilidade de
lesdo renal compativel com quadro de intoxicagdo (SANCHEZ et al., 2000).

No baco, em relagdo ao grupo controle, houve a intensa presenca de
megacariocitos, o que nos roedores ¢ um achado comum, no entanto a macroscopia,
houve a presenca de esplenomegalia e congestdo intensa, principalmente nas doses mais
elevadas (3.0 g/kg) O que em quadros de intoxicacdo poderia ser associado aos
possiveis compostos toxicos do extrato da planta.

Os efeitos estimulantes e inibitdrios do extrato HE de Mirabilis jalapa sobre as
atividades apresentadas, tanto em Artemia salina L. quanto nos camundongos, sugere
sua acdo sobre o Sistema Nervoso Central. A fun¢do dos nervos autonomos periféricos
¢ de modular a atividade continua de orgdos viscerais involuntarios desencadeando
respostas inibitorias e excitatorias (BRODY et al., 1997). No que concerne aos efeitos
farmacologicos encontrados nos protocolos experimentais, podem sugerir alteracdes
neuronais direta, ou indiretamente, estimulantes. Enquanto os efeitos depressores
podem estar relacionados a redugdo de impulsos nervosos como resposta pds-sinaptica

(GOODMAN & GILMAN, 2003)
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Esses dados fornecem um parametro para o estabelecimento de uma margem
terapéutica segura, sugerindo a continuidade da pesquisa, com estudos especificos de

atividade farmacoldgica visando possiveis agdes terapéuticas.
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TABELAS E GRAFICOS

TABELA 01 - Sinais clinicos da toxicidade aguda observada em camundongos albinos Swiss fémeas,
tratados com diferentes doses do EH da M.jalapa por via intraperitoneal.

Dose (mg/kg)
Parametros 1200(D1) 1500 2250 2500 2750 2925 (D2)
Estimulantes

1 Freqiiéncia respiratéria + + ++ ++ +++ it
Agitacio ++ ++ ++ ++ ++ +++
Piloerecdo + + ++ ++ ++ ++
Movimentos estereotipados + + + ++ ++ ++
Movimentos circulares + + + + ++ ++
Movimentos de vibrissas + + ++ ++ ++ T+
Convulsio - - - - - T+
Convulsio clénica + - - - + 4+
Tremores finos/ grosseiros ++ ++ +++ +++ +++ +++
Eregdo de cauda + + ++ ++ ++ ++
Postura de ataque + + + + ++ 4+
Saltos - - - - - -
Irritabilidade + + + ++ ++ ++
Levantamento de trem
posterior B B B B - -
Arrastamento de trem

) + ++ ++ +++ +++ +++
posterior

Depressores

Abaixamento de trem

. + + + + + -
posterior
Dispnéia + + ++ -+ +++ +++
Sonoléncia +++ +++ +++ ++ ++ -
| Freqiiéncia respiratoria + + + + + .
Prostragao ++ ++ ++ ++ ++ -
Alteraciao de marcha ++ ++ ++ +++ +++ +++

Outros

Excrecio fecal +++ +++ +++ +++ +++ +++
Contor¢oes abdominais ++ ++ +++ +++ 4+ e+
Reagdo de fuga ++ ++ + + + ot
Espasmos + ++ + + + i
Elevagdo de trem anterior + + ++ ++ + +
Diarréia - - - - - -
Refluxo + + ++ ++ +++ +++
Palidez + + + ++ ++ +++
Distensdo abdominal - - - - - .
Agressividade + + + ++ ++ ++
Diurese +++ +++ ++ ++ ++ ++
Irritagdo da conjuntiva - - - - - -
Espasticidade + + + + + +
Cianose - - - - + T+
Exoftalmia - - - + ++ T+
Fotofobia ++ ++ ++ ++ ++ -

-=sem efeito + = efeito leve ++ = efeito moderado +++ = efeito acentuado
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TABELA 02 — Classificaggo da toxicidade relativa dos agentes quimicos de acordo com a DLsy.

Grau de
Categoria DLs, em ratos
toxicidade

6 Supertoxico <5 mg/kg

5 Extremamente toxico 5-50 mg/kg

4 Muito toxico 50-500 mg/kg

3 Moderadamente toxico 0,5-5 g/kg

2 Pouco toxico 5-15 g/kg

1 Praticamente Atoxico > 15 g/kg

Grifico 1 - Concentracdo Letal (CLsy ) do EH de Mirabilis jalapa Linn.
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Grifico 2- Curva Dose-Resposta da toxicidade do EH de Mirabilis Jalapa Linn.
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FIGURAS

Figura 1 - Baco apresentando atrofia dos foliculos linfoéides e congestdo esplénica. Animal tratado com
dose de 3,0 g/lkg. Corado com HE e objetiva de 25x.

Figura 2 - Rins apresentando intensa congestdo renal (intersticial e glomerular), tumefagdo do epitélio
tubular e atrofia glomerular. Animal tratado com dose de 3,0 g/lkg. Corado com HE e objetiva de 40x
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Figura 3 - Figado apresentando intensa congestio sinusoidal. Animal tratado com dose de 1,0 g/kg.
Corado com HE e objetiva de 25x.

Figura 4 - Pulmio apresentando intensa congestdo, areas hemorragicas e enfisema. Animal tratado
com dose de 1,0 g/kg. Corado com HE e objetiva de 40x
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Resumo

O extrato hexanico das folhas de Mirabilis jalapa foi investigado em seu
potencial antiinflamatorio, nas doses de 62,5 mg/kg, 125 mg/kg, 225 mg/kg e 250
mg/kg por via intraperitoneal, e nas doses de 125mg/kg, 225 mg/kg e 250 mg/kg, por
via oral, respectivamente. O modelo experimental utilizado foi o edema de pata
induzido pela carragenina, em ratas fémeas, divididas em grupos de n=5. Por via oral
nao houve uma diminuicao consideravel dos volumes de edema de patas dos roedores,
enquanto por via intraperitoneal, nas maiores doses, houve inibi¢ao significativa na fase
final da inflamacao.

Palavras-chave: Mirabilis jalapa; Nyctaginaceae; Atividade antiinflamatdria; ratos;
edema de pata.

*Contato com o autor: Rua prof. Arthur Sa, S/N, Cidade Universitaria, Cep: 50.740-520, Recife-
PE,Brasil/Tel: (55) 81- 2126-8511/ fax:(55)81-2126-8510/ E-mail address. laura_tho@yahoo.com
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Abstract

The hexanic extract of leaves of Mirabilis jalapa was investigated for
antinflammatory activities at doses of 62, 5 mg/kg, 125 mg/kg, 225 mg/kg, 250 mg/kg
body weight by intraperitoneal administration and at doses of 125 mg/kg, 225 mg/kg
and 250 mg/kg by oral form, respectively. The experimental model used carrageenan-
induced hind paw edema in female rats. These were divided into groups, each
comprised by five animals (n=5). The rodents treated per os did not show significant
reduction of the edema, whereas the animals treated intraperitoneally —manifested
significant inhibition of the edema, specially those receiving higher doses and at the
final phase of the inflammatory state.

Key-words: Mirabilis jalapa; Nyctaginaceae; antinflammatory activity; rats; paw
edema.

1. Introducao

M. jalapa é uma herbacea ereta, profundamente ramificada, nativa da Ameérica
Tropical, sendo amplamente cultivada com fins decorativos no Brasil _ onde se tornou
espontanea e é conhecida como bonina ou maravilha (CORREA, 1984).

Seu uso € difundido na medicina tradicional de muitos paises para o tratamento
de infec¢des, inflamacdo, edemas, conjuntivite, sendo também empregada como
diurética, purgativa, tonica, antiespasmddica, vermifuga e antifingica (ALMEIDA,
1993). Estudos desenvolvidos para determinar seus componentes ativos mostraram a
presenca de alcaldides, flavondides, triterpendides e esterdides (YANG et al. 2001;
ANSARI et al. 2000; SIDDIQUI et al. 1990)

Diversos relatos da literatura configuram o extrato das folhas e caule de M.
Jalapa como sendo capaz de inibir o crescimento de cepas bacterianas (Escherichia coli)
e fungicas (Candida albicans) (BOLOGNESI, 2002; YANG, 2001; DIMAYUGA,
1998; CAMMUE, 1992; KATAOKA, 1991; KUSAMBA, 1991; HABUKA, 1989).

