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RESUMO

O Indican € o precursor de pigmentos indigoides, presente em plantas do
género indigofera, fungos e urina humana. Este trabalho objetivou investigar as
atividades toxicoldgica e antimicrobiana dos compostos Indican (sintético e
natural) e dos indigoides: indigo e Indirubina de folhas de Indigofera suffruticosa
(fabacea). Nesta pesquisa foi utilizado o Indican sintético e natural e os
derivados indigbides obtidos de folhas de I. suffruticosa. No ensaio toxicoldgico
utilizou-se o microcrustaceo Artemia salina e na atividade antimicrobiana
bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) e fungos (leveduras e
dermatdfitos) através do método de microdiluicdo em pocos. O Indican sintético
foi avaliado frente A. salina e cepas bacterianas e fungicas e o Indican natural
sobre A. salina e dermatofitos. Os indigoides Indigo e indirubina de |.
suffruticosa foram testados sobre dermatofitos. O Indican® e Indican natural de
I. suffruticosa apresentaram baixa ordem de toxicidade frente a Artemia salina.
O Indican® ndo apresentou atividade sobre bactérias Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. A Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) do Indican® frente a leveduras foi: 256 pg/mL para Candida albicans e C.
krusei e 512 pg/mL para C. tropicalis, também foi determinada a Concentracdo
Fungicida Minima (CFM) do composto frente a essas cepas, obtendo-se 512
pg/mL para C. tropicalis e C. krusei e 1024ug/mL para C. albicans. A CIM do
Indican® sintético frente aos dermatoéfitos: Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes e Microsporum gypseum foi 512 pg/mL. O indigo e o Indican
natural de 1. suffruticosa apresentaram CIM de 256 e 1024 pg/mL
respectivamente, frente as cepas de dermatofitos, enquanto a Indirubina ndo
apresentou atividade. Este estudo sugere gue o composto Indican® e natural e o
alcaloide indigoide: indigo de I. suffruticosa podem ser utilizados no tratamento
alternativo nas dermatites.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Indican. Indigbéide Toxicidade.



ABSTRACT

The Indican is the precursor of indigbides pigments present in the genre
indigofera plants, fungi and human urine. This study aimed to investigate the
toxicological and antimicrobial activities of Indican compounds (synthetic and
natural) and indigoides Indigo and Indirubina leaves of Indigofera suffruticosa
(Fabaceae). In this research we used the synthetic and natural Indican and
indigoides derivatives obtained from leaves of I. suffruticosa. In the toxicological
test we used the microcrustacean Artemia salina and antimicrobial activity in
bacteria (gram positive and gram negative) and fungi (yeasts and
dermatophytes) through the wells in microdilution method. Synthetic Indican
was rated ahead A. saline and bacterial and fungal strains and natural Indican
on A. salina and dermatophytes. The indigbéides Indigo and indirubina of I.
suffruticosa were tested on dermatophytes. The Indican® and natural Indican |I.
suffruticosa showed low order of toxicity on Artemia salina. The Indican®
showed no activity against Staphylococcus aureus, S. epidermidis and
Pseudomonas aeruginosa. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
Indican® against yeasts was 256 ug / ml for Candida albicans and C. krusei and
512 ug / ml for C. tropicalis, it was also determined Minimum Fungicidal
Concentration (MFC) against the compound these strains, yielding 512 g / ml
for C. tropicalis and C. krusei and 1024ug / ml for C. albicans. The CIM
synthetic Indican® front of dermatophytes: Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes and Microsporum gypseum was 512 mg / mL. The Indigo and
natural Indican of I. suffruticosa showed MIC 256 and 1024 mg / mL
respectively, compared strains of dermatophytes, while Indirubina showed no
activity. This study suggests that Indican® and natural alkaloid compound and
indigoid: Indigo I. suffruticosa can be used as an alternative treatment in
dermatitis.

Keywords: Antimicrobial activity. Indican. Indigoide. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Indigofera suffruticosa (anil ou anileira) € um arbusto, distribuida em
praticamente todo territorio brasileiro, presente também em paises da Ameérica,
conhecida como anileira, de intenso uso popular (BRAGA, 1976). Estudos com as
partes aéreas da planta demonstraram diversas propriedades medicinais (VIEIRA,
1992; MARTINS et al.,, 2000) como: antiespasmodico, sedativo, estomaquico,
emenagbdgo e antidoto contra o mercurio e o arsénio (MARTINS et al., 2000). Sua
raiz é febrifuga, diurética, purgativa e insetifuga (VIEIRA, 1992).

A espécie foi usada por mais de cinco mil anos na extragdo de corantes
indigdides, utilizados na industria téxtil para tingir 1&, linho e algoddo (ALMEIDA,
2003). Esses compostos sdo encontrados em plantas, fungos e na urina humana
(CALVO, 2007). Além de serem importantes na producédo de tintura, também estéao
presentes na industria alimentar, producéo de cosméticos e industrias farmacéuticas
(ALMEIDA, 2003)

Estudos farmacoldgicos usando extrato aquoso de |[. suffruticosa tem
mostrado atividade anti-inflamatoéria (LEITE, 2003), embriotdxica sobre embrides de
camundongos (LEITE et al.,, 2004), antimicrobiana (LEITE, 2006) antitumoral
(VIEIRA et al., 2007), Citotoxica (VIEIRA et al., 2007 ), embriotdxica sobre ovos e
larvas de Aedes eagypti (VIEIRA, 2011), repelente contra mosquitos Aedes aegypti
(VIEIRA, 2011). O extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa mostrou excelente
atividade contra micro-organismos (LEITE et al., 2006). O composto Indican, isolado
de folhas de I. suffruticosa apresenta efeito hepatoprotetor e antitumoral (LIMA et al.,
2014).

A utilizacdo de plantas medicinais para promocéao de tratamento € uma pratica
comum da humanidade, baseada em conhecimentos empiricos e disseminacéo de
saberes entre as geracdes (ARGENTA, et al., 2011). O uso popular de plantas, além
contribuir com aspectos culturais e proporcionar a disseminacado de conhecimentos,
pode revelar indicios das propriedades farmacoldgicas das mesmas (LOPEZ, 2006).

Paises como o Brasil apresentam uma flora rica, o que estimula a utilizagéo
de plantas medicinais, além disso, ha acesso facilitado para obtencdo das mesmas,
uma vez que essas plantas podem ser encontradas em ambientes como mercados

publicos, feiras livres e farmacias. Contudo, esse uso apresenta riscos, visto que nao
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h& comprovacdo da qualidade, ou garantia da autenticidade de alguns produtos
comercializados nesses locais (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). O tratamento
alternativo com plantas medicinais é visto pela populacdo como algo menos
dispendioso e agressivo, quando comparado com farmacos industrializados, o facil
acesso aos materiais vegetais também é um fator importante na utilizagdo dos
mesmos (OMS, 2013).

