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RESUMO

Os produtos naturais sempre exerceram importante papel na medicina popular, sendo
bastante utilizadas para o tratamento de diversas patogenias, e em especial
destacam-se as plantas medicinais, que sdo fontes de compostos bioativos com
grande importancia biologica e/ou farmacolégica. No entanto, muitas plantas
medicinais ndo tém sua eficicia e seguranca garantida cientificamente, isto torna o
Seu consumo um risco a saude, visto que muitas apresentam substancias que podem
ser toxicas. Diante disto, o presente estudo objetivou verificar a toxicidade dos extratos
de folhas e raizes de Turnera ulmifolia L.(chanana) utilizando o bioensaio de letalidade
frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. Os extratos foram testados em
diferentes concentracdes, 1000, 500, 250, 125, 62, 32 ug/mL-! obtidas por diluicées
seriadas, onde foram adicionadas 10 nauplios (estagio larval da Artemia) que ficaram
expostos aos extratos durante 24 horas. Apés esse periodo, foi realizada a contagem
de vivos e mortos. A CLso foi determinada a partir da reta regressao linear obtida da
correlacéo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracao dos extratos.
Os resultados mostraram que os extratos de T. ulmifolia apresentam toxicidade
moderada frente a A. salina, visto que o extrato das folhas apresentou CLso igual a
253 pg/mL-! e o extrato das raizes Clso igual a 229,7 ug/mL-t. O emprego do
bioensaio frente A. salina de extratos vegetais apresenta resultados rapidos e
relevantes, bem como demonstra que os extratos de T. ulmifolia apresentam
compostos bioativos.

Palavras-chave: Plantas medicinais, chanana, compostos bioativos.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais em especial as plantas exercem importante papel na
medicina popular e também na medicina moderna, sendo fontes de compostos com
importantes atividades bioldgicas. A falta de acesso & medicina tradicional e aos
medicamentos industrializados leva grande parte da populacdo mundial a utilizar
compostos de origem natural, seja para prevengcdo ou para O tratamento de
enfermidades (AKERELE, 1993). O conhecimento e o consumo de produtos naturais
tém sido difundidos durante varias geracdes ao longo do tempo, mesmo sem uma
devida investigacao cientifica, envolvendo um risco inerente ao uso de plantas, devido
ao desconhecimento quimico e de toxicidade de determinadas espécies, que sao
consumidas de forma inadequada, aumentando os riscos de efeitos indesejados.
(FOGLIO et al., 2006; MENDES et al., 2011).

O Brasil é um pais rico em biodiversidade, principalmente no que diz respeito a
abundancia da flora distribuida em diferentes biomas, entre os quais se destaca o
bioma Caatinga, pertencente a regido Nordeste. Neste bioma a biodiversidade
floristica é bastante variada, merecendo uma devida atencédo voltada ao estudo dos
compostos ativos existentes nas plantas. O uso das plantas da Caatinga para fins
medicinais muitas vezes ndo apresenta comprovacao cientifica, ou seja, permanecem
desconhecidas do ponto de vista quimico e farmacoldgico. Mas as informacdes sobre
0 uso de plantas medicinais representam muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas pessoas para o tratamento e cura de enfermidades, onde estas sao
comercializadas indiscriminadamente apoiadas em propagandas enganosas que
prometem “beneficios seguros”, por se tratar de um produto natural.

Na verdade € um grande equivoco, as supostas propriedades farmacoldgicas
nao possuem uma comprovacao cientifica de sua eficacia e toxicidade, isso torna o
consumo de plantas medicinais um problema sério de saude (FOGLIO et al., 2006).