Estes pesquisadores atribuem a atividade antimicrobiana e antiviral desse vegetal a
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presenca de proteinas de inativagdo ribossomica do tipo I (RIP’s), especificamente a
MAP (Mirabilis Antiviral Protein). WONG et al. (1992) demonstraram que o extrato
das raizes do vegetal ¢ dotado de propriedade abortiva. As sementes e raizes, também
sdo citadas por suas caracteristicas laxantes e por seu efeito diurético (NAIR et al. 2005;
DIMAYUGA et. al, 1998).

Buscou-se avaliar o extrato das folhas de Mirabilis jalapa tendo em vista a
diversidade do uso popular da mesma, de forma a validar em termos cientificos a

veracidade do constatado tradicionalmente.

2. Materiais e Métodos

As folhas de Mirabilis jalapa L. foram coletadas de espécimes cultivados no
jardim Departamento de Turismo e Hotelaria da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil. O material vegetal foi devidamente identificado pela botanica Dr’. Marlene

Barbosa, depositando-se uma exsicata no herbario Geraldo Mariz (UFPE), sob ntimero

41.766.

2.1. Animais
Foram utilizadas ratas Wistar, Rattus norvegicus var. Albinus, com 3 meses de
idade, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos e do Departamento de
Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais receberam agua e dieta
(Labina®) ad libitum e foram mantidos em condi¢des controladas de iluminagao (ciclo
12h claro/escuro) e temperatura (23 + 2°C). O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da Universidade Federal

Pernambuco, processo n° 23076.014522/2005-23.
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2.2. Material Botanico

As folhas de Mirabilis jalapa L. foram coletadas de espécimes cultivados no
jardim Departamento de Turismo e Hotelaria da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil. O material vegetal foi devidamente identificado pela botanica Dr’. Marlene

Barbosa, depositando-se uma exsicata no herbario Geraldo Mariz (UFPE), sob ntimero

41.766.

2.3. Obtenc¢ao do extrato
As folhas de M. jalapa foram secas em estufa com circulagdo de ar (45 °C)
durante 24 horas, sendo entdo pulverizadas e submetidas a maceragdo com metanol
durante 12h. Apos eliminacdo do solvente a vacuo e a temperatura ambiente (25 °C), o
residuo resultante foi exaustivamente tratado com n-hexano. A fracdo n-hexanica apos

eliminagdo do solvente, foi entdo submetida aos ensaios aqui descritos.

2.4. Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizadas ratas adultas, pesando 230 g + 30, divididas aleatoriamente em
grupos de cinco. Os animais foram privados de alimentacdo por um periodo de 18 horas
antes do experimento, com agua ad libitum. Utilizou-se o modelo de inflamagdo aguda,
conhecido como edema de pata induzido por carragenina (WINTER et al, 1962) por ser
um método rapido, estdvel e servir de screening para descoberta de novas drogas
antiinflamatérias (MASCOLO et al, 1997; HENRIQUES et al., 1987). Inicialmente,
realizou-se a mensuragdo da pata traseira direita dos animais; para posterior indugdo do
edema na respectiva pata de todos os animais por uma inje¢do subplantar de 0,1ml de

carragenina (Sigma product) a 0,1%.
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Trinta minutos apds foi realizada uma nova mensuracdo das patas edemaciadas
utilizando pletismometro adaptado. Administrou-se por via oral e intraperitoneal
solugdo salina nos grupos controles, e nos tratados, solugdo aquosa do residuo do
extrato hexanico das folhas de M. jalapa (REHM) nas doses de 62,5, 125, 225, 250
mg/kg (v.ip) e 125, 225, 250 mg/kg (v.0.) de peso corpdreo, estipuladas a partir da
DLsy.

Ao grupo padrdo administrou-se indometacina® (MERCK/SHARP) nas doses
de 10 mg/kg (VIP) e 20 mgkg (VO) de peso corpdéreo, por ter propriedades
antiinflamatoérias, semelhantes as dos salicilatos (GILMAN et al.2003). Efetuou-se a
mensura¢do da pata edemaciada, a cada 60 minutos, durante 6 horas. O percentual de

inibicao foi calculado através da formula:

% de inibicao do edema = (Vc-Vt/Ve) x 100

Onde:
Ve =média do aumento do volume das patas dos animais do grupo controle;

Vt =média do aumento do volume das patas dos animais do grupo tratado.

*Indometacina®: (1-[ p-chlorobenzoyl]-5-methoxy-2-methylindole-3-acetic ~ acid) inbidor da

ciclooxigenase C;9H;cCl NO;4/ P.M. 357.8 Catalogo ICN/1999 (USA).

2.5. Analise Estatistica
Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m.) e testados
com andlise de variancia (ANOVA) e teste “t” Student, para avaliar as diferencas entre
os grupos tratados e controles, com nivel de significancia de p<0,05 nos testes

antiinflamatorios.

49



2.6. Resultados

Os graficos 1 e 3 referem-se a comparagdo do desenvolvimento do edema de
pata por injecdo subplantar de carragenina, em ratas tratadas por via intraperitoneal com
as solucdes de REHM ensaiadas e o grafico 2, por via oral, com a solug¢do citada
anteriormente.

Os animais tratados com o farmaco padrdo (indometacina), apresentaram
redu¢do do volume do edema a partir da terceira hora, com 21% de inibi¢do atingindo o
maximo de 45,33%. Para as ratas tratadas com a solu¢do REHM, na dose de 62,5
mg/kg, a redugdo variou entre 12,26% e 26,6%, a partir da terceira hora. Para a dose de
250 mg/kg, com valores de inibi¢do significantes também a partir da terceira hora, a
variagdo foi de 18% a 46,6% (Grafico 1). Nas doses de 125mg/kg e 225 mg/kg, houve
inibi¢do significativa somente a partir da quarta hora, com valores de 12,6% e 24,36%,
respectivamente, quando comparados com seu grupo controle.

No grafico 2, para as ratas tratadas com a solucdo de REHM, na dose de 125,
225 e 250 mg/kg, respectivamente, ndo houve reducdo significativa dos volumes dos

edemas quando comparados ao grupo controle.

2.7. Discussdo
Desde que WINTER ef al. (1962) introduziu a carragenina como agente
flogistico para o modelo de edema da pata do rato, este se tornou o teste mais utilizado
em todos os estudos que envolvem os processos para screening de compostos
antiinflamatérios (HENRIQUES et al/, 1987). O edema de pata induzido pela inje¢ao
subplantar de carragenina em ratos ¢ bifasico, o que na primeira fase (1h), ha liberagao

de serotonina e histamina e, na segunda fase (ap0ds a primeira hora), ¢ mediado pelas
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prostaglandinas, produto da ativacdo das ciclooxigenases (COX-2) e de 6xido nitrico
(NO), na resposta inflamatoria (VINEGAR et al., 1969; SALVEMINI, 1996).

A atividade das solu¢cdes de REHM por via intraperitoneal na formagdo do
edema, estd provavelmente, envolvido com a inibicdo da sintese ou liberagdo de
produtos na fase final da resposta inflamatéria induzida por carragenina.

Houve inibi¢do da segunda fase da resposta inflamatoria do grupo tratado com
indometacina por ser um potente inibidor das ciclooxigenases (GILMAN et al. 2003).

J& por via oral, ndo houve inibicdo significativa dos grupos tratados com a
solucdo de REHM em qualquer das doses testadas: 125 mg/kg, 225 mg/kg e 250 mg/kg,
0 que pode estar relacionado a concentracdo dose-resposta, como a farmacocinética da
absor¢ao oral. Talvez também haja inativa¢do dos compostos ativos da REHM por
enzimas do trato digestivo, por sais / acidos biliares. Ou, ainda, os compostos sejam
excretados através dos rins ou do intestino, ap6s a metabolizagdo. Com isto, sugerimos
continuidade dos testes sob outras formas de solu¢do (gel/pomadas) e/ou maiores

estudos sobre as vias de excrecao destes metabolitos da solugdo aqui citada em estudo.
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GRAFICOS

Griafico 1 — Comparagdo do desenvolvimento do edema de pata por injecdo subplantar de
carragenina, em ratas tratadas por VIP, com o extrato hexanico de Mirabilis jalapa nas dose de
62,5 mg/kg (A), 250 mg/kg (@), indometacina 10 mg/kg (m) e solugdo salina 0,9% (#). Os valores
representam a média do volume da pata (ml) + EPM.

