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RESUMO: (Toxicidade e avaliagdo de atividade moluscicida de folhas de Turnera ulmifolia L.). Turnera ulmifolia L. (Turnera-
ceae) ¢ uma erva nativa da América tropical, que ocorre espontaneamente em terrenos baldios. Na medicina popular, é utilizada
no combate a bronquite, leucorréia, dores em geral, febre, ma digestao, reumatismo e hemorragias. O extrato hidroalcodlico das
folhas de 7. ulmifolia foi submetido a testes para avaliar sua atividade moluscicida contra individuos adultos da espécie Biom-
phalaria glabrata, sua citotoxicidade geral através do ensaio de letalidade contra Artemia salina e para a detecgao do seu perfil
fitoquimico. O extrato testado foi ativo contra larvas de 4. salina com DL de 224,56 ng/mL e inativo contra caramujos adultos
da espécie B. glabrata, ndo havendo mortalidade até 72 horas do inicio do experimento. Observou-se resultados positivos para
glicosideos cianogénicos, taninos hidrolisaveis, flavonodides, esterdides e alcaloides. Estes resultados mostram o potencial das
folhas de 7. ulmifolia para a obtengao de substancias bioativas, principalmente com atividade antitumoral.

Palavras-chave: Turnera ulmifolia, Biomphalaria glabrata, Artemia salina, fitoquimica, chanana.

ABSTRACT: (Toxicity and evaluation of mollucicidal activity of leaves of Turnera ulmifolia L.) Turnera ulmifolia L. (Tur-
neraceae) is an indigenous herb from tropical America, occurring naturally in empty urban lands. In folk medicine, it is used
for treating pains, fever, rheumatism, bleeding and digestive disorders. The hydroalcoholic extract of leaves of 7. ulmifolia was
analysed for molluscicidal activity against adult snails of Biomphalaria glabrata, for cytotoxicity potential with brine shrimp
assay and for phytochemistry characterization. The hydroalcoholic extract was active in the brine shrimp lethality bioassay (LC,
=224.56 pg/mL) and did not show any activity against adult snails of B. glabrata after 72 hours from treatment onset. The results
indicated the presence of secondary metabolites as cyanogenic glycosides, hydrolysable tannins, flavonoids, steroids and alkaloi-
ds. These results suggest the potential of 7" u/mifolia leaves for obtaining actives compounds, mainly with antitumoral activity.
Key words: Turnera ulmifolia, Biomphalaria glabrata, Artemia salina, phytochemistry, chanana.

INTRODUCAO areas de ocorréncia dos hospedeiros intermediarios. A
substancia sintética chamada niclosamida é o moluscicida

A esquistossomose ¢ uma doenca parasitaria causada N : ;
padrio, reconhecido pela OMS por ter provado que €

pelo helminto Schistosoma mansoni, considerada en-

démica em 74 paises tropicais. No Brasil, existem de
cinco a seis milhdes de pessoas infectadas, distribuidas
desde o Maranhao até Minas Gerais, com ocorréncias no
Espirito Santo e focos isolados no Para, Santa Catarina,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Tocantins, Rio Grande do Sul
e Goias (Chitsulo 2000, Marone 2006).

Para completar seu ciclo de vida, este parasita requer
a participagdo de um hospedeiro intermediario, sendo no
Brasil representado por caramujos pertencentes ao género
Biomphalaria, especialmente Biomphalaria glabrata,
considerado o vetor principal na América do Sul e Central
(Alves et al. 2000).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satide (OMS),
o método mais eficiente para o controle desta doenga
¢ associar a quimioterapia ao uso de moluscicidas nas

eficiente no controle dos caramujos e menos prejudicial
ao meio ambiente e ao homem. No entanto, seu alto
custo e a facilidade de decompor-se sob agdo da luz
solar vém limitando seu uso nos locais de ocorréncia,
principalmente em paises em desenvolvimento, os quais
geralmente apresentam sérios problemas de saneamento
basico (Delgado et al. 2002, Giovanelli et al. 2002).

Dessa forma, a busca por moluscicidas a partir de plan-
tas de ocorréncia nas areas endémicas, que apresentem
facil propagacao e ciclo evolutivo rapido, vem ganhando
destaque no cenario mundial, visando obter produtos
mais baratos, biodegradaveis, seguros, eficientes e dis-
poniveis para o controle das populagdes de caramujos
(Luna et al. 2005, Ruiz et al. 2005).