O estudo acerca dos efeitos adversos de plantas medicinais, € de grande valia
para a medicina atual, para que se possa desenvolver um conhecimento apropriado e
um aproveitamento melhor e correto das plantas. As informagcdes sobre as plantas
medicinais, difundidas pela cultura popular acumulada durante muito tempo, tém papel

fundamental no que diz respeito a divulgacéao das vantagens terapéuticas (FOGLIO et
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al., 2006). Dentre as vérias espécies a serem investigadas quanto a sua agao toxica,
destaca-se a Turnera ulmifolia, popularmente conhecida como Chanana. E uma
espécie tipica do semiarido brasileiro, pertencente a familia Passifloraceae, o seu
potencial fitoterapico disseminando pela cultura popular exibi uma vasta utilidade no
tratamento de algumas enfermidades como Ulceras gastricas, amenorreias, dores
estomacais (AGRA et al., 2007).

A motivacao para a realizacdo do presente trabalho deu-se pela observancia
da escassez de estudos voltados para a investigacdo da toxicidade de Turnera
ulmifolia L. um arbusto extremamente abundante na regido Nordeste do Brasil e muito
utilizado na medicina popular. O presente trabalho objetivou avaliar o potencial toxico
dos extratos etanolico das folhas e raizes de T. ulmifolia L. frente ao microcrustacio A.
salina Leach. Podendo assim, contribuir com a populacédo que faz uso terapéutico
dessa planta buscando informag@es cientificas que mostrem que a planta realmente

tem potencial bioldgico.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

Desde os primordios a humanidade busca adquirir conhecimento sobre o
ambiente que a cerca, aperfeicoando préaticas que garantissem a sua sobrevivéncia,
dentre as variadas praticas difundidas pela cultura popular, as plantas medicinais
sempre tiveram fundamental importancia, sendo bem evidentes as suas propriedades
terapéuticas (BADKE et al., 2012). Existem evidéncias histéricas de que as
propriedades terapéuticas das plantas medicinais ja eram conhecidas desde o periodo
Neolitico (BHATTARAM et al., 2002). De acordo com RATES (2001) planta medicinal
nao é fitoterapico, pois a legislacdo brasileira define fitoterapico como um
“‘medicamento obtido por processos tecnologicamente adequados, empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais”.

Novos agentes farmacoldgicos ativos advém de produtos naturais, e de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 11% dos medicamentos sédo oriundos
de plantas medicinais; e cerca de 65% a 80% da populacdo mundial ainda depende
das plantas medicinais para suprir as suas necessidades basicas de saude (NIERO
et al.,, 2003). Segundo FOGLIO et al.,, (2006), no Brasil 20% da populagdo é
responsavel pelo consumo de 63% dos medicamentos disponiveis; contudo ha um
grande consumo empirico de plantas medicinais para o tratamento de algumas
patogenias, mas sem o devido conhecimento cientifico quanto a verificacdo da sua
eficAcia e seguranca. Os produtos advindos de plantas medicinais cresceram
consideravelmente durante os Ultimos anos, principalmente no que diz respeito a acédo
terapéutica de extratos vegetais (DUARTE, 2006).

No Brasil, a recente aprovacdo da Politica Publica de Plantas Medicinais e
Fitoterapicas visa garantir 0 acesso seguro e 0 uso correto de plantas medicinais e
fitoterapicas mediante o uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da
industria nacional, e estabelece diretrizes para agfes direcionadas a melhoria da
qualidade de vida da populacdo e do complexo produtivo na area da saude. As
diretrizes estabelecidas pela nova politica preveem para as universidades a atribuicdo
de promover pesquisa e desenvolver técnicas e inovagdes em produtos naturais e
fitoterapicos a partir de modelos e experiéncias existentes aqui e em outros paises
(PERAZA et al., 2007).
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Segundo SIMOES et al., (2004) o Brasil esta entre os paises com maior nimero
de espécies vegetais, mas muitas dessas ainda permanecem desconhecidas tanto do
ponto de vista quimico quanto do farmacoldgico, enquanto outras apresentam indicios
de extincdo. Apesar de tamanha biodiversidade e capacidade técnico-cientifica dos
pesquisadores, somente 15% a 17% das plantas medicinais brasileiras foram
estudadas quanto ao seu potencial terapéutico. Apesar do uso disseminado de plantas
medicinais, as pesquisas que avaliam a toxicidade desses produtos sdo escassas
(TUROLA; NASCIMENTO, 2006). Isto incentiva a busca de novos estudos voltados a
investigacOes sobre diferentes potenciais das plantas, inclusive o potencial toxico, que
no geral estdo presentes em plantas comumente utilizadas na medicina popular
(MENDES et al., 2011).