DEMAS (mL)

—a— Extrato Hexanico de
Mirabilis jalapa (125
mg/Kg)

Grafico 2 — Comparagdo do desenvolvimento do edema de pata por inje¢do subplantar de
carragenina, em ratas tratadas por VO, com o extrato hexanico de Mirabilis jalapa nas dose
de 125 mg/kg (A), 225 mg/kg (e), indometacina 20 mg/kg (m) e solugdo salina 0,9% ().
Os valores representam a média do volume da pata (ml) + EPM.
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Grafico 3 — Comparagdo do desenvolvimento do edema de pata por injecdo subplantar de
carragenina, em ratas tratadas por VIP, com o extrato hexanico de Mirabilis jalapa nas dose de 125
mg/kg (A), 225 mg/kg (e), 250 mg/kg (¢), indometacina 10 mg/kg (m) e solucdo salina 0,9% (¢).
Os valores representam & média do volume da pata (ml) + EPM.
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Resumo

A atividade antitumoral do extrato hexanico de Mirabilis jalapa L. (Nyctaginaceae), foi
investigada usando o tumor Sarcoma 180 (S-180). Os animais eram inoculados com o
tumor e apds 48h iniciavam-se os ensaios. Foram utilizados camundongos albinos
Swiss (Mus musculus) fémeas tratados por via intraperitoneal nas doses de 100, 125,
225 e 250 mg/kg do extrato de M. jalapa. Apds o 7° dia, os animais eram sacrificados,
os tumores pesados e realizado o exame histopatologico dos orgaos. Os resultados
indicaram uma inibi¢do significativa de até 80,36% dos tumores sarcomatosos em
relagdo ao grupo controle e padrao (P< 0.05). A avaliagdo histopatoldgica demonstrou
alteragdes nos tecidos hepatico, renal e pulmonar, quando comparados com os animais
dos grupos controle e padrao.

Palavras chave: Mirabilis jalapa; Nyctaginaceae; atividade antitumoral; camundongos;
exame histopatologico.

*Contato com o autor: Rua prof. Arthur Sa, S/N, Cidade Universitaria, Cep: 50.740-520, Recife-
PE,Brasil/Tel: (55) 81- 2126-8511/ fax:(55)81-2126-8510/ E-mail address. laura_tho@yahoo.com
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Abstract

The antitumoral activity of the residue of Mirabilis jalapa L. leaves hexanic extract was
investigated using sarcoma 180 (S-180). The assays were conducted with female Swiss
albino mice (Mus musculus), by implanting fragments of S-180. After 48 hours, the
rodents were divided into 6 groups (n=5) and were treated daily by intraperitoneal
injection, during 7 (seven) days, at doses 100; 125; 225 e 250 mg/kg body weight of the
said M. jalapa extract. Seven days after beginning of the treatment, the rodents were
sacrificed and submitted to necropsy. Their tumors were excised and afterwards
weighted, measured and submitted to histopathological studies. The results indicated a
significant inhibition_up to 80,36% of the S-180 tumors, compared to the standard and
control groups (P< 0,05). The histopathological evaluation showed alterations in liver,
renal and pulmonary tissues of the rodents treated with M.jalapa extract compared to
organs obtained from mice of the standard and control groups.

Keywords: Mirabilis  jalapa, Nyctaginaceae; antitumoral activity; mice;
histopathological evaluation.

1. Introducao

Uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, o
cancer, continua sendo responsavel por cerca de seis milhdes de dbitos por ano, além da
segunda maior causa de morte por doenca no Brasil (GUERRA et al, 2005; INCA,
2003).

As plantas contém principios ativos capazes de nos curar das diversas doengas,
no entanto, sao poucos os estudos que possibilitam uma visdo ampla da grande
diversidade das espécies utilizadas com fins terap€uticos (SILVA et al., 2005).

Um grande nimero de produtos naturais tem sido estudado por sua atividade
antitumoral em vérios modelos experimentais. Isto resultou no surgimento de varias
drogas anticancer efetivas (RAMAKRISHNA et al. 1984).

A Mirabilis jalapa (Nictaginaceae) ¢ uma planta herbacea perene, de folhas
simples e ovais, altamente ramificada, de flores variando de cores brancas a
avermelhadas e matizadas, de involucro parecendo calice, cultivada e distribuida como
planta ornamental nativa da América Tropical. No Brasil, encontra-se da Bahia até o
Parana, onde se tornou espontinea e conhecida como bonina ou maravilha (CORREA,

1984).
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Estudos desenvolvidos para determinar seus componentes fitoquimicos ativos
mostraram a presenca de alcaldides, flavondides, triterpenoides e esterdides (YANG et
al. 2001; ANSARI et al. 2000; SIDDIQUI ef al. 1990). Tanto os flavondides quanto os
alcalodides, triterpenos e esterdides, possuem significativas atividades biologicas, como
hepatoprotetores, antinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes, antivirais e
antitumorais (MENDES, 2004; SIMOES et al., 2001; DI CARLO et al, 1999).

Seus extratos mais utilizados provém do caule, raizes e folhas, onde foi
descoberta a proteina MAP (“Mirabilis Antiviral Protein”), encontrada em maior
concentragdo em suas sementes e ndo utilizadas na medicina fitoterapica, por conterem
peptideos neurotoxicos similares a ricina (CAMUE et al., 1992). As MAP’s pertencem
a um grupo de proteinas toxicas de plantas conhecidas como RIP’s (“Ribosome
Inactivating Protein”) (BARBIERI ef al., 1982; WONG et al., 1992; KATAOKA et al.,
1992). Recentes estudos, sugerem que as RIP’s sdo também capazes de causar morte
celular por apoptose (NARAYANAN et al. 2005). Essas proteinas, no entanto,
apresentaram propriedades medicinais  antivirais, antibacterianas e antiflingicas
(BOLOGNESI et al., 2002; CAMUE et al., 1992; HABUKA et al, 1989; KATAOKA
etal., 1991; KUSAMBA et al, 1991).

Nas sementes, além do seu potencial antimicrobiano, foi verificada sua acao
antitumoral in vitro, em células de fibroblastos de ratos (1.929); sua citotoxicidade em
modelo de Artemia salina e da larva do mosquito Aedes egypti (LEELAMANIT et al.,
2002).

Em suas raizes, foi relatado por WONG ef al. (1992), a MAP com propriedades
abortiva, com inibicdo da sintese protéica e efeito antitumoral em células de
coriocarcinoma (JAr). CASTELUCKCI et al. (2004) relata inibicdo tumoral in vivo do
extrato metanolico das folhas de M.jalapa frente ao S-180, em ensaios preliminares.

O sarcoma-180 (S-180), também conhecido como tumor de Crocker, ¢ um tipo
de tumor transplantdvel de crescimento rapido (ZUCKERBERG, 1972), nos animais
inoculados ( > 90%), com uma taxa de regressao espontanea entre 8-10% dos casos,
podendo ser aumentada pelo tratamento com certos produtos quimicos e biologicos
(ASSEF et al., 2002; SATO et al., 2004).

A partir dessas informagdes, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antitumoral da fracdo hexanica do extrato de Mirabilis jalapa L, em animais

portadores de S-180.
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2. Metodologia

2.2.Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss, Mus Musculus, adultos, fémeas,
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos em
condi¢cdes controles (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (23 + 2°C). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da

Universidade Federal Pernambuco, processo n° 23076.014522/2005-23.

2.3.Material Botanico

As folhas de Mirabilis jalapa L. foram coletadas de espécimes cultivados no
jardim Departamento de Turismo e Hotelaria da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil. O material vegetal foi devidamente identificado pela botanica Dr’. Marlene
Barbosa, depositando-se uma exsicata no herbario Geraldo Mariz (UFPE), sob nimero

41.766.