Visando minimizar a utiliza¢do de animais de labora-
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torio para estabelecer a seguranga de produtos naturais,
o ensaio de letalidade com as larvas do microcrustaceo
Artemia salina vem sendo amplamente utilizado em
centros de pesquisa, podendo, na busca de moluscicidas
naturais, determinar possivel toxicidade contra organis-
mos ndo-alvo como 0s peixes e pequenos crustaceos,
que podem ocorrer nas mesmas areas do caramujo (Ruiz
et al. 2005, Oliveira-Filho & Paumartten 2000). O tes-
te de letalidade com A. salina é um método eficiente,
relativamente rdpido, economicamente vidvel e exige
pequenas quantidades de amostras. Este bioensaio, além
de determinar a toxicidade geral, apresenta uma boa
correlagdo com atividade citotoxica em alguns tipos de
tumores solidos, podendo também determinar possivel
propriedade larvicida e toxica contra alguns tipos de
protozoarios. Dessa forma, este teste pode servir como
indicador de compostos bioativos para atividades como
antineoplasica, antimalarica, tripanossomicida e inseti-
cida (McLaughlin et al. 1993, 1998, Parra et al. 2001).

A familia Turneraceae D.C. apresenta 10 géneros
e aproximadamente 190 espécies, distribuidas em
regides topicais e subtropicais do mundo, possuindo
como principal centro de diversidade o continente
Americano (Arbo 2004). O género Turnera L. constitui
o mais representativo da familia, com cerca de 120
espécies. A espécie Turnera ulmifolia L., conhecida
popularmente por chanana, albina ou damiana, ¢ uma
erva anual que encontra-se distribuida desde a América
até a regido sul do Brasil. E considerada uma planta
com potencial ornamental, por possuir flores amarelas
vistosas e como invasora, pois ocorre espontaneamente
em terrenos baldios e em beira de estradas (Urban 1883,
Arbo 2005). Na medicina popular, ¢ empregada como
antiinflamatdrio, expectorante e no combate a leucorréia,
dores em geral, febre, asma, ma digestdo, reumatismo e
hemorragias (Pio Corréa 1984, Hosamani 1993).

Estudos demonstraram algumas atividades farma-
coldgicas comprovadas para Turnera ulmifolia, como
antiinflamatoria, antiulcerogénica (Galvez et al. 2006,
Antdnio & Brito 1998), antioxidante (Nascimento et al.
2006). No entanto, existem poucos estudos quimicos
sobre esta espécie, estando frequentemente relacionados
a descrigdo da presenga de glicosideos cianogénicos e seu
processo de sintese (Schappert & Shore 1995, Spencer &
Seigler 1980). Outros estudos descrevem a presenca de
flavonoides nas fragdes com atividade antiinflamatoria
e antiulcerogénica sem, no entanto, isolar e identificar
esses compostos (Galvez et al. 2006, Antdnio & Brito
1998). Hosamani (1993) demonstrou a presen¢a de um
acido graxo raro nas sementes desta espécie, chamado
de acido vernolico.

Considerando a importancia do controle da esquistos-
somose, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
realizar a avaliacdo da atividade moluscicida do extrato
hidroalcodlico das folhas de Turnera ulmifolia, bem
como determinar sua toxicidade frente a Artemia salina
e o seu perfil fitoquimico, para direcionar estudos futuros
visando o isolamento e caracterizagdo quimica dos seus
compostos bioativos.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

As folhas de Turnera ulmifolia L. foram coletadas
no més de maio de 2008 no campus do Bacanga, Sdo
Luis, MA. Uma exsicata foi preparada e depositada no
Herbario “Atico Seabra” (HSL) da Universidade Federal
do Maranhao, onde encontra-se classificada e catalogada
sob niimero 1.198.

Preparo do extrato bruto

O extrato bruto foi preparado com folhas frescas,
fragmentadas e submetidas a4 maceracdo com etanol
70% (extrato hidroalcodlico) na proporgao de 1:5 (m/v).
O material vegetal permaneceu em maceragao por 10
dias, em camera refrigerada a 17°C, realizando ao final
do quinto dia, filtragdo em pressdo reduzida e renovagao
de solvente. Apds esse periodo, o material da segunda
extragdo foi adicionado ao primeiro e parte desse extra-
to foi submetido ao rotaevaporador para a obtencdo do
residuo seco e determinagdo do rendimento.