As dermatites causadas por Staphylococcus aureus, bactéria gram-positiva,
podem ser classificadas como superficiais, invasivas ou toxicas. Essas bactérias
estdo presentes na microbiota normal, séo consideradas o principal agente causador
de infec¢des de feridas cirurgicas, além de apresentarem resisténcia a maioria das
cefalosporinas e penicilinas conhecidas. Sao micro-organismos resistentes a
dessecacdo e ao frio, apresentam capacidade de colonizar diferentes partes do
organismo, como nariz, garganta, intestino, pele, sendo o homem o principal
reservatério. Podem causar doencgas pela invasao direta dos tecidos, ou liberagcéo de
toxinas, originado lesGes localizadas ou difusas (SANTOS, et al. 2007;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Fungos dermatofitos sdo responsaveis por causar micoses, as dermatoses
sao classificadas de acordo com o local afetado pelo fungo (SANTOS; COELHO;
NAPRI, 2002). Esses fungos colonizam regides que apresentam pelos, pele e unha.
As precaucdes de controle da doenca envolvem higiene e tratamento adequado,
contudo os farmacos utilizados séo téxicos, e 0s micro-organismos apresentam
resisténcia. Os fitoterapicos apresentam-se como uma alternativa para lidar com a
resisténcia desses patdgenos (VIDAL, 2008).

Considerando a utilizacdo de plantas medicinais como forma terapéutica
alternativa e importante no desenvolvimento de novos farmacos, o Laboratério de
Cultivo de Células do Departamento de Histologia e Embriologia da Universidade
Federal de Pernambuco vem desenvolvendo trabalhos com plantas medicinais da
flora nordestina objetivando identificar constituintes quimicos e propriedades
bioldgicas. Alguns estudos sé@o desenvolvidos com a Indigofera suffruticosa MILL.

A diversidade de atividades farmacoldgicas da espécie |. suffruticosa e o
excelente efeito antimicrobiano do extrato aquoso da referida espécie levou a
formulag&o da hipdtese sobre a eficacia terapéutica do indican sintético e natural e

dos derivados indigoides desta espécies sobre micro-organismos. Nesse contexto,
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objetivou-se investigar o potencial dos compostos: indican (sintético e natural) e dos
indigoides de folhas de I. suffruticosa sobre o efeito toxicolégico e a atividade

antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar o efeito toxicoldgico e a atividade antimicrobiana do Indican® e dos
compostos: Indican, indigo e Indirubina de folhas de Indigofera suffruticosa.

2.2. Especificos

2.2.1 Avaliar a agdo toxicolégica do Indican® e do Indican de folhas de Indigofera
suffruticosa frente a Artemia salina.

2.2.2 Estudar o efeito do Indican®frente a bactérias e fungos.

2.2.3 Investigar o efeito dos indigdides: Indican, Indigo, e Indirubina de folhas de

Indigofera suffruticosa frente a dermatofitos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de doengas € uma prética
gue acompanhando a humanidade desde as civiliza¢cdes antigas. Havendo relato de
uso pelos egipcios, assirios, hebreus, (1600 — a.C), gregos (100 — a.C), chineses
(2800 a.C.) (ELDIN & DUNFORD, 2001). As plantas, utilizadas como alimento ou
remeédio, eram selecionadas através da observacdo, o que tornava possivel a
separacdo das ervas que curavam das que matavam (TOMAZZONI; NEGRELLE;
CENTA, 2006).

A tradicdo do uso de plantas medicinais é mantida através da difusdo de
saberes popular. As plantas apresentam-se como alternativa mais econfOmica e
menos agressiva no tratamento das enfermidades. Muitos usuarios acreditam que 0s
recursos naturais ndo podem trazer maleficios a saude humana (OLIVEIRA,
ARAUJO, 2007). S&o fatores preocupantes na utilizacdo das plantas medicinais
aspectos relacionados com: pouco conhecimento sobre seus efeitos toxico e
propriedades medicinais, consumo concomitante com medicamentos alopaticos,
dificuldades na identificacdo do vegetal (JUNIOR, 2008).

No Brasil, a utilizacdo de plantas com finalidade terapéutica teve influéncia
das culturas indigena, africana e europeia. Sendo o primeiro relato da utilizacdo de
plantas medicinais como remédio datado de 1587 - Tratado descritivo do Brasil,
escrito por Gabriel Soares de Souza. Esse trabalho apresentava os produtos
medicinais utilizados pelos indios (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006;
ARGENTA, etal., 2011).

A Organizacdo Mundial e Saude (OMS) reconhece o uso das plantas como
tratamento alternativo, principalmente para paises em desenvolvimento.
Recentemente o 6rgdo publicou um documento regulamentando os profissionais,
praticas e produtos da Medicina Tradicional e Complementar — (MTC). A utilizacao
de plantas e materiais vegetais esta inserida nesse documento, contudo, os Estados

ficam responsaveis por garantir o uso correto e seguro para a populacdo, de forma
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que seja possivel alcancar o efeito terapéutico sem causar danos a saude (OMS,
2013).

O Brasil apresenta uma politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares no SUS (PNPIC), aprovada em 2006, e uma Resolucdo de
Diretoria Colegiada - RDC de 2010, que dispde sobre a notificacdo de drogas
vegetais junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Sdo formas de
regulamentar e controlar o uso de plantas e fitoterapicos, possibilitando assim
seguranca para os usuarios (BRASIL, 2010). O Ministério da saude também
elaborou uma lista com 71 plantas que apresentam potencial para gerar produtos de
interesse para o SUS, baseado em conhecimento e uso popular (BRASIL, 2009).

E possivel citar exemplos como o curare, identificado em uma planta em
1783, porém seu constituinte quimico foi isolado apenas no século XIX. O 6pio,
matéria prima da morfina, apresenta relatos de uso em 4000 a.C., a descoberta dos
salicilatos oriundos da Salix Alba, também representou um marco importante para a
industria farmacéutica (ALVES, 2001), entre tantas outras drogas. A tabela 1

apresenta alguns medicamentos oriundos de plantas medicinais.

Tabela 1: Farmacos comerciais de origem vegetal.

Planta Classe Quimica Farmaco
Salix Alba Ester Aspirina®
Atropa belladonna Alcaloide Atropina®
Pilocarpus microphyllus Alcaloide Pilocarpina®
Artemisinina annua L. Lactona Artemisinina®
Taxus brevifolia Diterpeno Taxol®
Papaver somniferum L Alcaloide Morfina®
Hypericum perforatum Floroglucinol Triativ®
Digitalis purpurea L Quinina Mefloquina®
Rauwolfia serpentina Alcaloide Reserpina®
Catha edulis Alcaloide Anfetamina®
Galanthus nivalis Alcaloide Galantamina®
Catharanthus roseus Alcaldide Velban®

Fonte: Autor, 2015


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rauwolfia_serpentina&action=edit&redlink=1
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3.2 Indigofera suffruticosa

O género Indigofera, pertence a familia Fabacea, foi descrito a primeira vez
por Linnaeus em 1737, apresenta aproximadamente 700 espécies (LEWIS; ELIAS,
1981) distribuidas em regibes tropical e subtropical. No Brasil h4 15 espécies de
Indigofera, podendo ser encontradas nos estados de Pernambuco, Ceara, Rio
Grande do Norte, Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Mato Grosso,
Parana e algumas espécies sao encontradas em todo territério brasileiro (MOURA,
VILEGAS, SANTOS, 2011; FILHO, 2009).