2.4.0btencao do extrato

As folhas de M. jalapa foram secas em estufa com circulagdo de ar (45 °C),
durante 24 horas, sendo entdo pulverizadas e submetidas a maceragdo com metanol
durante 12h. Apds eliminagdo do solvente a vacuo e a temperatura ambiente (25 °C), o
residuo resultante foi exaustivamente tratado com n-hexano. A fracdo n-hexanica apos

eliminacdo do solvente foi entdo submetida aos ensaios aqui descritos.

2.4. Transplante dos Tumores

Nos experimentos foi utilizada uma linhagem de células tumorais do Sarcoma
180 em sua forma sdlida. Um fragmento tumoral com cerca de 3mm de didmetro foi
introduzido por via subcutanea, na regido axilar do animal receptor, segundo a técnica

descrita por STOCK et al.(1965) e FUNAYAMA e KOMAIYAMA(1993).
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2.5. Tratamento dos animais

Os camudongos inoculados com células de sarcoma 180 foram divididos em
grupos (n=5) e subdivididos em grupo controle (solu¢do salina a 0,9%), grupo padrdo
(ciclofosfamida, 2,5 mg/kg, Genuxal®, Asta Médica) e grupos tratados com o extrato de
M. jalapa, nas doses de 100, 125, 225 e 250 mg/kg, respectivamente, durante 7 dias,
por via intraperitoneal. O tratamento foi iniciado 48 horas apds o transplante dos
tumores. Os animais foram sacrificados no oitavo dia e os tumores foram retirados,
dissecados, pesados e em seguida calculada a diferenca entre os grupos tratados e
controle para o indice de inibi¢do tumoral com a seguinte féormula (MACHON et al.,
1981):

TWI%= C-T x 100

C
Onde:
TWI%= % de inibi¢ao tumoral
C= Média dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T= Média dos pesos dos animais do grupo teste.

2.6. Estudo Histoldgico

Os tumores e os 6rgaos eram removidos e fixados em solucdo de formol a 10%.
Os orgaos retirados para exame foram: figado, rins, baco e pulmdes, para avaliagao
macroscopica e posterior fixagdo em formaldeido a 10%, em solug¢do neutra. Apos 24h
de fixagdo das amostras, as pecas eram lavadas e processadas para inclusdo em parafina,
em seguida cortadas com 7um de espessura, e coradas segundo a técnica de

Hematoxilina-Eosina, para serem posteriormente observadas em microscopia de luz.
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2.7.Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdao da média (e.p.m.) e testados
com analise de variancia (ANOVA) e teste “t” Student, para avaliar as diferengas entre
os grupos tratados e controles com nivel de significancia de p<0,05 nos testes

antitumorais.

2.8. Resultados

O tratamento em camundongos fémeas portadoras de sarcoma 180 apresentou
indice de inibicdo significativa méxima de 80,36% na dose de 225 mg/kg, com
resultados significativos em todas as doses testadas: 100mg/kg, 125 mg/g e 250 mg/kg
(73,13%, 74,85% e 79,44%), respectivamente. (Graficos 3, 1, 2 ¢ 4).

O farmaco-padrao utilizado para tratar este tumor, a ciclofosfamida (Genuxal®),
atingiu indices de inibi¢do significativa méxima de 85,20%.

No estudo histopatologico, os camundongos portadores de sarcoma S-180
apresentaram as seguintes alteracoes: Nos rins, edema intersticial cortical, presenca de
cilindros hialinos, atrofia glomerular, espessamento de cépsula, tumefacdo celular e
metastase na gordura perirenal e capsula (figura 5). No grupo-padrdo, a nefrite
multifocal se apresentava mais severa (extensdo), congestao glomerular com tumefacao
tubular e cortical, além da presenca de hemorragia nas regides citadas, sem a presenca
de metastases.

No figado foi evidenciada congestdo de sinusoides, cariomegalia, areas de
necrose focal isquémica por coagulagdo, hiperplasia das células de Kupffer e presenca
de metastase, principalmente nos animais do grupo controle e tratado (figura 6). No

grupo padrdo houve presenca de necrose multifocal, discreta congestao sinusoidal, no
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entanto, ndo houve presenca de metastase.

No bago, foi observada congestdo, rarefagdo das células linféides e metéstase em
capsula esplénica no grupo-controle e tratado (figura 7). O grupo-padrio apresentou as
mesmas alteracdes, sem a presenca de metastase, no entanto, a congestdo se mostrou
mais severa.

Os pulmdes apresentaram congestdo pulmonar com espessamento de septo
intraalveolar, areas de enfisema, focos hemorragicos e presenca de metéstases, tanto no
grupo-controle, quanto nos grupos-tratado e padrao (figura 8).

Macroscopicamente, tanto os animais do grupo controle quanto do tratado
apresentaram ascite purulenta, com aumento e congestdo de todos os orgaos, sendo
maior a quantidade de liquido no grupo controle. No grupo-padrdo, ao exame clinico, os
animais se apresentaram desidratados, com rarefagdo pilosa, apaticos e com palidez de

mucosa mais acentuada, que quando comparado com os outros grupos-tratados.

2.9. Discussao e Conclusao

Com o crescente aumento da importincia epidemiologica dos processos
neoplasicos, inimeras abordagens terapéuticas vém sendo investigadas. As categorias
basicas para o tratamento sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Esta ultima
apresenta aspecto desfavoravel, devido a dificuldade em se estabelecer uma dose efetiva
para destruir o0 maximo de células com o minimo de efeitos colaterais para as células
normais (SANTOS, 2003). Portanto, informacdes sobre a toxicidade das drogas sdo
muito Uteis aos clinicos quando da escolha para o tratamento do cancer (SILVA, 2002;

FRANKS et al., 1990).
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Ha relatos de fitoterapicos usados como drogas antineoplasicas. Nos ultimos
anos a descoberta de produtos naturais como agentes antiproliferativos tem
proporcionado campos totalmente novos de investigagdo nesta area. A Vincristina e
Vinblastina s3o exemplos de substancias antineoplasicas derivadas de plantas como a
Vinca pervinca, amplamente utilizada no tratamento quimioterapico, onde atuam
durante a metafase do ciclo celular (GOODMAN, 2003; SILVA, 2002).

A Ciclofosfamida ¢ uma substancia alquilante, derivada da sintese de analogos
de mostarda nitrogenadas usada no tratamento de diversos tipos de cancer. A droga ¢é
um potente imunodepressor, atuando em células com elevada atividade mitdtica,
inibindo tanto a resposta imune humoral quanto a celular (GILMAN et.al., 2003;
GARCIA et al., 2004). A natureza eletrofilica desse agente alquilante, sua capacidade
de reagir com outras moléculas, o seu mecanismo de oxidagdo no figado por enzimas
microssomais produzindo a acroleina, associada a mielossupressdo e cistite
hemorragica, resulta em efeitos toxicos indesejaveis associados a este farmaco
(THOMAS, 2003).

O extrato hexanico de M. jalapa foi avaliado contra a linhagem tumoral do
Sarcoma 180, apresentando inibi¢do significativa do crescimento tumoral. Os resultados
obtidos de estudos morfologicos, revelaram que os animais tratados apresentaram
resposta do tipo dose-dependente a agdo lesiva dos tumores em comparagdo aos animais
controle. A presenga das metdstases, como sugere DAGLI (1989), se deve
possivelmente ao potencial das células utilizadas, sua diversidade e tipo histologico. As
alteragdes histopatologicas em 6rgdos como os rins, baco, figado e pulmdes, podem
estar relacionadas aos sinais de toxicidade da planta, tanto quanto a presenga do tumor.
Os animais do grupo-padrdo, tratados com Genuxal® (Asta, Médica), ndo tiveram

metastases em 6rgdos como os rins, baco e figado, no entanto, suas alteragdes foram
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muito mais severas, demonstrando sua toxicidade de acordo com a literatura consultada.

Os animais do grupo tratado com a maior dose (250 mg/kg) apresentaram os
mesmos resultados anatomopatologicos observados no grupo tratado com o farmaco
padrdo (Grafico 4). No entanto, sua inibicdo significativa em relagdo ao grupo (225
mg/kg) ndo teve aumento considerdvel em relagdo aos pesos, o que sugeriu a
possibilidade da equivaléncia em relacdo a dose terapéutica, implicando em uma
diminui¢ao de toxicidade (Grafico 3).