Ensaio de atividade moluscicida

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita
por Coutinho et al. (2007), empregando caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata. Os animais adultos (12
a 18 mm de diametro), livres de infec¢@o por S. mansoni
foram coletados no Bairro do Barreto, Sdo Luis, MA, e
mantidos no Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada
(UFMA) em aquarios com agua desclorada, renovada a
cada 3 dias e alimentados com folhas de alface. O extrato
bruto das folhas de 7. ulmifolia foi testado em solugdes,
obtidas com dgua desclorada, nas concentracdes de 100,
80, 60 e 20 pg/mL. Em recipientes adequados, os grupos
de 10 caramujos adultos de B. glabrata foram colocados
em contato com 500 mL das solu¢des do extrato. Para o
controle negativo, grupos de caramujo foram mantidos
apenas em agua desclorada. Apos 24 horas, os caramu-
jos foram lavados com agua limpa e desclorada e, em
seguida, transferidos para recipientes com 500 mL de
agua preparada da mesma forma. A mortalidade dos
caramujos foi observada apds 24, 48 e 72 horas do inicio
do experimento. Os testes foram realizados em triplicata.

Bioensaio com Artemia salina

Atoxicidade do extrato bruto frente a larvas de Artemia
salina foi determinada de acordo com a metodologia
proposta na literatura (Meyer et al. 1982, McLaughlin
et al. 1993). O extrato hidroalcoolico foi testado a partir
de solugdes de 10, 100 e 1000 pg/mL, obtidos a partir de
salina sintética (38 g/L) e o residuo seco do extrato. Dez
larvas desse microcrustaceo (24 horas apos eclosdo dos
ovos) foram colocadas em recipientes contendo 5 mL das
solugdes do extrato. Para o controle negativo, as larvas
foram mantidas apenas em salina sintética. Ap6s 24 horas
de contato, foi feita a leitura das larvas sobreviventes.
O teste foi realizado em triplicata e a DL foi calculada
por regressao linear.
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Testes fitoquimicos

Os testes fitoquimicos foram realizados segundo meto-
dologia proposta por Matos (1997). O teste para deteccao
de glicosideos cianogénicos (teste do papel de picrato
de sodio) foi realizado com as folhas frescas, levemente
fragmentadas, e com o extrato hidroalcoolico. Parte do
residuo do extrato hidroalcoolico foi ressuspendido com
solventes adequados e submetido a testes para verifi-
cacdo de fenois e taninos (reagdo com cloreto férrico),
flavondides (teste de variagdo de pH, com hidréxido de
sodio e acido sulfurico), esterdides e triterpenos (teste de
Liebermann-Burchard), saponinas (teste de espuma e tes-
te de precipitag@o), cumarinas (teste com luz UV), resinas
(teste de turvacao do extrato) e alcaloides (identificacao
com Dragendorff, Hager e Mayer e confirmagdo com a
obtencao da fracao de alcaloides terciarios totais a partir
do método de extracdo acida, alcalinizagdo e separagdo
por parti¢cdo com cloroformio).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio biologico para verificacdo da atividade
moluscicida, o extrato hidroalcodlico das folhas de T
ulmifolia mostrou-se inativo em todas as concentracdes
analisadas (20, 40, 80 e 100 pg/mL) apds 24, 48 e 72
horas do inicio do experimento, havendo 100% de sobre-
vivéncia dos caramujos (dados ndo mostrados).

Testes realizados com o Bayluscide (niclosamida), dro-
ga padrdo de acdo moluscicida, reconhecida pela OMS
(Gasparoto et al. 2005), com caramujos selvagens da ilha
de Sdo Luis, tem demonstrado doses letais 50% (DL, ) su-
periores (dados nao publicados) as relatadas na literatura
para este composto (Luna et al. 2005), comprovando a
maior resisténcia desses caramujos selvagens. Apesar de
ndo termos obtido resultados significantes, nos propomos
a continuar os experimentos com caramujos selvagens,
visto que estes representam melhor, o hospedeiro in-
termediario no ciclo da transmissdo da equistossomose
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para o homem e que devem ser controlados a partir de
compostos naturais eficazes e seguros.

Os resultados obtidos no ensaio com Artemia salina
indicam que o extrato hidroalcodlico de 7. ulmifolia ¢
ativo contra as larvas desse microcrustaceo, apresentando
DL, de 224,56 ug/mL (Fig. 1). Esse resultado segue o
critério adotado por Meyer et al. (1982), que descreve
como produtos ativos aqueles com DL, menor que 10°
pg/mL. O bioensaio com A. salina tem demonstrado
eficiéncia na avalia¢@o do potencial biologico de extratos
de plantas (Leite et al. 2009). A literatura indica corre-
lagdes entre a toxicidade geral para esse microcrustaceo
e a citotoxicidade para linhagens de células humanas de
tumores solidos (McLaughlin ez al. 1998). Outras cor-
relagdes ja foram também determinadas para atividades
inseticida (Meyer et al. 1982) e anti-tripanossoma (Alves
et al. 2000). Assim, os dados obtidos no bioensaio com
A. salina revelam o extrato hidroalcoolico das folhas
de T ulmifolia como fonte promissora de substancias
anticancerigenas, inseticidas e tripanomicidas.