Os principais grupos de compostos com propriedades terapéuticas extraidas
de plantas sdo terpendides, Oleos essenciais, lectinas, polipeptideos, alcaléides,
substancia fendlicas, quinonas, flavonas, flavonéis, flavonoides, tanino e cumarinas
(MARTINEZ et al., 1996). Os compostos fenolicos e flavonoides encontrados em
extratos de plantas podem ser conferidos atividades fitoterapicas antimicrobianas,
antiinflamatérias, analgésicas, antimutagénica, e ainda estes dois compostos
destacam-se por serem considerados 0s mais importantes grupos de origem natural
com atributos antioxidantes (OLIVEIRA et al., 2014).

O surgimento do conceito “natural” vem contribuindo de certa forma para o
aumento do consumo de produtos naturais indiscriminadamente, para muitas pessoas
esse conceito sugere que o produto ndo oferece riscos inerentes a saude, assim 0s
produtos naturais passaram a ser sindbnimo de seguranca, 0 que na verdade é um
equivoco, pois as plantas sdo detentoras de substancias extremamente téxicas e
perigosas (WHO, 2002). O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma
planta exige o preparo correto, ou seja, para cada parte a ser usada, grupo de principio
ativo a ser extraido ou doenca a ser tratada, existem formas de preparo e uso mais
adequados. Erros de diagnéstico, identificacdo incorreta de espécies de plantas e uso
diferente da forma tradicional podem ser perigosos, levando a superdose,
inefetividade terapéutica e reacdes adversas (WHO, 2002). A utilizacdo de chas, de
forma indiscriminada, em criancas portadoras de enfermidades hepaticas, renais ou
outras doencgas, pode trazer sérias consequéncias para sua saude se ndo houver
acompanhamento médico (RANG; DALE, 2001).
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O uso de plantas medicinais desde épocas remotas mostrou ao longo dos anos
que algumas plantas apresentam substéncias com alto nivel de periculosidade,
Segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes Toxicoldgicas (SINITOX) em
2011 foram registrados 421 casos de intoxicacdo humana por uso de plantas, sendo
gue em 14 desses casos, a intoxicagao aconteceu por uso terapéutico, 25 casos por
automedicacao e 33 casos por uso de plantas como abortivo (SINITOX, 2011). Ao que
diz respeito a investigacOes cientificas realizadas sobre plantas medicinais observa-
se que muitas devem ser utilizadas com cuidado, visto que ha um risco referente ao
nivel toxicol6gico das mesmas. Como exemplos de efeitos toxicos de substancias que
estdo presentes em plantas podem ser citados os efeitos hepatotoxicos de apiol,
safrol, lignanases, alcaldides, pirrolizidinicos; espécies vegetais que contém terpenos
e saponinas podem desencadear acao toxica renal, e alguns tipos de dermatites,
causadas por espécies ricas em lactonas, sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo
furanocumarinas (CAPASSO et al., 2000).

Componentes toxicos ou antinutricionais, como o acido oxalico, nitrato e acido
erdcico estdo presentes em muitas plantas de consumo comercial. Diversas
substancias isoladas de plantas consideradas medicinais possuem atividades
citotbxicas ou genotoxica e mostram relacdo com a incidéncia de tumores. A
hipersensibilidade é um dos efeitos colaterais mais comuns causado pelo uso de
plantas medicinais. Ela pode variar de uma dermatite temporéria, até um choque
anafilatico. Sdo muito frequentes dermatites provocadas pelo contato com plantas.