A Indigofera suffruticosa, € a espécie mais amplamente distribuida do género,
presente no Brasil e em outros paises da América, desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina. Originaria da india apresenta-se como arbusto ou subarbusto ereto
e ramificado podendo alcancar até 2,5m de altura. Caracteriza-se pela presenca de
tricomas bifurcados e retos, folhas folioladas, peciolos presentes, foliolos opostos e
fruto acentuadamente curvo, cilindrico com 3 a 7 sementes (MIRANDA, 2006).

A espécie foi introduzida no Brasil e cultivada para a extracdo do corante anil
natural, utilizado na industria téxtil, considerado o mais importante corante azul para
a humanidade desde a época pré-histérica. Na década de 80 foi substituido pelo anil
produzido artificialmente (PONTUAL, 2006; SALVADOR et al., 2010).

Indigofera suffruticosa Mill.
Image processed by Thomas Schoepke
www.plant-pictuzes. de

Figura 1: Desenho esquematico da I Figura 2: I. suffruticosa. Fonte: Autor, 2013.
suffruticosa. Fonte: Pontual, 2006.
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A planta é utilizada pela populacdo para tratamento de processos infecciosos,
inflamatdrios, distarbios circulatérios e afeccdes das vias respiratorias (MARANHAO,
2008). A literatura apresenta estudos que comprovam algumas propriedades
farmacoldgicas dos Orgdos vegetativos da 1. suffruticosa, evidenciando efeitos
antiespasmadico, sedativo, estomaquico, emenagbgo e antidoto contra o mercurio e
o arsénio (MARTINS, et al., 2000), febrifuga, diurética, purgativa e insetifuga
(VIEIRA, 1992), anti-inflamatéria, antiparasitaria, antimicrobiana, embriotoxica,
antitumoral (LEITE, et al., 2003, 2004, 2006; VIEIRA, 2007), hipoglicemiante e
hipocolesterolémico (CAMPQOS, et al. 2009).

3.2.1 Fitoquimica

A analise fitoquimica da planta revela a presenca de diversas classes
qguimicas como alcaloides bis-inddlicos, flavonoides, esteroides, proteinas,
carboidratos (LEITE, 2006; VIEIRA, 2011). A planta apresenta em suas folhas o
composto indican que sofre hidrélise enzimética para formar o Indoxil,
posteriormente oxidado pelo ar originando indigo blue. O Indoxil também origina
isantina, que ao condensar-se com o indoxil produz indirubina, um isémero do indigo
de coloracédo rosea (SALAS, 2005).
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Figura 3: Transformacéo quimica do Indican em indigo e indirubina. Fonte: Salas, 2005.
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3.2.1 Indican

Plantas do género Indigofera (Indigo) e Polygonum apresentam o composto
incolor Indican (indoxil [3-D-glicosideo), que sofre hidrdlise por uma enzima -
glicosidase liberando um glicosideo e uma molécula indoxil, molécula presente na
rota de sintese dos compostos: indigo e indirubina (SALAS, 2005).

O papel fisiolégico do indican nas plantas ndo estd bem determinado, estudos
sugerem mecanismos de defensa da planta contra ataque de herbivoros ou insetos
(MINAMI; KANAFUJI; MIURA, 1996).

Maranhdo (2008) evidenciou o efeito desse composto sobre linhagens
celulares, demonstrando inibicho do crescimento celular em camundongos
portadores de Sarcoma 180, Lima e colaboradores (2014) sugerem que 0 mesmo

apresenta atividade anticancerigena e hepatoprotetora.

3.2.2 indigo

indigo € um antigo corante natural usado pelo homem, é obtido por
fermentacdo a partir de uma grande variedade de plantas e algumas espécies de
moluscos. No final do século 19 o indigo sintético substituiu o indigo natural
(SANDOVAL, et al., 2010).

indigo € um alcaloide bis-indélicos formado a partir da oxidagdo do indican. O
composto € praticamente insolivel em agua e soluvel em compostos organicos
como anilina, nitrobenzeno, acido acético glacial e o acido sulfarico concentrado
(SALAS, 2005).

O indigo é empregado na medicina popular chinesa, apresenta acao anti-
inflamatoria, antioxidante e antimitotica (CARVALHO, et al., 2010). Alguns autores
relataram que indigo e indirubina apresentam potenciais aplicacbes medicinais tais
como agentes antibacterianos, anti-cancro e anti-inflamatério (SUZUKY, et al.,
2005). Lin e colaboradores (2012) evidenciaram a acdo do Oleo de indigo no
tratamento de psoriase de placa, demonstrando que houve reducéo das placas nos

pacientes que fizeram uso topico.
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3.2.3 Indirubina

Indirubina € um corante purpuro, extraidos de plantas tais como Polygonum
tinctorium Lour e Indigofera tinctoria. A indirubina é usada na medicina tradicional
chinesa para tratar doencas cronicas. Ha na literatura relato das propriedades
farmacologicas dessa molécula, destacando atividade antileucémicas através da
inibicdo de Ciclinas Dependentes de Quinases (CDKs) e anti-inflamatérias, pela
inibicdo da producado do interferon-gama (IFNy) (KUNIKATA et al., 2000; STERITI,
2002).

Outras atividades farmacologicas de derivados sintéticos da indirubina
também séo relatadas, como inibicdo de HIV-1 (HEREDIA et al., 2005), tratamento
de enfermidades autoimunes, atividades antiviral, anti-inflamatoéria (ZHANG et al.,
2007).

3.3 Atividades Bioldgicas

3.3.1 Bioensaio com Artemia salina Leach

Os bioensaios utilizando organismos menores, como microcrustaceos, sao
importantes na verificacdo da qualidade de produtos naturais ou sintéticos. O teste
utilizando Artemia salina L. € um exemplo de bioensaio bastante conhecido. A.
salina € um microcrustaceo, que apresenta alta sensibilidade a compostos naturais.
Seu uso se da pela facilidade de realizacdo e precisdo dos resultados, sendo téao
confiantes ou até mesmo melhores que os realizados com linhagens celulares. Esse
ensaio é realizado, principalmente, quando deseja-se avaliar toxicidade e/ou
concentracdo letal de extratos ou compostos que apresentam potencial bildgico
(MACIEL, et al., 2002).