Na prospeccao fitoquimica das folhas desta espécie,
observou-se a presenca de alcaloides, taninos hidrolisa-
veis, glicosideos cianogénicos, flavonoides e esterdides
(Tabs. 1 e 2).

No teste para deteccdo de glicosideos cianogénicos,
verificou-se a presenca desse metabolito pelo apareci-
mento da coloragao vermelho-tijolo no papel impregnado
por picrato de soédio, indicando a formagdo de cianeto
de sodio que apresenta essa coloragdo caracteristica
(Tokarnia et al. 1999). Plantas que apresentam glicosi-
deos cianogénicos na sua composi¢ao sao consideradas
toxicas, pois o cianeto liberado desses compostos inibe
a enzima citocromoxidase, essencial no processo de
respira¢ao celular (Nobrega Junior et al. 2006). Existem
mais de 2.500 espécies vegetais que apresentam glicosi-
deos cianogénicos e estes funcionam como uma defesa
quimica dessas plantas (Bak e al. 2006). Quando plantas
que contém estas substancias sdo atacadas por herbivo-

y=35,27x-32,91
R?=0,922

0 0,5 i 1,5

2 2,5 3 3,5

Log10 das concentragdes {ug/mL) do extrato hidroalcodlico

Figura 1. Porcentagem de larvas de 4. salina mortas em relago as concentragdes do extrato hidroalcoolico (ng/mL) de Turnera ulmifolia L.,

nos valores de logaritmo de base dez.
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Tabela 1. Resultados do teste para glicosideos cianogénicos realiza-
do na folha fresca e no extrato hidroalcoolico de Turnera ulmifolia
L. Legenda: +++ = fortemente positivo, + = fracamente positivo.

Teste para Glicosideos

Tabela 2. Resultados dos testes para fendis, taninos, flavonoides,
esterdides, triterpenos, saponinas, resinas, cumarinas e alcaloides
realizados no extrato hidroalcodlico das folhas de Turnera ulmifolia
L. Legenda: +++ = fortemente positivo, ++ = moderadamente positivo,

Amostras . - + = fracamente positivo e - = negativo.
Cianogénicos
Folhas Frescas +++ Extrato
Extrato Hidroalcodlico + Metabolitos Secundarios Hidroalcodlico das
. L . . Folhas
ros, seus tecidos injuriados liberam enzimas capazes de ———

X . : .. e Tani Hidrolisaveis ++
hidrolisar os compostos cianogénicos e formar o acido aninos Condensaveis }
cianidrico o qual é toxico (Zagrobelny et al. 2008). Fenbis -

Apesar da presenca considerdvel de glicosideos Flavondides  Antocianinas e

cianogénicos nas folhas frescas de 7. ulmifolia, o teste Antocianidinas )

realizado no extrato hidroalcoolico, mostrou resultado Flavonas, Flavonois e i

fracamente positivo, o que pode ser explicado pelo pro- Xantonas

cesso de fragmentag@o mais intenso na etapa preliminar Flavononois, Chalconas e

da obtengdo do extrato e pelo tempo da extragdo. Para Auronas

a quebra dos glicosideos cianogénicos e conseqiiente Catequinas ¢ )

liberacdo do acido cianidrico é necessario um processo Leucoantocianidinas

conhecido como compartimentalizag¢do, onde esses me- 23309{1;35 o

yq. . Steroiaes

tabodlitos entram em contato com as hidrolases, capazes Triterpenos )

de hidrolisar essas moléculas (Sayre ef al. 1995). Dessa Cumarinas .

forma, a fragmentacdo de um vegetal, que tenha glico- Resinas -
Alcaloides +

sideos cianogénicos na sua composi¢do, pode facilitar a
eliminacdo de sua parte toxica na forma de gas cianeto,
mimetizando o que ocorre apds a ingestao dessas plantas
por herbivoros. Este fato explicaria inexisténcia de relatos
na literatura sobre os efeitos toxicos, tipicos dos glicosi-
deos cianogénicos apos a utilizacdo de folhas 7. ulmifolia
com fins medicinais (Pio Corréa 1984, Hosamani 1993).