No Brasil as pesquisas realizadas para avaliagcdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos sdo incipientes, bem como o controle da comercializacéo
pelos érgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais,
facilitando assim alguns tipos de adulteracdes propositais de quem comercializa tais
produtos advindos de plantas medicinais (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Além das
substancias em si, existem outros pontos criticos que podem desencadear agcbes
toxicas, como por exemplo, as condi¢cdes de coleta, armazenamento, preparacdo da
planta e ainda associa¢do com farmacos acabam contribuindo para o surgimento de
possiveis efeitos adversos, tornando-se cada vez mais um risco a saude humana
(MENGUE et al., 2001).
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2.2 Consideracfes botanicas deTurnera ulmifolia L.

Dentre as plantas utilizadas para usos medicinais, com potencial fitoterapico
destaca-se a Turnera ulmifolia L. vulgarmente conhecida como chanana (Figura 1).
Este espécime fazia parte da familia Turneraceae, e que na APG Il (2003) a entédo
familia Turneraceae fui inclusa em Passifloraceae devido a presenca de glicosideos
cianogénicos semelhantes (CLAUSEN et al., 2002; JUDD; OLMSTEAD, 2004) e
segundo SOLTIS, et al.,, (2005) ambas as familias apresentam similaridades na
heranca plasmidial biparental para algumas espécies, e presenca de glandulas
foliares. Uma estreita relacdo entre essas familias j& teria sido observada por
CRONQUIST (1981) e TAKHTAJAN(1991) baseados apenas em caracteristicas
morfologicas.

Espécies de Turnera sao reconhecidas pelo habito herbaceo arbustivo, folhas
simples, com ou sem estipulas, com folhas de margem serreada e raro inteira,
frequentemente providas de glandulas nectariferas e tricomas. As inflorescéncias séo
em racemos, cimeiras ou com flores solitarias, com pedicelo unido total ou
parcialmente ao peciolo. As flores apresentam corola com pétalas brancas,
amareladas ou alaranjadas, maculadas na base ou ndo, com filetes estaminais presos
a base do calice. O fruto é uma capsula loculicida, esférica, com sementes curvas, e
arilo persistente. Espécies de Turnera sdo abundantes no Nordeste brasileiro, e
podem ser facilmente encontradas, suas raizes sdo comercializadas em feiras livres
da regido, e empregadas na medicina popular no tratamento de amenorréias,
dismenorréias e como abortivo. Estudos realizados com algumas espécies de Turnera
tém revelado varias atividades biologicas, dentre as quais se destacam as atividades:
antimutagénica, antihiperglicémica, afrodisiaca, antiulcerativa, hipotensiva,
antiinflamatoria, larvicida, antimalarica, espasmogénica (ARAUJO et al., 2007) e
também vasodilatadora no tratamento de Ulceras gastricas (SOUSA et al., 2002).
Pesquisadores detectaram a presenca de flavondides, alcaldides, taninos, e
compostos fendélicos em preparacdes desta planta, o que pode conferir potenciais
bioldgicos a planta (CAVALCANTE et al., 1976).
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Figura 1. A planta Turnera ulmifolia L. “Chanana”

Fonte: propria autora

2.3 O microcrustaceo Artemia salina Leach

O microcrustaceo Artemia salina (Figura 2) pertence ao filo Arthropoda, classe
Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca, familia Artemidae e Género
Artemia — Leach, 1819. Possui distribuicdo cosmopolita e a grande dispersédo do
género pelo mundo em enormes populacdes pode ser atribuida a caracteristica de
produzir cistos (VEIGA; VITAL, 2002). Esse microcrustaceo vive em lagos de agua
salgada e salina em todo o mundo, estando adaptado para sobreviver a grandes
variacdes sazonais.

As artemias sdo extremamente tolerantes, sendo que podem sobreviver em
salinas que vao de 5 a 280 %(a salinidade do mar é 35%), suportam temperaturas
entre 6 e 35 °C e niveis de oxigénio menores que 1 mg/litro gracas aos seus seis tipos
de hemoglobina permitindo-a captar o escasso oxigénio presente nas salinas. Por
causa das dificeis condigbes ambientais que tem que suportar, estes animais tém
desenvolvido outros eficientes mecanismos de adaptacdo: osmorregulacao,
pigmentos respiratorios e oviparidade.