Sendo assim, pode-se sugerir que o extrato hexanico de M. jalapa, obteve uma
inibi¢do tumoral significativa em relagdo aos animais portadores de Sarcoma 180. Ao
verificar em seus componentes fitoquimicos e protéicos, moléculas com propriedades
antineoplésicas, conclui-se quanto a necessidade de novos estudos e pesquisas para um
melhor conhecimento de seu mecanismo de ag¢do e potencialidades farmacologicas aqui

investigadas.
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GRAFICOS E FIGURAS

Grifico 1 — Peso dos tumores (Sarcoma 180) em camundongos fémeas, tratados por VIP com o
Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa na dose de 100mg/kg (), padrio (ciclofosfamida: 2,5
mg/kg) (¢) e solucdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores+ EPM.
Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).

Grifico 2 — Peso dos tumores (Sarcoma 180) em camundongos fémeas, tratados por VIP com o
Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa na dose de 125mg/kg (), padrdo (ciclofosfamida:
2,5 mg/kg) (¢) e solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos
tumores + EPM. Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle
(Teste t de Student).
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Grafico 3 — Peso dos tumores (Sarcoma 180) em camundongos fémeas, tratados por VIP com
o EH de Mirabilis jalapa nas dose de 225mg/kg (), padréo (ciclofosfamida: 2,5 mg/kg) (¢)
e solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores + EPM.
Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de
Student).

Grafico 4 — Peso dos tumores (Sarcoma 180) em camundongos fémeas, tratados por VIP com o
EH de Mirabilis jalapa na dose de 250mg/kg (), padrdo (ciclofosfamida: 2,5 mg/kg) (¢) e
solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores + EPM.
Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de
Student).
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Figura 1- Comparagdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos fémeas com
Sarcoma 180 grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa na dose de 100mg/kg, (tratado
1), com o grupo controle (solugéo salina 0,9) e o grupo padrdo,(ciclofosfamida na dose de
2,5 mg/kg.).

Figura 2- Comparagio macroscopica dos tumores retirados dos camundongos fémeas
com Sarcoma 180 grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 125 mg/kg
(tratado 2) com o grupo controle (solugdo salina 0,9) o grupo padrio, (ciclofosfamida na
dose de 2,5 mg/kg.).

Figura 3- Comparagdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos fémeas com
Sarcoma 180  grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 225 mg/kg
(tratado 3) com o grupo controle (solugdo salina 0,9) o grupo padrio, (ciclofosfamida na
dose de 2,5 mg/kg.).
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Figura 4- Comparag@o macroscopica dos tumores retirados dos camundongos femeas com
Sarcoma 180 grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 250 mg/kg (tratado
3) com o grupo controle (solugdo salina 0,9) o grupo padrio, (ciclofosfamida na dose de

2,5 mg/kg.).

Figura 5- Fotomicrografia do rim de camundongo fémea, portador de Sarcoma 180,
tratado com EH de M. jalapa. (a) presenga de cilindros e congestdo renal. (b) Metastase
renal. Corado com HE em objetiva de 25x.

Figura 6- Fotomicrografia do figado de camundongo fémea, portador de Sarcoma 180,
tratado com EH de M.jalapa. (a) metastase perivascular, congestdo sinusoidal. (b) figuras
de necrose, presenca de hepatocitos binucleados. Corado com HE em objetiva de 25 ¢
40x, respectivamente.
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Figura 7- Fotomicrografia do bago de camundongo fémea, portador de Sarcoma 180,
tratado com EH de M.jalapa. (a) Presenga de congestio esplénica. (b) Deplegdo de células
linféides. Corado com HE em objetiva de 25 e 40x, respectivamente.

Figura 8- Fotomicrografia do pulméo de camundongo fémea, portador de Sarcoma 180,
tratado com EH de M.jalapa. (a) Metéastase pulmonar. (b) Area de enfisema e hemorragia
pulmonar. Corado com HE em objetiva de 40 e 25x, respectivamente.
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EFEITOS DO EXTRATO HEXANICO DE Mirabilis jalapa L. (Nyctaginaceae)
SOBRE O CRESCIMENTO DO CARCINOMA DE EHRLICH EM
CAMUNDONGOS.
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Resumo

A atividade antitumoral do extrato hexanico de Mirabilis jalapa L. (Nyctaginaceae), foi
investigada usando o tumor de Ehrlich. Os animais eram inoculados com o tumor e apds
48h iniciavam-se os ensaios. Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus) fémeas tratados por via intraperitoneal nas doses de 100, 125, 225 e 250
mg/kg do extrato de M. jalapa. Apos o 7° dia, os animais eram sacrificados, os
tumores pesados e realizado o exame histopatoldgico dos orgdos. Os resultados
indicaram uma inibi¢do significativa de até 84,78% dos tumores carcinomatosos em
relacdo ao grupo controle e padrao (P< 0.05). A avaliacdo histopatoldgica demonstrou
alteragdes nos tecidos hepatico, renal e pulmonar, quando comparados com os animais
dos grupos controle e padrao.

Palavras chave: Mirabilis jalapa; Nyctaginaceae; tumor de Ehrlich; camundongos;
exame histopatologico.

*Contato com o autor: Rua prof. Arthur Sa, S/N, Cidade Universitaria, Cep: 50.740-520, Recife-
PE,Brasil/Tel: (55) 81- 2126-8511/ fax:(55)81-2126-8510/ E-mail address. laura_tho@yahoo.com
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Abstract

The antitumoral activity of the residue of Mirabilis jalapa L. leaves hexanic extract was
investigated using the Ehrlich tumor. The assays were conducted with female Swiss
albino mice (Mus musculus), by implanting fragments of Erhlich tumor. After 48 hours,
the rodents were divided into 6 groups (n=5) and were treated daily by intraperitoneal
injection, during 7 (seven) days, at doses 100; 125; 225 e 250 mg/kg body weight of the
said M. jalapa extract. Seven days after beginning of the treatment, the rodents were
sacrificed and submitted to necropsy. Their tumors were excised and afterwards
weighted, measured and submitted to histopathological studies. The results indicated a
significant inhibition up to 84,78% of the carcinomatous tumors, compared to the
standard and control groups (P< 0,05). The histopathological evaluation showed
alterations in liver, renal and pulmonary tissues of the rodents treated with M.jalapa
extract compared to organs obtained from mice of the standard and control groups.

Keywords: Mirabilis jalapa; Nyctaginaceae; Ehrlich tumor; mice; histopathological
evaluation.

1. Introducao

O objetivo da quimioterapia antineoplasica é erradicar todas as células malignas sem
afetar as células normais (KOROLKOVAS et al., 1982). Por incluirem uma grande variedade de
compostos atuando por varios mecanismos, os agentes antineoplasicos disponiveis
manifestam toxicidade significativa sobre os tecidos normais com uma maior complicagdo do
seu uso, devendo-se considerar criteriosamente o risco versus beneficio quando se usam estes

agentes (SILVA, 2002).

Paralelamente a isso, o campo de pesquisa terapéutica vem se desenvolvendo no
sentido de testar novas formas de tratamento, bem como, novas substancias
potencialmente eficazes contra as neoplasias (SAAD-HOSSNE et al., 2004).

Apesar de as plantas possuirem principios capazes de nos curar de diversas
doengas, ainda sdo poucos os estudos que possibilitem, uma visdo ampla da grande
diversidade das espécies, utilizadas com fins terapéuticos (SILVA et al., 2005). Um

grande nimero de produtos naturais tem sido estudado por sua atividade antitumoral em
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varios modelos experimentais, o que ja resultou no surgimento de vdrias drogas
anticancer efetivas (RAMAKRISHNA ef al. 1984).

Mirabilis jalapa (Nictaginaceae) ¢ uma planta herbacea perene, de folhas
simples e ovais, altamente ramificada, de flores variando de cores brancas a
avermelhadas e matizadas, de involucro parecendo célice. Amplamente cultivada e
distribuida como planta ornamental, nativa da América Tropical, encontra-se no Brasil,
da Bahia até o Parand, onde se tornou espontinea e conhecida como bonina ou
maravilha (CORREA, 1984).