Os ovos desse microcrustaceo podem ser armazenados a temperatura
ambiente, mantendo-se viaveis por anos. Quando colocados para eclodir, em agua
marinha, sdo necessarias apenas 24 ou 48 horas para obtencdo de grande
guantidade de larvas (CEPLEANU, 1993). Parra e colaboradores (2001)

evidenciaram em seu estudo a capacidade de predicdo de toxicidade in vivo do
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método A. salina, onde correlacionaram os resultados de toxicidade de 20 extratos
testados em ratos e no microcrustaceo, obtendo resultados semelhantes.

A preocupacdo crescente com 0 bem-estar dos animais e a reducdo dos
mesmos na realizacdo de testes pré-clinicos, evidencia a necessidade de ensaios
alternativos que apresentem seguranca e efichcia comprovadas. Na literatura ha
véarios estudos que utilizam Artemia como pré-ensaio para teste de toxicidade com
extratos e substancias isoladas, com objetivo de testar citotoxicidade e evidenciar
moléculas promissoras para a industria farmacéutica (HARADA, 2009).

Ensaio utilizando A. salina € um parametro Gt no monitoramento de
compostos bioativos, evitando assim, a necessidade de testes mais caros ou que
utilizam grande quantidade de animais vertebrados. Além disso, esse teste também
pode ser utilizado para outras avaliacbes bioldgicas e ambientais (CEPLEANU,
1993; HARADA, 2009).

Figura 4. A. salina. Fonte: Web http://worldaquarium.ru/artemiya-salina/

3.3.2 Atividade Antimicrobiana

O avanco nas pesquisas clinicas tem proporcionado a pacientes graves uma
sobrevida maior, contudo esses pacientes apresentam-se muitas vezes
imunodeprimidos, criando assim uma susceptibilidade maior para o desenvolvimento
de infecgbes fungicas, virais e bacterianas. Apesar da descoberta de novos

farmacos para tratamento dessas infeccOes, € preciso lidar na clinica com a
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resisténcia que 0s micro-organismos desenvolvem aos tratamentos rotineiros
(SANTOS, et al., 2007).

Pesquisas visando a descoberta de farmacos alternativos para tratar
infeccbes causadas por cepas multirresintentes fazem-se necessarias. As plantas
medicinais apresentam um papel importante nesse contexto, posto que j4 séo
utilizadas pela populagdo e apresentam-se como uma forma de tratamento
econdmico, principalmente para paises em desenvolvimento (NEGRI, et. al., 2014).

A atividade antimicrobiana de extratos naturais e compostos sintéticos e ou
isolados de plantas é determinada através da menor concentra¢cdo necessaria capaz
de inibir o crescimento dos micro-organismos testados. O valor encontrado é
conhecido como Concentracdo Minima Inibitoria (CMI). Aspectos relacionados a
ensaios toxicologicos, microbiologicos e legais sdo relevantes na determinacdo da
CMI (OSTROSKY, et al., 2008).

Existem diversos métodos para avaliar as atividades antibacteriana e
antifangica dos extratos e compostos. Sendo 0s mais conhecidos: método de
difusdo em Agar, macrodiluicdo e microdiluicdo (OSTROSKY, et al., 2008). A
investigagdo de agentes antimicrobianos apresenta importancia clinica,
considerando a necessidade de substancias menos toxicas e mais eficazes contra
resisténcia dos micro-organismos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

3.3.3 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana constitui atualmente um dos problemas mais
importantes das doencas infecciosas. Na clinica, esse problema esté relacionado a
tratamentos inadequados e utilizacdo indiscriminada de antibidticos. Acarreta altas
taxas de mortalidade, principalmente quando as infec¢cdes sdo causadas por
agentes etiolégicos como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii multirresistentes (GOMEZ; VAZQUEZ; GOMEZ, 2008).

A resisténcia esta relacionada diretamente com a capacidade do micro-
organismo de crescer na presenca de um antibiotico. As bactérias langam méao de
Varios mecanismos para garantir seu crescimento na presenca dos antibioticos,

entre eles pode-se citar: inativagcdo enzimatica, alteracdes na permeabilidade da
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parede celular, alteragbes dos precursores da parede celular entre outros (CALVO,
et al. 2006).

Até o século XXI a resisténcia bacteriana ocorria predominantemente em
ambientes hospitalares, atingindo pacientes debilitados. Atualmente, esta associada
a diversos ambientes podendo, inclusive, comprometer individuos saudaveis. H&
uma preocupacdo da induastria farmacéutica, no desenvolvimento de farmacos
efetivos contra esses patdégenos multirresistentes. Nesse contexto de busca por
novas drogas, 0s produtos naturais apresentam-se como alternativa terapéutica
promissora (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

3.3.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus estdo presentes na pele e no trato respiratorio em
pessoas saudaveis, contudo podem tornar-se patogénicos quando ha ruptura da
barreira cutdnea ou queda da imunidade (GELATTI, et al., 2009). O género
Staphylococcus é composto de 33 espécies, sendo 0 S. aureus 0 mais patogénico
para a espécie humana. Sao cocos Gram-positivos, catalase positivos que formam
arranjos semelhantes a "cachos de uva", anaerébios facultativos (NETTO, et al.,
2001).

A caracteristica isolada mais importante para classificar o género
Staphylococcus é determinada pela prova da coagulase, que avalia a capacidade de
producdo da enzima. Bactérias que produzem coagulase podem promover uma
reacao de coagulacéo, S. aureus sdo coagulase positivos (RATTI; SOUSA, 2009).
Essa espécie pode ocasionar infeccdes cuténeas, incluindo foliculite simples,
impetigo, furdnculos ou infec¢des sistémicas levando a septicemia, endocardite e
outras complicacdes (NETTO, et al, 2001).

Estudos evidenciam a colonizacdo por S. aureus da pele ou mucosa nasal em
aproximadamente 80% a 100% dos pacientes com Dermatite Atopica (DA). A DA,
também conhecida como eczema, é uma doenca inflamatodria cronica da pele que
causa significativa morbidade em individuos afetados. Ha& correlacdo entre a
gravidade do eczema e a colonizagéo por S. aureus, demonstrando que a presencga
do patdégeno esta envolvida no agravamento da doenca em muitos pacientes
(MATSUI, et al., 2000).
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A resisténcia microbiana € um problema para o tratamento de infeccdes
causadas por S. aureus. Em 1942, a resisténcia a penicilina comecgou a ser descrita,
como resultado da producdo de penicilinase por algumas cepas. Em 1960, a
meticilina foi langada como uma alternativa terapéutica para as cepas produtoras de
penicilinase, no entanto, houve cepas resistentes a meticilina, elas foram chamadas
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM). Em 1980, cepas SARM
tornaram-se um problema endémico em hospitais de diferentes paises, incluindo
Brasil (SOUSA, 2012).

3.3.3.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis, bactéria gram-positiva, comensal da pele
humana. E considerado um importante patégeno, responsavel principalmente por
infeccbes associadas a utilizacdo de cateteres de longa permanéncia. Infeccbes dos
olhos, ouvidos, nariz, garganta e cardiovasculares também sdo causadas por esse
agente (VUONG, et al., 2003).