O sistema de osmorregulacdo da A. salina é o mais notavel que se conhece no
reino animal; gragas a isto, a mesma consegue viver em salinidades onde nenhum ser
vivo, a ndo ser algumas microalgas e bactérias pode resistir. A oviparidade é a
responsavel pela preservacdo das espécies, quando no verdo, os corpos d’agua
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hipersalinos secam, a populacdo de adultos morre, mas nao os cistos que podem
resistir em estado em laténcia por varios anos. Ao sinal das primeiras chuvas ou maré
grande que hidrate os cistos, fara com que a eclosdo aconteca e surjam novas
individuos para que se reinicie uma nova populacdo (VINATEA, 2016).

Por ser um microcrustacio que ndo possui carapaca € bastante utilizado como
alimento para alevinos, seus ovos nao eclodidos (cistos) ficam metabolicamente
inativos, e podem permanecer assim por varios periodos de tempo, se forem
devidamente conservados em local seco e em baixas temperaturas; quando
reidratados em agua salina em condi¢Bes favoraveis, eclodem num periodo de 48
horas, em fase larval sdo chamados de nauplios que medem apenas 0,45 mm
(IPIMAR, 2016).Esses individuos atuam como elo tréfico entre as comunidades
planctdnicas e comunidades superiores.

A A. salina estd em constante estado de locomoc¢éo, pois sdo animais
filtradores que dependem disso para alimentar-se e respirar, quando em meio
hiperténico, as minusculas particulas dissolvidas podem passar direto por seu tubo
digestivo tornando o individuo subnutrido; de facil dimorfismo sexual atingem a fase

adulto em apenas 20 dias ap0s a ecloséo (VINATEA 2016).

Figura 2. Artemia salina em (A) estagio larval (nduplio aumento 100x) e (B) cistos e nauplios.

Fonte prdpria autora

2.4 Bioensaio de toxicidade letal em Artemia salina Leach.

Os testes de avaliacéao de toxicidade sao realizados objetivando avaliar, prever
ou verificar os efeitos de certas substancias nos sistemas biolégicos (BARBOSA et
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al., 2006). As técnicas utilizadas envolvem uma série de dados que possam ser
obtidos por meio de animais de laboratério, microrganismos, entre outros, a fim de
avaliar possiveis interacées com o organismo, podendo assim elucidar que se trata
de um bioensaio preliminar essencial no estudo de substancias com atividades
biolégicas. A letalidade de organismos simples vem sendo utilizada para um rapido e
relativamente simples monitoramento de respostas biolégicas, onde os resultados
podem ser facilmente obtidos por meio de calculos estatisticos (CAVALCANTE et al.,
2000).

Nos estudos de extratos vegetais e suas atividades bioldgicas, € imprescindivel
a selecdo de bioensaios para a avaliacao de efeitos especificos, os sistemas de ensaio
devem ser simples e sensiveis, podendo envolver organismos inferiores como 0s
microrganismos e microcrustaceos, ensaios bioquimicos, e culturas de células
humanas ou animais. No entanto o teste adequado dependera do estudo em questao.

O ensaio de letalidade de organismos simples, utilizando o microcrustaceo
Artemia salina Leach, permite uma avaliagdo da toxicidade de forma geral, e é
considerado um bioensaio preliminar no estudo de extratos e metabdlitos especiais
com potencial atividade biolégica. A A. salina vem sendo amplamente utilizada em
testes de toxicidade visto a sua sensibilidade elevada, e por se tratar de um animal de
facil manutencdo em condi¢des de laboratério, e podem ser adquiridos facilmente por
baixo custo em comércios aquaristas. A simplicidade desse teste, que nao requer
métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizac&o rotineira,
podendo ser desenvolvido no préprio laboratério (SIQUEIRA et al., 1998).