Estudos desenvolvidos para determinar seus componentes fitoquimicos ativos
mostraram a presenca de alcaldides, flavondides, triterpenoides e esterdides (YANG et
al. 2001; NARAYANAN et al. 2000; SIDDIQUI et al. 1990). Tanto os flavonoides
quanto os alcaldides, triterpenos e esterdides, possuem significativas atividades
biologicas, como hepatoprotetores, antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes,
antivirais e antitumorais (MENDES, 2004; SIMOES et al., 2001; DI CARLO et al,
1999).

Os extratos mais utilizados sdo obtidos do caule, raizes e folhas, onde foi
descoberta a proteina MAP (“Mirabilis Antiviral Protein”), encontrada em maior
concentragdo em suas sementes e ndo utilizada na medicina fitoterdpica, por conter
peptideos neurotdxicos similares a ricina (CAMUE ef al., 1992). As MAP’s pertencem
a um grupo de proteinas toxicas de plantas conhecidas como RIP’s (“Ribosome
Inactivating protein”) (BARBIERI ef al., 1982; WONG et al., 1992; KATAOKA et al.,
1992). Recentes estudos sugerem que as RIP’s sdo também capazes de causar morte
celular por apoptose (NARAYANAN et al. 2005). Essas proteinas apresentaram
propriedades medicinais, antivirais, antibacterianas e antifungicas (BOLOGNESI et al.,

2002; CAMUE et al., 1992; HABUKA et al, 1989; KATAOKA et al, 1991,
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KUSAMBA et al, 1991). Nas sementes, além do seu potencial antimicrobiano, foi
verificada sua acdo antitumoral in vitro em células de fibroblastos de ratos (L929), sua
citotoxicidade em modelo de Artemia salina e da larva do mosquito Aedes egypti
(Leelamanit et al., 2002). Em suas raizes, foi relatado por WONG et al. (1992), a MAP
com propriedades abortiva, de inibi¢do de sintese protéica e efeito antitumoral em
células de coriocarcinoma (JAr).

Um dos modelos experimentais mais empregado na investigacdo de novas
drogas antineoplasicas ¢ o tumor de Ehrlich em camundongos. Tumor descrito como
carcinoma mamario de camundongos fémeos, tem capacidade de crescimento em
suspensdo de liquido ascitico e em tecido subcutineo (EHRLICH et al., 1905;
LOEWENTHAL et al., 1932; KLEIN et al., 1951).

A partir dessas informacgdes, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antitumoral da fragdo hexanica do extrato de Mirabilis jalapa L em animais portadores

de carcinoma de Ehrlich.

2. Metodologia

2.3.Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss, Mus musculus, adultos, fémeas,
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais receberam agua e racdo ad libitum e foram mantidos em
condi¢des controles (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (23 = 2°C). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da

Universidade Federal Pernambuco, processo n° 23076.014522/2005-23.
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2.5.Material Botanico

As folhas de Mirabilis jalapa L. foram coletadas de espécimes cultivados no
jardim Departamento de Turismo e Hotelaria da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil. O material vegetal foi devidamente identificado pela botanica Dr". Marlene
Barbosa, depositando-se uma exsicata no herbario Geraldo Mariz (UFPE), sob nimero

41.766.

2.6.0btencao do extrato

As folhas de M. jalapa foram secas em estufa com circulagdo de ar (45 °C)
durante 24 horas, sendo entdo pulverizadas e submetidas a maceragdo com metanol
durante 12h. Apos eliminacdo do solvente a vacuo e a temperatura ambiente (25 °C), o
residuo resultante foi exaustivamente tratado com n-hexano. A fracdo n-hexanica apos

eliminagdo do solvente foi entdo submetida aos ensaios aqui descritos.

2.4. Transplante dos Tumores

A inducdo experimental dessa neoplasia em camundongos foi efetuada por
intermédio do transplante de células tumorais de um animal portador, inoculando-se 0,5
ml de suspensdo de liquido ascitico por via subcutinea em regido axilar do receptor,
segundo a técnica descrita por STOCK et al.(1965) e FUNAYAMA ¢ KOMAIYAMA

(1993).
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2.5. Tratamento dos animais

Os camudongos inoculados com células de carcinoma de Ehrlich eram divididos
em grupos (n=5) e subdivididos em grupo controle (solucdo salina a 0,9%), grupo
padrao (metotrexato, 5 mg/kg) e grupos tratados com o extrato de M. jalapa nas doses
de 100, 125, 225 e 250 mg/kg, respectivamente, durante 7 dias, por via intraperitoneal.
A quimioterapia experimental foi iniciada 48 horas apds o transplante dos tumores. Os
animais foram sacrificados no oitavo dia e os tumores eram retirados, dissecados,
pesados e em seguida calculada a diferenga entre os grupos tratados e controle para o
indice de inibicao tumoral com a seguinte formula (MACHON et al., 1981):

TWI%=C-T x 100
C
Onde:
TWI1%= % de inibi¢ao tumoral

C= M¢édia dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T= M¢édia dos pesos dos animais do grupo teste.

2.6. Estudo Histoldgico

Os tumores e os o0rgaos eram removidos e fixados em solucao de formol a 10%.
Os orgaos retirados para exame histopatologico foram: figado, rins, baco e pulmdes,
para avaliagdo macropscopica e posterior fixacdo em formaldeido a 10% em solugdo
neutra. Apés 24h de fixacdo das amostras as pegas eram lavadas e processadas para
inclusdo em parafina, em seguida cortadas com 7pum de espessura, e coradas segundo a

técnica de Hematoxilina-Eosina, visando posterior observacao em microscopia de luz
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2.7. Analise Estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m.) e testados
com andlise de varidncia (ANOVA) e teste “t” Student para avaliar as diferencas entre
os grupos tratados e controles com nivel de significancia de p<0,05 nos testes

antitumorais.

2.8. Resultados

Os camundongos portadores do tumor de Ehrlich apresentaram como resultado
em relacdo ao peso dos tumores, indice de inibigdo significativa maxima de 84,78%, na
maior dose (250 mg/kg); com resultados significativos nas doses testadas de 100mg/kg
e 125 mg/g (72,88% e 81,45%), respectivamente (Graficos 4, 1 e 2). O grupo tratado
com a dose de 225 mg/kg, apesar de o resultado ter sido de 80,51%, ndo foi considerado
de significancia estatistica (p< 0,05), (Gréfico 3).

O farmaco utilizado como padrdo foi o metrotexato, o qual atingiu indice
maximo de inibicdo significativa (100%), no entanto, as lesdes histoldgicas se
apresentaram mais severas neste grupo.

Nos grupos controle e tratados houve a presenca de metédstases em todos os
orgdos examinados (pulmoes, rins, bago e figado). Os rins apresentaram congestao
renal, atrofia glomerular, nefrite focal intensa, tumefacao tubular e metéstase infiltrativa
(Figura 5). No figado se evidenciou congestdo e vacuolizagdo de hepatocitos, algumas
figuras de necrose focal, cariorexia e metatase hepatocelular (Figura 6). No grupo-
padrdo houve presenca de necrose isquémica por coagulacdo e congestdo sinusoidal, no

entanto, ndo houve presencga de metastase. No bago, foi observado: congestao esplénica,
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rarefacdo de células linfoides e metéstase (Figura 7). O grupo-padrdo apresentou as
mesmas alteragdes, sem a presenga de metdstase. Os pulmdes apresentaram congestao
pulmonar, areas de enfisema, hemorragia, além da presenca de metéstases (Figura 8).
Macroscopicamente, tanto os animais do grupo-controle quanto do tratado
tiveram a presenca de liquido ascitico purulento com aumento e congestdo de todos os
orgaos, sendo maior a quantidade de liquido no grupo controle. No grupo-padrio, os
animais ndo apresentaram ascite, no entanto, apresentaram alopecia, palidez de mucosas
€ emagrecimento progressivo, ao exame clinico. A caracterizagdo histoldgica do tumor
de Ehrlich se deu pela intensa atipia, presenca de células anaplasicas de estroma

escasso, com alto indice mitotico e grau de invasibilidade.

2.9. Discussao e Conclusao

Segundo DAGLI (1989), questdes especificas de cancerologia s6 podem ser
respondidas com a utiliza¢do de modelos experimentais adequados.