As mudancas nas praticas e tratamentos médicos das Ultimas décadas, tém
resultado no surgimento de S. epidermidis como uma das principais causas de
bacteremia nosocomial. Essa tendéncia esta ligada principalmente a fatores como:
uso cada vez maior de dispositivos invasivos, imunodeficiéncia dos pacientes
hospitalizados e uso indiscriminado de antibioticos, que acabam gerando cepas
multirresistentes (RAAD, et al.,1998).

A patogenicidade das infec¢des causadas por essa espécie esta associada a
capacidade de colonizacdo dos dispositivos médicos e formacdo de biofilmes. A
aglomeracdo multicelular na formagédo do biofilme é um fator que dificulta a
erradicacdo do patégeno, visto que essa conformacdo favorece a resisténcia
intrinseca a antibidticos e aos mecanismos de defesa do hospedeiro (RODRIGUES,
2011).

3.3.3.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, responsavel por

infeccbes hospitalares com altas taxas de morbidade e mortalidade. Apresenta
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capacidade de crescer em ambientes adversos, e possui diferentes mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos (LIVERMORE, 2002).

E um agente oportunista, sua patogénese estd associada as condicdes
imunologicas do hospedeiro. A capacidade invasiva e toxigénica determina a
patogénese, sendo possivel determinar trés fases no processo de infec¢do causada
por esse organismo: 1) adesdo e colonizacdo, 2) invasdo local, 3) disseminacao
sistémica (NETTO, 2003).

Pseudomonas aeruginosa estd presente na flora bacteriana do individuo
sadio. Em pacientes hospitalizados, a bactéria torna-se patogénica, podendo
alcancar taxas de colonizagdo gastrintestinal de 50%, sendo encontrada
principalmente em pacientes imunocomprometidos, como: grandes queimados,
cirurgiados e os tratados com ventilacdo mecéanica (FLAHERTY;STOSOR, 2004).

E considerada a espécie mais virulenta entre as bactérias Gram-negativas
ndo fermentadoras. Pode causar sindrome séptica no hospedeiro, através da
liberacdo de mediadores vasoativos como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose
tumoral. Apresenta diferentes mecanismos de defesa, o que acaba conferindo
resisténcia a agentes antibacterianos como B3-lactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol,
aminoglicosideos (SOARES, 2005).

3.3.4 Resisténcia Fungica

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢Bes fungicas
sistémicas é limitado. A anfotericina B e os azlis - principalmente cetoconazol,
fluconazol e itraconazol - sdo atualmente os farmacos de primeira escolha. Contudo
a utilizacdo desses farmacos apresenta problemas relacionados a poténcia,
seguranca, propriedades farmacocinéticas e resisténcia, 0 que evidencia a
necessidade de novas drogas mais eficazes e seguras (BERGOLD;GEORGIADIS,
2004).

A resisténcia aos antifingicos é um grande desafio para a clinica frente as
dificuldades do tratamento das micoses, sendo sugerido quando possivel, o
isolamento do agente infeccioso e a determinacdo da CIM das possiveis drogas

utilizadas no tratamento (COLOMBO, 2003).
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Assim como os antibiéticos, o uso cada vez maior de agentes antifingicos,
aliado a tratamentos inadequados, sdo responsaveis por favorecer a resisténcia
desses patdégenos aos farmacos utilizados na rotina médica. A dificuldade em
encontrar medicamentos ativos tem levado a uma busca por drogas mais potentes,
contudo essas drogas apresentam efeitos colaterais mais acentuados (CASTRO, et
al, 2006).

Peres e colaboradores (2010) evidenciaram em seu trabalho, os mecanismos
relacionados a resisténcia de dermatofitos dos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton. Destacando estratégias utilizadas por esses fungos como:
participacdo de modificadores de enzimas alvo, superexpressdo de proteinas,
adaptacdo ao estresse, mutacdo no gene que codifica a enzima esqualeno
epoxidase (Erg A) entre outros.

O género Candida, responséavel por infec¢des locais e sistémicas, apresenta
as espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C.
guillermondii como os agentes mais patogénicos. Esses micro-organismos também
desenvolveram resisténcia aos antifungicos. Valendo-se de muta¢des ou aumento
da expressdo de genes, esses patdgenos tornaram-se resistentes aos agentes
azolicos (MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009).

A resisténcia antifungica, além de ser um problema que pode ocorrer no
tratamento das micoses, promove uma selecdo natural de micro-organismos, com
isso as infec¢Bes por espécies susceptiveis aos antifiUngicos estdo sendo causadas

por cepas mais resistentes (CASTRO, et al., 2006).

3.3.4.1 Candida albicans

O género Candida é responsavel por formacédo de biofilmes em humanos,
além de ser capaz de colonizar diferentes tecidos (DELGADILLO, et al. 2013). Essas
leveduras sao responsaveis por 70 a 90 % de infec¢des fungicas invasivas, Candida
spp. € o quarto grupo mais comum de patbgenos nosocomias isolados de pacientes
provenientes de Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e cirargicos (RIBEIRO, et al.,
2009).

Candida albicans apresenta polimorfismo, o que faz com que a espécie

consiga alterar sua forma de acordo com as condicbes do ambiente, além de
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favorecer a colonizacdo de diferentes tecidos (MODRZEWSKA e KURNATOWSKI,
2013). E um fungo oportunista, presente de forma comensal nos tratos
gastrointestinal, geniturinario e na flora oral humana (PEIXOTO, et al., 2014).

Esse patdgeno causa infec¢cdes em organismos imunodeprimidos, podendo
ser superficiais, afetando pele e mucosas, ou invadir e disseminar-se no organismo
(SPAMPINATO;DARIO, 2013). A Candidiase Invasiva (Cl) representa a principal
infeccdo fungica dos seres humanos, causando doenca com risco de morte em
imunodeprimidos (BUGLI et al., 2013).

A espécie C. Albicans é responsavel por 50 a 70% das infeccfes invasivas
causadas pelo género Candida. Estudos demonstram os mecanismos utilizados por
esses patdgenos para tornarem-se resistentes aos farmacos (PAUL; ROWLEY,
2014). Contudo ha um consenso que relaciona a resisténcia antifangica a fatores

dependentes da interacdo entre o hospedeiro, droga e fungos (SILVA, et al., 2002).

3.3.4.2 Candida tropicalis

C. tropicalis é um patdgeno humano oportunista com capacidade de colonizar
diferentes locais do corpo, incluindo pele, trato gastrointestinal, geniturinario e vias
respiratérias. Pode ser adquirido endogenamente em pacientes
imunocomprometidos, através de cateteres de uso prolongado, ou exogenamente
pelo contato direto com o patégeno (PRANEENARARAT, 2014).