O teste com A. salina consiste na exposi¢cao dos nauplios (fase larval) durante
24/48horas a concentracfes crescentes da amostra que se pretende testar, com
analise do numero de organismos mortos ao final do periodo de exposicéo (VEIGA,
VITAL., 2002. CETESB, 1987). O bionsaio com este animal permite uma rapida
avaliacdo da toxicidade, no qual apenas o parametro morte ou vida esta envolvido;
que é verificado pela imobilidade dos néuplios apos o periodo de exposicao
(AZEVEDO; CHASIN, 2003).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material botanico

O material botéanico, folhas e raizes da T. ulmifolia foram coletadas no municipio
de Picos Piaui, nos bairros Ipueiras e Junco, Entre os meses de junho e julho de 2015.
A identificacdo foi realizada por comparacdo com material digital disponivel no site

http: www.mobot.org.

3.2 Obtencéo do extrato etandlico bruto das folhas e raizes de T. ulmifolia

ApoOs a coleta da planta selecionou-se as folhas, e foram descartadas as que
apresentavam algum defeito. As folhas foram lavadas e submetidas a secagem em
temperatura ambiente até a completa desidratacdo; e depois maceradas
manualmente. Através de uma balanca de precisdo pesou-se 80g do macerado, e
posteriormente foi submetida a extracdo com etanol colocado em um pote de vidro
devidamente esterilizado, adicionando-se 600 ml de etanol (99,5%), permanecendo
por sete dias; apos esse periodo a solucado resultante foi filtrado com auxilio de papel
filtro, e funil de vidro simples, e a evaporacéo do solvente se deu por meio do banho-
Maria a temperatura de 50° C, obtendo-se o extrato bruto das folhas.

As raizes foram lavadas e secas em temperatura ambiente, e depois cortadas
com o auxilio de uma faca. Pesou-se 90g das raizes cortadas, em seguida submetidas
a extracdo etandlica, adicionando-se 700 ml de etanol (99,5%)”, permanecendo por
sete dias; apds esse periodo a solucdo resultante foi filtrada com o auxilio de papel
filtro, e funil de vidro simples, e a evaporacao do solvente se deu por meio do banho-

Maria a temperatura de 50° C, obtendo-se o extrato bruto das raizes.

3.3 Ensaio de letalidade em Artemia salina Leach.

O ensaio de letalilida de em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com
a metologia descrita por PAREDES et al., (2016), com algumas modificacdes,
conforme (fluxograma 1).

Os cistos de A. salina foram colocados para eclodir em uma solucdo com sal

marinho a uma concentracéo de 30 g/L de NaCl utilizando agua deionizada. A solucao


http://www.mobot.org/
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salina (PH 8-9) foi filtrada, sendo que 800 mL foi utilizado para a ecloséo de 100 mg
de cistos de A. salina, e o restante utilizado para preparo das diluicdes das amostras
a serem testadas. A eclosdo dos ovos se deu em temperatura ambiente e sob luz de
100 W e aeracao constante, em aquario proprio com dimensdes (10 x 22 cm) por um

periodo de 48 horas.

3.3.1 Preparacéao das diluicdes seriadas

Foram pesadas em balanca de preciséo 21 mg de extrato bruto das folhas e 18
mg do extrato bruto da raiz, em seguida foram adicionados os volumes de 21 mL e 18
mL de solucédo salina respectivamente. As solu¢des foram mantidas em constante
agitacdo para completa homogeneizacdo. Ao final do processo obteve-se uma
concentragdo de 1000ug/mL-t em ambas as solugbes dos extratos.

A partir das solucdes preparadas dos extratos 1000 yg/mL-*, foram realizadas
diluigGes seriadas de, 500 pyg/mL-t, 250 yg/mL-%, 125 pg/mL-1,62 yg/mL-t e 31 ug/mL?.
O processo foi repetido para ambos os extratos. O controle negativo foi preparado
utilizando apenas solugéo salina. O controle foi utilizado para se ter certeza de que a
morte dos nauplios seria provocada pela toxicidade dos extratos, e ndo por falta de
algum recurso durante a realizagcdo do teste; vale ressaltar que os testes foram

realizados em triplicata.
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Figura 3. Fluxograma do preparo e execucéo do teste de toxicidade com Artemia salina Leach.