A pesquisa para testes de novas drogas ¢ um procedimento oneroso e demorado.
Como toda investigacdo com drogas ou medicamentos, antes de se iniciar e realizar as
fases de farmacologia clinica impde-se a execucdo de estudos pré-clinicos em
laboratério (SAAD-HUSSER et al. 2004). Verifica-se pelos dados da literatura, que a
maior parte das drogas antineopldsicas atualmente em teste tém como objetivo a
destruicdo das células tumorais através de alteragdes em sintese protéica (LERIN ef al.,
1989). Portanto, informacgdes sobre a toxicidade das drogas sdo muito tUteis aos clinicos
quando da escolha para o tratamento do cancer (SILVA, 2002; FRANKS et al., 1990).

Os fitoterapicos utilizados como drogas antineoplésicas, como a vincristina e

vinblastina sdo exemplos de substancia antineoplasicas derivadas de plantas utilizadas
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no tratamento quimioterdpico, onde atuam durante a metdfase do ciclo celular
(GOODMAN, 2003; SILVA, 2002).

O extrato hexanico de M. jalapa foi avaliado contra a linhagem tumoral
carcinoma de Ehrlich, apresentando inibi¢do significativa do crescimento tumoral. Os
resultados morfoldgicos obtidos revelaram que os animais tratados apresentaram
resposta do tipo dose-dependente a concentracdo do extrato e droga padrao.

A presenca das metastases, como sugere DAGLI (1989), se deve possivelmente
ao potencial das células utilizadas, sua diversidade e tipo histologico. As alteracdes
histopatologicas e macroscopicas dos orgaos, rins, baco, figado e pulmdes, podem estar
relacionadas aos sinais de toxicidade da planta, tanto quanto a presenga do tumor. Os
animais do grupo padrao, tratados com Metotrexato, tiveram lesdes compativeis com os
relatos de literatura, no que concerne as alteragdes hepaticas e renais, apesar de nao
terem apresentado metéstases, o que nos confirma sua toxicidade (SEIDEL et al., 1998;
RELLING et al., 1994).

Devido aos seus compostos fitoquimicos, comprovados quanto ao efeito
antitumoral como os flavonoides e esterdides, e apesar de muitos de seus constituintes
ainda nao terem sido elucidados em seu mecanismo de acdo, como as RIP’s e MAP’s,
pode-se sugerir que o extrato hexanico de M. jalapa, possivelmente aja interferindo no
mecanismo de acdo das neoplasias, associados aos elementos intrinsecos celulares,
inibindo a atividade tumoral nos animais tratados. Tais consideragdes discutidas
anteriormente constituitiam motivos de novas pesquisas que venham esclarecer o
verdadeiro fundamento do mecanismo de agdo expresso por M.jalapa, e minimizar os

possiveis efeitos toxicos, vinculados a planta.
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GRAFICOS E FIGURAS

Grifico 1 — Peso dos tumores (carcinoma de Ehrlich) em camundongos fémeas, tratados por VIP, com o
Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa na dose de 100mg/kg ( ), padrio (metotrexato: 5,0
mg/kg)(¢) e solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores+ EPM.
Resultados significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).

Grafico 2 — Peso dos tumores (carcinoma de Ehrlich) em camundongos fémeas, tratados por VIP, com o
Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa na dose de 125mg/kg (), padrdo (metotrexato: 5,0 mg/kg)
(#) e solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores + EPM. Resultados
significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).
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Grafico 3 — Peso dos tumores (carcinoma de Ehrlich) em camundongos fémeas, tratados por VIP, com o
Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa nas dose de 225mg/kg (), padrio (metotrexato: 5,0 mg/kg)
(#) e solugdo salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores + EPM. Resultados
significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).

Grafico 4 — Peso dos tumores (carcinoma de Ehrlich) em camundongos fémeas, tratados por VIP, com
o Extrato Hexanico (EH) de Mirabilis jalapa na dose de 250mg/kg (), padrdo (metotrexato: 5,0 mg/kg)
() e solugao salina 0,9% (-x-). Os valores representam a média de peso dos tumores + EPM. Resultados
significativos para p< 0,05 quando comparado ao grupo controle (Teste t de Student).
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Figura 1- Comparagdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos fémeas com
carcinoma de Ehrlich grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa na dose de 100mg/kg, (tratado
1), com o grupo controle (solugdo salina 0,9) e o grupo padrdo,(metotrexato 5,0 mg/kg.).

TRATADO 27

[Eor s

Figura 2- Comparagdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos femeas com
carcinoma de Ehrlich grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 125 mg/kg
(tratado 2) com o grupo controle (solugdo salina 0,9) o grupo padrdo,(metotrexato na dose de 5,0
mg/kg.).

TREATADO 3

Figura 3- Comparacdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos femeas com
carcinoma de Ehrlich grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 225 mg/kg (tratado
3) com o grupo controle (solucdo salina 0,9) o grupo padrdo,(metotrexato na dose de 5,0 mg/kg.).
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Figura 4- Comparagdo macroscopica dos tumores retirados dos camundongos femeas com carcinoma
de Ehrlich grupo tratado com o EH de Mirabilis jalapa nas doses de 250 mg/kg (tratado 3) com o
grupo controle (solugdo salina 0,9) o grupo padréo,(metotrexato na dose de 5,0 mg/kg.).

Figura 5- Fotomicrografia do rim de camundongo fémea, portador de carcinoma de Ehrlich, tratado

com EH de M jalapa. (a) metastase infiltrativa renal.(b) tumefagdo do epitélio tubular e metastase
renal. Corado com HE em objetiva de 25x.

Figura 6- Fotomicrografia do figado de camundongo fémea, portador de carcinoma de Ehrlich, tratado
com EH de M. jalapa. (a) Congestdo hepatica. (b) Presenca de inimeros hepatdcitos binucleados e
metastase infiltrativa hepatocelular. Corado com HE em objetiva de 25 e 40x, respectivamente.
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Figura 7- Fotomicrografia do bago de camundongo fémea, portador carcinoma de Erlich, tratado com EH
de M. jalapa. (a) Presenca de congestdo esplénica (b) Metastase esplénica. Corado com HE em objetiva
de 40 e 25x, respectivamente.

Figura 8- Fotomicrografia do pulmdo de camundongo fémea, portador de carcinoma de Ehrlich, tratado
com EH de M.jalapa. (a) metastase pulmonar infiltrativa em alvéolos. (b) areas de hemorragia e enfisema
pulmonar. Corado com HE em objetiva de 40x.
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PERFIL FITOQUIMICO DA FOLHA DE Mirabilis jalapa Linn.

1. Introduciao

Analises fitoquimicas de Mirabilis jalapa demonstraram que ela ¢ rica em
compostos ativos que incluem proteinas, alcaloides, flavonoides, triterpendides,
esteroides, além de arabinose, alanina, beta-amirinas, resina e dopamina (ANSARI et al.
2000; KATAOKA et al., 1992; SIDDIQUI ef al. 1990; YANG et al. 2001; WATSON,
1992).

Em suas folhas em extrato aquoso etanolico, ja foram identificados os alcaldides
(12-tricosano), alcodis (n-hexacosanol), esteroides (3-sitosterol) e acidos graxos (4cido
tetracosanoico) (SIDDIQUI et al, 1989). Além da presenca das leucinas, valina,
triptofano, alanina, glicina, acido tartarico e acido citrico. Do extrato metanolico de suas
partes aéreas: [-sitosterol, stigmasterol, acido ursolico, oleanolico, brassicasterol e
triterpendides (BEHARI et al., 1976; SIDDIQUI et al, 1989; SIDDIQUI B.S. et
al.1994). Nas folhas também ja foram identificados polissacarideos, como o D-pinitol
(BIELESKI, 1994; PLOUVIER, 1963). Em 2001, YANG et al., identificou em extrato
metanodlico, trés novos componentes fendlicos: (2°-O-Methilabronisoflavona; 9-O-
Metil-4-hidroxiboeravinona B; 6-Metoxiboeravinona C).

Nas sementes, ja foram identificadas polissacarideos (o e B-D-glucosideo)
(GHOSH et al., 1981) e acidos graxos (AHMAD et al., 1984), além de serem
encontradas as maiores concentragdes de peptideos toxicos e MAP’s (CAMUE et
al,,1992; DE BOLLE, 1996).