Essa espécie € considerada a segunda principal responsavel por infeccdes
fungicas em pacientes portadores de cancer, ficando atrds apenas da C. albicans.
Apresenta relacdo direta com infeccdes em pacientes portadores de leucemia.
Estudos sugerem que a deteccdo de enzimas hidroliticas e a capacidade de formar
biofiimes podem estar associadas a capacidade de gerar infeccbes hematogénicas
(DIMITRIQS, et al., 2001).

C. tropicalis tem uma capacidade invasiva maior que a C. albicans e estima-
se que 50-60% de pacientes com condi¢cdes predisponentes, quando colonizados,
desenvolvem candidiase invasiva, além disso, apresentaram resisténcia moderada a
fluconazol (SOMENZI, 2006).
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3.3.4.3 Candida krusei

C. krusei é responsavel por 2 a 3% de todas as infeccbes sanguineas
causadas por Candida. Estdo presentes na colonizacdo e infeccdo de pacientes
portadores de malignidades hematoldgicas (RIBEIRO, 2009).

C. krusei € um patdgeno que apresenta resisténcia a varias drogas com
diminuicdo na susceptibilidade para fluconazol, anfotericina B e flucitosina (PAPPAS
et al. 2009).

Wingard e colaboradores (1991) evidenciaram a presenca dessa espécie em
pacientes realizaram transplante de medula. Constatou também um aumento na
prevaléncia de C. Krusei em pacientes que fizeram uso profilatico de Fluconazol no
periodo pré-operatorio.

Os mecanismos envolvidos na colonizacdo e invasao dos tecidos sao poucos
conhecidos. Acredita-se que a resisténcia ao Fluconazol gera uma selecdo dos
micro-organismos, onde 0s mais Vvirulentos conseguem sobreviver e causar

infeccbes mais severas, como as infec¢des sistémicas (WINGARD, 2002).

3.3.4.4 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum é o dermatéfito de maior incidéncia na Europa, e
provavelmente o mais comum do mundo, presente em onicomicoses geralmente em
criancas, contudo pode aparecer também em diabéticos ou pessoas que
apresentam problemas de queratinazacdo (NENOFF, et al., 2014).

A fonte mais comum de infeccdo € o banho, contudo, também pode ocorrer
transmissdo horizontal ou vertical. Outras fontes de infeccdo sdo chuveiros de
academia, vestuarios em piscinas publicas (NENOFF, et al., 2012). T. rubrum é o
principal agente causador de tinea pedis e tinea ungueal e em menor proporcao € o
agente responsavel por tinea cruris e tinea corporis (MOYANO, et al., 2008).

Ha relatos na literatura que apontam para uma supressao do sistema imune
provocada pelo T. rubrum, visto que mesmo € capaz de produzir substancias que
diminuem a resposta imune. Além disso, o fungo também é responsavel por inibir a

proliferacdo de queratindcitos, retardando a rotatividade epidérmica, permitindo com
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isso que a infeccdo fangica torne-se mais persistente (WEITZMAN;SUMMERBELL,
1995).

3.3.4.5 Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton mentagrophytes apresenta subtipos: T. Mentagrophy var.
interdigitale, T. Var mentagrophytes, T. var. nodulare, T. mentagrophytes var. goetzii,
T. mentagrophytes var. granulosum. As infec¢cdes causadas por esses dermatofitos
estdo frequentemente associadas com lesfes inflamatérias do couro cabeludo, a
pele e barba (KAUFMAN et al, 2005).

Estudos demontram que o Trichophyton mentagrophytes € um dermatofito
comum isolado em onicomicoses de pacientes idosos (AFSHAR, et al. 2014). T.
mentagrophytes é responsavel por causar infecgdes que afetam pés, rosto e corpo.
A infeccdo mais conhecida causada por esse micro-organismo é a Tinea pedis
conhecida como "pé de atleta" (COSTA, 2008).

O tratamento das infec¢cdes por dermatofitos deve ser feito de forma a
erradicar o material infeccioso dos portadores e do ambiente. Para isso, indica-se
cortes dos pelos, isolamento apropriado, medidas sanitarias e terapia farmacoldgica
com administracdo sistémica de medicamentos fungicidas ou fungistaticos. Contudo
tem-se observado que sao necessarias altas doses dos medicamentos 0 que gera
maleficios para os pacientes (FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2009).

3.3.4.6 Microsporum gypseum

Os dermatofitos colonizam substratos de queratina, como pelos, penas, pele
de animal e unhas, este grupo inclui varios espécies dos géneros Microsporum e
Trichophyton. Microsporum gypseum, dermatofito geofilico, € uma espécie de alta
incidéncia e baixo potencial contagioso em humanos, presentes em criangas e
adultos (MARTOS, et al.,2004)

Infec¢gbes causadas por M. gypseum s&o mais comuns em animais do que no
homem. A infeccdo humana acontece através de feridas ou abrasdes da pele, que
entram em contato com 0 solo ou animais contaminados (KNOPFEL; TAVITI,
DIFONZO, 1991).
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Esse patdgeno responsavel pela infecccdo tinea corporis, o tratamento é
realizado com antifiingico sistémico, com duracdo de aproximadamente 12 semanas
ou mais, a terapia topica funciona como adjuvante (GLAVAN, et al., 2013). A forma
inflamatdria da tinea corporis € conhecida como Kerion, caracterizada como
inflamacdo dos foliculos do couro cabeludo e pele ao redor, com aumento de
linfonodos regionais, placa supurativa e dolorosa. O diagnoéstico é realizado atraves
de cultura ou histopatologia, € uma infeccdo confundida na clinica com infeccbes
bacterianas, quando tratado em estagios tardios resultam em cicatriz fibroética,

levando a alopécia e a cicatriz (PEIXOTO, et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

Nos ensaios experimentais utilizou-se os compostos Indican (sintético e
natural) e os indigdides; indigo e Indirubina de folhas de I. suffruticosa frente a A.

salina e cepas bacterianas e fungicas.

4.1 Composto sintético Indican

O composto Indican® (Indoxyl B-D-glucoside) foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich®

4.2 Coleta do material vegetal

A coleta foi feita na cidade de lgarassu, estado de Pernambuco, nordeste do
Brasil, no periodo da manha. A espécie |. suffruticosa foi coletada na fase adulta, no
periodo de floracéo.

O material para estudo botanico foi acondicionado em sacos plasticos e
transportado até o laboratério de Cultura de Células do Departamento de Histologia
e Embriologia - CCB/UFPE onde foi efetuada a herborizacdo. A amostra encontra-se
catalogada sob o numero 43694 no Herbéario do Centro de Ciéncias Biologicas da
UFPE. As folhas foram separadas, pesadas e utilizadas na obtencdo do extrato

metandlico.