AGUA SALINA
(NaCl 30g/1)

ECLOSAO

CISTOS DE A.
salina 48HS

DILUICOES EXPOSICAO DOS CONTAGEM
SERIADA NAUPLIOS AOS DOS

1000-31 ppm EXTRATOS 24 HS NAUPLIOS

CALCULO
DA CLg, (%)

Fonte: prépria autora

3.3.2 Exposicao dos nauplios

Apbés o preparo das solugdes, 10 nauplios foram coletados com uma
micropipeta de vidro e transferidos para os tubos nos quais estavam presentes 0s
extratos em diferentes concentragdes (Figura 3). Os tubos foram deixados em
temperatura ambiente e sob iluminagéo por 24 horas. Passado este periodo, os tubos
foram analisados para registrar a quantidade de nauplios vivos e mortos. O niamero
de larvas mortas em relacdo a concentracdo dos extratos foi utilizado para calcular os
valores da CLso. Sendo assim, diante dos valores da CLso (concentracdo que mata
50% dos nauplios) obtidos, os extratos testados foram classificadas quanto a

toxicidade.
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Figura 4. Exposigdo dos nauplios aos extratos de folhas A; e raizes em B.

Fonte: propria autora

3.4 Analise dos dados

Os extratos etandlicos de Turnera ulmifolia L. foram submetidos ao bioensaio
com Artemia salina Leach, onde foi possivel determinar a relacdo de organismos vivos
e mortos. Ao final do ensaio, no tempo de 24 horas, foi estimada a CLso a partir da
reta de regressao linear obtida da correlacdo entre a porcentagem de individuos

mortos e a concentragao dos extratos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O bioensaio em A. salina tem demonstrado bastante eficiéncia na avaliacao da
toxicidadede extratos de plantas, bem como do potencial bioativo. Na literatura
existem diversas correlagbes para a toxicidade geral, citotoxidade, e atividade
inseticida para esse microcrustaceo (LEITE et al., 2009). E ainda atividade anticancer.

O teste realizado com diferentes concentracées de 1000, 500, 250, 125, 62 e
31 uyg/mL-! com os extratos etandlicos das folhas e raizes de T. ulmifolia, foram
avaliados conforme métodos estabelecidos por PAREDES et al, (2016) com algumas
adaptacoes.

A (Tabela. 1) mostra a percentagem de nauplios mortos de frente as diferentes
concentracdes dos extratos de T. ulmifolia (ug/mL-?). A partir desses dados foi gerada
uma reta de regressao linear, no programa excel,para obtencdo da equacao da reta
(y=ax+b) e assim determinar a concentragao letal capaz de causar mortalidade em
50%dos nauplios (CLso).

Tabela 1.Porcentagem de nauplios mortos de A. salina frente a concentracdo dos extratos de T.
ulmifolia.

CONCENTRACOES DO EXTRATO (pg/mL)

(ug/mL) piLUICOES — 1000 — 500 — 250 - 125 — 62 — 31

EXTRATOS
Raizes 96,6 83,3 53,3 36,6 20,0 6,6
Folhas 93,3 76,6 53,3 33,3 3,3 0

PORCENTAGEM DE INDIVIDUOS MORTOS (%)

Fonte: da autora

As (Figuras 5 e 6) mostram a reta de regressao linear obtida através da
correlacdo entre a concentracdo dos extratos de T. ulmifolia e a porcentagem de
letalidade de A. salina. Para uma melhor adequacao da reta foram retirados os valores

extremos de concentracao.

Figura 5. Reta de regressdo obtida da correlagdo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etanolico das raizes de T. ulmifolia (24 horas).
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Figura 6. Reta de regressdo obtida da correlacdo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etandlico das folhas de T. ulmifolia (24 horas).
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DOLABELA (1997), considerada uma CLso<80ug/mL, altamente toxicos; entre

80ug/mL e 250ug/mL, moderadamente toxico; e CLso>250ug/mL, com baixa

toxicidade ou néo toxico. Os resultados mostraram que os extratos etandlicos de T.

ulmifolia mostraram-se moderadamente toxicos, pois os valores da CLso ficaram entre