Em suas raizes, podemos encontrar esteroides (Stigmasterol e [-sitosterol)

(STANIC et al., 1988), polissacarideos (RAY et al, 1988).YANG et al.(2003), em
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extrato etanolico isolou um componente novo, o (2,5-dioxoimidazolidin-4-yl)-urea e o

monoeicosato de glicerina.

( OH OCH et
.-"I'I"‘-I-"I'H ! F"\"-.\_ :1'.:-\" T 'I.".-_ i -|:b:_ __.:
o MeO OH
OH F
Figura 1 - Estrutura Figura 2 — BEstrutura Figura 3 —  Estrutura
quimica de B-Sitosterol quimica de Pinitol quimica de Flavonoides

O presente trabalho compreende um perfil fitoquimico da folha de Mirabilis jalapa
através do emprego de cromatografia em camada delgada empregando reveladores
especificos para cada classe de metabdlitos. Isto se torna imprescindivel como
abordagem introdutéria a estudos mais aprofundados tais como: isolamento e
caracterizacdo de moléculas, definicdo de extratos ou fracdes para ensaios

farmacologicos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Local de Trabalho

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Farmacognosia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco.

2.2. Identificacao do Material Botanico

A exsicata da espécie vegetal foi identificada pela Dr®. Marlene Barbosa,

botanica do Herbarium Geraldo Mariz, UFPE, e armazenada neste herbarium sob
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numero 41.766.

2.3. Obtenc¢ao do Material Botanico

O material vegetal foi coletado no campus da UFPE, no jardim do Departamento
de Turismo ¢ Hotelaria. As folhas foram secas em estufa com circulagao de ar (45°C)
durante 24 horas. Para a execugdo dos ensaios fitoquimicos cerca de 5 g do extrato
foram submetidos a infusdo metandlica durante 30 minutos. Aliquotas deste extrato (10
pL) foram submetidas a cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
empregando-se como fase estaciondria placas cromatograficas prontas de gel de silica
(Merck-Alemanha, art. 105554), diversas fases moveis e reveladores consoante a classe
de compostos a analisar (Tabela 1).

Esta abordagem da investigagdo fitoquimica coloca em evidéncia os principais
tipos de metabdlitos secundérios: alcaloides, terpenodides (monoterpendides,
sesquiterpenoides diterpendides, triterpenodides, esterdides, iridoides, saponosidos), e
polifendis (cumarinas, derivados cinamicos, fenilpropanoglicosideos, flavonodides,

proantocianidinas).
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Tabela 1 — Metabolitos, sistemas de elui¢do, reveladores e referéncias bibliograficas
utilizadas para a investigacao fitoquimica de Mirabilis jalapa Linn.

METABOLITO SISTEMA DE ELUICAO REVELADOR REFERENCIA
. AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
Alcaldides 100 - 11: 11: 26 viv Dragendorf Wagner (1996)
monoterpenoides,
sesquiterpenodides e g;) l.u3e no-AcOEL Vanilina Sulfurica Wagner (1996)
diterpenoides )
Harborne (1998);

triterpenoides, esteroides

Tolueno-AcOEt
90: 12

Libermann-Burchard

Sharma & Dawra
(1991)

AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0

Iridoides 100 - 11: 11: 26 viv Vanilina Sulfurica Harborne (1998)
Schenkel,
Saponinas - Afrogenicidade Gosmann, Athayde
(2000)
. AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
Cumarinas 100 - 11: 11 26 viv U.Vv. Wagner (1996)
. oA AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
Derivados Cindmicos 100 - 11: 11: 26 viv NEU Wagner (1996)
. L, AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
Fenilpropanoglicosideos 100 - 11: 11: 26 viv NEU Wagner (1996)
AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
. 100:2:2:2v/ve Markham (1982)
Flavonsides AcOE-HCOOH-AcOH-I,0 | NEU Harborne (1998)
100 :3:3:3 v/v
Proantocianidinas
condensadas e AcOE-HCOOH-AcOH-H,0 Vanilina cloridrica Robertson (1956)
.. 100 : 11: 11: 26 v/v
Leucoantocianidinas
Acucares Redutores ?(;]sjgz)m)l_acetona_tampao Cloreto de Russel
¢ Trifeniltetrazolio (1982)

40:50:10 v/v

2.4. Resultados

Conforme demonstrado na tabela 2, a abordagem fitoquimica da espécie M.

Jjalapa Linn. realizada com extrato hexanico das folhas do vegetal, indicou a marcante

presenga dos polifendis, esterdides (beta-sitosterol) e polissacarideo de baixa

polaridade, além da glicose.
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Tabela 2 - Metabolitos encontrados no HE da folha de M. jalapa Linn

METABOLITOS HE

Alcaldides -

monoterpenoides, sesquiterpendides e

diterpenodides

triterpendides, esterdides ++

Iridoides -

Saponinas -

Glicosideos Cardiacos -

Cumarinas _

Derivados Cindmicos -

Fenilpropanoglicosideos -

Flavonoides ++

Proantocianidinas condensadas e

Leucoantocianidinas

Polissacarideos +

Expressao dos resultados: (+) = positivo; (-) = negativo; (++) = fortemente positivo.
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Figura 4-Cromatograma Figura 5-Cromatograma Figura 6 — Cromatograma de

de caracterizagdo de de flavondides triterpenodides e esterdides —
acucares redutores — HE (polifendis) — HE de M. HE de M. Jalapa; P -
de M. jalapa; P- Padrdes jalapa Padrdes de [-sitosterol, pB-
de glicose e rhamnose. amirina e acido ursolico.

2.5. Discussio e Conclusao

Entre os metabolitos encontrados destaca-se a classe dos flavonoides, além de
esteroides e polissacarideos.

Os flavondides sao compostos fendlicos naturalmente encontrados em vegetais e
amplamente consumidos na dieta humana e de animais, atuando na modulagdo de
diversas enzimas e no comportamento de muitos sistemas celulares (DI CARLO et al.,
1999).

A presenca de polifendis esta de acordo com os dados obtidos na literatura, que
apontam os derivados fenolicos em suas folhas (YANG, 2001). Estes sdo conhecidos
por suas inumeras propriedades medicinais, destacando-se seu poder antioxidante
(BOHM e cols., 1998; GROOT; RAUEN, 1998); antiinflamatorio; (FERRANDIZ;
ALCARAZ, 1991); antitrombdtico (PIETTA, 2000); antimicrobiano (RUSSO et al,
2000); antialérgico (RUSSO et al., 2000); antitumoral; antiasmatico (HIRONO, 1987) e

inibidor de enzimas como a transcriptase reversa, proteina quinase C, tirosina quinase
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C, calmodulina, ornitina decarboxilase, hexoquinase, aldol redutase, fosfolipase C e
topoisomerase II (GROOT; RAUEN, 1998; FORMICA; REGELSON; OLIVEIRA,
1995).

Os Triterpenos sdo produtos naturais que pertencem a classe dos terpenos, e
derivam dos mesmos ou dos sesquiterpenos. Estes sdo conhecidos por suas atividades
bioldgicas como: antiinflamatorios, bactericidas, fungicidas, antivirais, analgésicos,
cardiovasculares e antitumorais (MENDES, 2004). Os esterdides derivam do mesmo
precursor dos triterpenos, o esqualeno, que além de sua importancia na biossintese dos
triterpenos, ¢ um metabolito com atividade antitumoral e imunoestimulante (DI STASI,
1996). A presenga de esterdides (ex. B-sitosterol) foi identificada no extrato (Figura 3),
conforme relatos de BEHARI ef al.(1976) e SIDDIQUI (1989) e (1994).

Os polissacarideos foram verificados no extrato, como demonstrado na figura 1,
ocorrendo também a presenca de actcar (glicose), como observaram BIELESKI (1994),
PLOUVIER (1963) ¢ YANG (2001). Os polissacarideos pertencem a uma importante
classe de produtos naturais dotados de atividades bioativas como: antiinflamatérios,
antivirais, hipoglicemiantes, anticoagulantes, imunoestimulantes, antitumorais € como

quimioprevengao a diversos tipos de cancer (PELUCHI et al., 2001; SIMOES, 2004)
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