4.3 Obtencao do extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa

O extrato metanolico foi obtido a partir de 2 kg de folhas frescas recém
coletadas, armazenadas a 5°C e trituradas em pequenos fragmentos. Foi realizada
extracao exaustiva utilizando metanol como solvente organico. A maceragéo foi feita

utilizando 2 litros de solvente a temperatura ambiente, durante 72 horas, sendo o
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residuo solido removido por filtracdo (VIEIRA, 2011). O solvente do extrato foi

removido e rotaevaporado, obteve-se uma rendimento final de 15%.

4.4 Procedimento cromatografico

Aproximadamente 15 pL do extrato metanodlico de folhas de I. suffruticosa foi
submetido a cromatografia em camada delgada (CCD). Foram utilizadas placas
prontas de aluminio revestidas com silica gel marca Merck® e sistema movel
utilizando: 100 v. v. acetato de etila, 2 v.v. acetato formico, 2v.v. &cido acético, 2v.v.
agua. As placas foram reveladas utilizando o revelador Dragendoff e luz ultravioleta
(UV) (Vieira, 2011).

4.5 Obtencao dos derivados indigdides de folhas de I. suffruticosa

Para obtencdo dos indigoides de folhas de I. suffruticosa foram utilizados
solventes com grau de pureza analitica (PA), placas de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) marca Merck®. As andlises por CCD foram realizadas em cuba
saturada com migracdo ascendente, e Silica—gel 60F (200g) para empacotamento
da coluna usada na separacao cromatografica através de cromatografia em coluna.

O extrato metandlico de folhas de |. suffruticosa rotaevaporado (5g) foi
submetido a cromatografia de permeacdo em gel, utilizando Silica—gel 60F (2009)
como fase estacionaria e metanol como fase movel. As fracbes foram coletadas por
semelhanca em diferentes tubos de ensaio (n=28 - 10ml cada), monitoradas por
CCD, empregando placas prontas em gel de silica (PPGS) e fase movel acetato de
etila, acetato formico, &cido acético, e agua (100:11:11:26). As placas foram
reveladas em vanilina cloridrica. As fragbes 10-26 marrons foram positivas o
composto Indican.

Apbs revelacdo por CCD, O indican foi submetido & Cromatografia de coluna
(CC) em Silica—gel 60F. O Indican (20 mg) foi eluido com diclorometano (CH2CL>),
coletando-se quarenta e duas (42) fragOes, também monitoradas por CCD. Onde foi
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possivel obter os indigoides indigo (18 mg) e Indirubina (16 mg). A obtencéo dos
derivados indigoides seguiu o protocolo de isolamento descrito por Vieira (2011) com

adaptacoes.

4.6 Caracterizacdo dos Indigbides: indigo e Indirubina de Folhas de I.
suffruticosa

Os Indigoides - indigo e Indirubina foram caracterizados de acordo com o
indice de Retencgdo (RF) — Calculado através da razdo entre a distancia percorrida
pelo composto e a distancia percorrida pelo eluente (BIAGI, 1974).

Rf= Dc
De
Rf = indice de Retencéo

Dc = Distancia Percorrida pelo Composto

De = Distancia Percorrida pelo eluente

4.7 Ensaio Toxicoldgico do Indican sintético e natural de folhas de I
suffruticosa sobre Artemia salina

A escolha do teste com A. salina foi baseada nas normas do Comité de Etica
em Animais, onde sugere-se a utilizacdo de técnicas alternativas, substituindo os
animais vertebrados por outros artificios.

Para realizacdo do bioensaio com A. salina foi utilizada a metodologia descrita
por Meyer e colaboradores (1982) com adaptacdes. Os ovos da A. salina foram
colocados para eclodir em uma cuba contendo agua do mar filtrada, na presenca de
luz com lampada de 100 W sendo aerado por um aerador comercial para aquario, o
sistema foi mantido a temperatura ambiente durante 48 horas.

Apoés a eclosao, as larvas foram analisadas quanto a viabilidade (motilidade
normal) e separadas em tubos de ensaio (10 mL), contendo 10 nauplios em cada.
Utilizou-se um foco de luz para melhor visualizagdo do microcrustaceo, a

transferéncia para o tubo foi feita com o auxilio de uma pipeta Pasteur®. O Indican®
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e o Indican de I. suffruticosa foram dissolvidos em &agua marinha, criando uma
solugdo mée com uma concentragdo duas vezes maior que a desejada para o teste.
A solucdo contendo Indican® e o Indican de I. suffruticosa (2,5 mL) foi adicionado em
cada tubo com igual volume de agua marina, fazendo com que as concentracdes
caissem pela metade, obtendo nos tubos 400, 200 e 100 ppm. Foi feito um controle
positivo com agua marinha, os testes foram realizados em quadruplicata.

Os tubos foram mantidos por 24 horas em uma estante, sob temperatura e
iluminacdo ambiente. ApOs esse periodo foi feito a leitura do teste, utilizado uma
lupa e foco de luz para auxiliar. A vitalidade da Artemia foi definida considerando o

movimento do microcrustaceo.

4.8 Micro-organismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram incluidas
cepas bacterianas: Staphylococcus aureus (ATCC-6538, LM-289, LM-197), S.
epidermidis (ATCC-12228) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853, LM-16606, P-
12) e fdngicas: Candida albicans (ATCC-76645, LM-108, LM-P20), Candida
tropicalis (ATCC-13803, LM-6), C. krusei (LM-13, LM-08), Trichophyton rubrum (LM-
640; 600), T. mentagrophytes (LM-02;202) e Microsporum gypseun (ATCC-189)

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo e no
Laboratério de Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em
meios de cultura apropriados, Agar Nutriente - AN para bactérias e Agar Sabouraud
Dextrose - (ASD) para leveduras (DIFCO LABORATORIES/France/USA),
conservadas a 4° C e 35° C.

A suspensao dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da
Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer
340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 108 UFC/mL
(NCCLS, 2000; CLEELAND e SQUIRES, 1991).
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4.9 Meios de Cultura

Os ensaios antimicrobianos foram realizados em meio liquido Caldo
Nutriente-CN para bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/USA) e meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640) para leveduras e dermatofitos
(ACUMEDIA/India). Os meios de cultura foram preparados e usados conforme as

instrugdes de cada fabricante.

4.10 Determinacdo CIM dos compostos: Indican sintético e natural, indigo e
Indirubina de folhas de l.suffruticosa.

A CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo em pocos em duplicata,
utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo em forma de
“U”. Em cada orificio da placa, foram adicionados 100uL do CN para bactérias e
RPMI 1640 para leveduras e dermatofitos, duplamente concentrado. Posteriormente,
100 pL dos compostos: Indican sintético e natural, indigo e Indirubina de folhas de I.
suffruticosa, também duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da
primeira linha das placas. Por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois,
foram obtidas concentracdes de 1024 pg/mL até 4 ug/mL, de modo que na primeira
linha da placa se encontra a maior concentracdo e na ultima, a menor concentracao.
Por fim, foram adicionados 10 pL do indculo dos micro-organismos nas cavidades,
onde cada coluna da placa referiu-se, especificamente, a uma cepa.