No ensaio para flavondides, empregou-se o teste com
variagdo de pH, e foi detectada a presenca de flavonas,
flavondis e xantonas, corroborando as hipoteses de Gal-
vez et al. (2006) e Antonio & Brito (1998), que indicaram
essa classe como a possivel responsavel pelas agdes
antiinflamatorias, analgésica e antiulcerogénica da planta.

Taninos hidrolisaveis foram detectados no extrato
hidroalcodlico analisado a partir da formagao de preci-
pitado azul apds adi¢ao de cloreto férrico. Os compostos
fenolicos sdo incluidos na categoria de bloqueadores
de radicais livres, sendo muito eficientes na prevengdo
da auto-oxidagdo (Shahidi ef al. 1992). Assim tanto os
flavonodides como os taninos hidrolisaveis podem ser
os responsaveis pela acdo antioxidante das folhas de 7.
ulmifolia, descrita por Nascimento et al. (20006).

O teste de Liebermann-Burchard, utilizado para detec-
¢do de esterodides e triterpenos, indicou apenas a presenga
de esteroides, com resultado fortemente positivo. Os es-
terdides podem apresentar diversas acdes farmacoldgicas,
destacando-se as atividades antiinflamatoria e analgésica
(Silva 2005). Plantas ricas em esteroides podem também
ser empregadas pelas industrias farmacéuticas como mo-
léculas de partida para a obtengdo de farmacos esteroidais
semi-sintéticos, como os anticoncepcionais, antiinflama-
torios esteroidais e anabolizantes (Oliveira 2007).

Outra classe detectada neste experimento foi a dos
alcaloides, também nunca antes registrada para esta es-
pécie. Os alcaloides foram detectados no extrato bruto,

com reagdo fracamente positiva, indicada na tabela por
apenas um sinal positivo, tendo-se observado formagao
de precipitado nos tubos analisados, com reagente de
Draggendorff, Hager ¢ Mayer. Para confirma¢do da
presenca desta classe, realizou-se o teste confirmatorio
com o isolamento da fragdo alcaloidica total (FAT) e a
obtengao de testes positivos dessa fracdo com os reagen-
tes de identificacao de alcaloides empregados.

Os alcaloides sdo metabolitos secundarios estrutural-
mente bastante diversificados e caracterizam-se por apre-
sentar uma ampla gama de atividades bioldgicas como
anti-colinérgica, emética, antimalarica, anti-hipertensiva,
hipnoanalgésica, amebicida, estimulante do SNC, antivi-
ral, miorrelaxante, anestésica, antitumoral, antitussigeno,
colinérgica, dentre outras (Barbosa-Filho et al. 2006).
Plantas contendo alcaloides devem ser consideradas
potencialmente toxicas (Robbers et al. 1997).

Resinas, antraquinonas, taninos condensados, cuma-
rinas e saponinas nao foram detectados nesta prospecgao
fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de T
ulmifora (Tab. 1).

Correlacionando os resultados do perfil fitoquimico e
do bioensaio com A. salina, pode-se propor quais clas-
ses de metabolitos poderiam ser responsaveis pela acao
toxica a esse microcrustacio e, dessa forma, avaliar quais
metabolitos poderiam apresentar agdes bioldgicas, como
antitumoral e antitripanomicida.

Segundo Cuadra et al. (2005) e Pimenta et al. (2003),
plantas ricas em flavonoéides e alcaloides tém demons-
trado acdo toxica frente a larvas de A. salina. Padmaja et
al. (2002), avaliando plantas indianas, demonstrou que
outros metabolitos, como taninos e esterdides, podem
apresentar essa mesma acdo toxica, com DL, variando
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de 6,9 a 579 pg/mL. Esses metabolitos estdo presentes
na espécie em estudo e poderiam ser os responsaveis pela
toxicidade verificada no bioensaio. No entanto, ¢ impor-
tante ressaltar que para a confirmacao desses resultados
serdo necessarios testes complementares.

CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico das folhas de Turnera ulmi-
folia L. mostrou apresentar acao toxica frente as larvas
de Artemia salina, indicando possivel presenga de subs-
tancias bioativas, principalmente com acdo antitumoral.
Quanto a acdo moluscicida, o extrato foi inativo. Os
testes fitoquimicos indicaram a presenca de glicosideos
cianogénicos, taninos hidrolisaveis, flavonoides, este-
roides e alcaloides.
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