80 pg/mL e 250 pg/mL, logo os extratos etandlicos de T. ulmifolia apresentam

moderada toxicidade frente a A. saliana, visto que o extrato das folhas apresentou
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ClLsoigual a 253 pg/mL, e o extrato das raizes apresentou CLso igual a 229,7 pg/mL,
além disso, os extratos podem ser considerados ativos, pois apresentam CLso menor
que 1000 pg/mL (SANTOS et al., 2011). SANTOS et al. (2010) estudando a atividade
moluscicida do extrato hidroalcoolico das folhas de Turnera ulmifolia L. usando o
bioensaio de A. salina, observou uma moderada toxicidade(DLso igual a 224,56
ug/mL-1),estes resultados corroboram os encontrados neste estudo.

De acordo com PARRA et al. (2001) a CLso encontrada no ensaio de toxicidade
in vitro de A. salina, pode estar correlacionada com os valores de DLsoencontrados
em testes in vivo realizados em camundongos, sugerindo que o bionsaio em A. salina
€ um modelo alternativo util, e ainda esta boa correlagdo entre os métodos podem
predizer a toxicidade oral aguda em extratos de plantas.

O bioensaio frente a A. salina é utilizado em estudos com extratos de plantas
para comparar com a atividade antimicrobiana de extratos de plantas, confrontando a
CLso de bioensaios em A. salina com a CMI (Concentracdo Inibitéria Minima), para
demonstrar o potencial de plantas como fonte de compostos antibacterianos e
justificar, de forma parcial o uso popular de determinadas espécies (STEFANELLO et
al., 2006).

Segundo ARCANJO et al, (2012) o bioensaio em A. salina € bem
correlacionado com a atividade antitumoral (citotoxidade) e pode ser usado para
monitorar a atividade de produtos naturais bioativos. A A. salina foi utilizada em um
estudo que buscava avaliar a toxicidade preliminar de extratos de plantas, para o teste
de toxicidade in vivo em camundongos portadores de carcinoma de Ehrlich (EC),
observou-se que os extratos que se mostram moderadamente toxicos em A. salina
exibiram uma significativa atividade antitumoral em camundongos portadores de (EC)
(SILVA et al., 2008).

Estudos avaliam a toxicidade preliminar de extratos etandlicos utilizando A.
salina em conseguinte realizam testes para verificar o potencial antioxidante, tornando
os resultados mais seguros, o que pode assegurar a aplicabilidade terapéutica de
plantas no tratamento de patologias associadas aos radicais livres (MERINO et al.,
2015). Todos estes resultados refletidos da literatura corroboram para boas
perspectivas acerca do uso do bioensaios de toxicidade preliminar frente ao
microcrustaceo A. salina, para determinar a CLso de extratos de plantas, tornando os

resultados deste estudo confiaveis.
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Os valores similares de CLso de ambos os extratos de T. ulmifolia nos leva a
predizer que os extratos etanodlicos das folhas e raizes apresentam compostos de
classe quimica semelhante, e que podem apresentar as mesmas atividades
biologicas. Estudos posteriores sdo necessarios para determinar os metabdlitos
presentes nesses extratos, bem como avaliar atividades bioloégicas e ou

farmacoldgicas, visto que ambos 0s extratos apresentaram potencial bioativo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos etandlicos das folhas e raizes de T. ulmifolia apresentaram uma
toxicidade moderada frente ao microcrustaceo A. salina, o que confirma o potencial
bioativo dos extratos, isto quer dizer que a planta pode sim ser utilizada de forma
consciente pela populagéo para fins medicinais. O estudo mostra que o emprego
deste bioensaio para avaliar a toxicidade preliminar de extratos vegetais apresenta
resultados rapidos, seguros e relevantes, gerando dados positivos para o objetivo da
pesquisa, porém os conhecimentos obtidos sobre a espécie ainda sdo bem modestos,
quando comparados as suas possiveis potencialidades. Portanto a pesquisa da
margem a descoberta de hovos compostos ativos, contribuido como fonte para outros

estudos.
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