Foi feito controle de crescimento do microrganismo no meio de cultura com
Cloranfenicol® (100 pg/mL) para bactérias, Nistatina® (100 Ul) para leveduras e
Fluconazol® (100 pg/mL) para dermatoéfitos. As placas foram seladas e incubadas a
35° C por 24 horas para bactérias e leveduras e a temperatura ambiente, 28-30° C
por 10 dias, para dermatofitos. No ensaio bioldégico com as bactérias, apos 24 horas
de incubacéo, foi adicionado 20 pL de solugcdo do corante resazurina a 0,01 %
(INLAB), conhecido como um indicador colorimétrico de oOxido-reducdo (MANN;
MARKAN, 1998).
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Foi considerada como CIM, a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento das cepas bacterianas usadas nos ensaios, verificado manutencéo da
coloracdo do corante indicador. A CIM do produto sobre as cepas fungicas foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento
fungico verificado nas cavidades, quando comparado com o crescimento controle.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (ELOFF, 2009; SOUZA, et
al., 2007). A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada
ativa ou ndo, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade;
600-1500 pg/mL=moderada atividade; acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou
produto inativo (SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al.; 2007).

4.11 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do Indican®
sobre leveduras

Para determinar a CFM, aliquotas de 1 yL da CIM, CIM x 2 e CIM x 4 foram
inoculadas em placas contendo Agar Sabouraud-Dextrose (ASD). Apos 48 horas de
incubacgéo foi realizada a leitura para avaliar a CFM, com base no crescimento ou
nao das leveduras. A CFM foi definida como a menor concentracdo do produto que
inibiu o crescimento total ou ocorreu crescimento inferior a trés Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC), resultando em 99,9% de atividade fungicida
(ERNST et al., 1996; ESPINEL-INGROFF et al., 2002). Os ensaios foram realizados
em duplicata e o resultado expresso pela média geométrica dos valores de CFM
obtidas nos dois ensaios (CLEELAND & SQUIRES, 1991; ELOFF, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metanolico de folhas de I. suffruticosa foi submetido a um estudo
fitoquimico para obtencdo de derivados indigoides. Neste processo extrativo foi
utilizada cromatografia de camada delgada e coluna sendo 0s compostos
identificados e caracterizados por valores de indice de retencédo (RF). Os compostos
naturais: Indican, indigo e Indirubina e o Indican sintético foram utilizados nas

atividades bioldgicas.

5.1 Indican, indigo e Indirubina folhas de I. suffruticosa

As figuras 5 e 6 demonstram a obtencdo dos compostos: Indican, Indigo e
Indirubina a partir do extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa.

O extrato metandlico (5g) quando submetido a Cromatografia de Coluna (CC)
revelou a presenca de fracdes de coloracdo marron contendo Indican (1- fracdo com
indican), azul (2-indigo) e rosa (3- indirubina). As quarenta e duas (42) fragdes foram
reunidas e identificadas por CCD.

1 - Fragéo
contendo
Indican

2 - indigo Indirubina - 3

Figura 6. Indigéides de folhas de I.
suffruticosa. 2- indigo; 3- Indirubina.
Fonte: Autor

Figura 5. Fracdo contendo Indican.
Fonte: Autor

Os cromatogramas revelaram a presenca do Indican natural e dos indigoides
indigo e Indirubina (Figuras 7 e 8). Obtendo um rendimento final 20 mg (Indican), 16
mg (indigo) 18 mg (Indirubina). O derivado Indican foi identificado pela presenca de
derivados indigoides comparados com o padréo (P), o indigo e indirubina foram
identificados e caracterizados através dos valores dos indices de retencéo (Rf) 0.75

e 0.5 respectivamente. Nossos dados corroboram com o0s descritos por Vieira
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(2011) que identificou essas mesmas moléculas da espécie | suffruticosa através
dos indices de retencdo. Recentemente Lima et al (2014) realizou um Estudo
fitoquimico do extrato de aquoso de folhas da mesma espécies demonstrando a

presenca do composto Indican.

1- indigo Rf 0,75
2 - Indirubina Rf 0,5
e
Figura 7. Padréo do Indican. Figura 8. Cromatograma do extrato
Fonte: Autor metandlico de folhas de I. suffruticosa. 1 —

Indigo/ 2- Indirubina.
Fonte: Autor

l. suffruticosa e Polygonum tinctorum séo espécies vegetais que sdo capazes
de produzir indigo e indirubina, pois apresentam o metabdlito precursor Indican,
armazenado nas suas folhas. O armazenamento dessa molécula esta relacionado
com o grau de maturacdo e do desenvolvimento de cloroplastos (SANDOVAL,;
MENDEZ; CARDADOR, 2010).

Estudos relatam que a atividade da enzima Beta-glucosidase, responsavel por
converter Indican em Indoxil, originando posteriormente as moléculas Indigo e
indirubina, apresenta mais atividade nas plantas frescas do que nas folhas secas e
semi-secas e que a acao dessa enzima diminui com calor e desidratacéo
(CHANAYATH; LHIEOCHAIPHANT; PHUTRAKUL, 2002).

5.2 Efeito toxicoldégico dos compostos Indican sintético e natural de folhas de I.
suffruticosa sobre A. salina.

Os resultados dos ensaios toxicoldgicos do indican e o indican de folhas de I.

suffruticosa estdo registrados nas tabelas 2 e 3.
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O Indican® e o Indican de folhas de I. suffruticosa foram testados nas
concentractes 100, 200 e 400 ppm sobre A. salina. Os compostos apresentaram
baixa ordem de toxicidade com, viabilidade de 99% das larvas de A. salina em
presenca ao composto sintético e 98% das larvas em presenca ao Indican de I.
suffruticosa.

Tabela 2- Efeito Toxicoldgico do Indican® sobre A. salina.

*A. salina Indican (ppm)
*Controle 100 200 400
10 10 10 9
10 10 10 10
10 10 10 10
10 10 10 10

** Agua do mar; * N — 160 A. salina

Tabela 3- EfeitoToxicologico do Indican natural de folhas de I. suffruticosa sobre A.

salina.
*A. salina Indican de I. suffruticosa (ppm)
**Controle 100 200 400
10 10 9 10
10 10 10 10
10 10 10 10
10 10 10 9

** Agua do mar; * N — 160 A. salina.

7

O ensaio da A. salina € utilizado rotineiramente na investigacdo de efeitos
toxicolégicos de extratos e substancias puras. Siqueira e colaboradores (1998)
validaram em seu trabalho a confiabilidade do teste com A. salina, ao apresentar
resultados semelhantes do bioensaio realizado com crustaceo e a toxicidade de
substancias identificadas na literatura como ativas contra células tumorais
(MOREIRA, 2003).

Lima et al (2015) demonstrou que o extrato metanolico da casca de Croton

rhamnifolioides foi testado nas concentragbes (500, 250 e 125 pg/mL) sobre A.
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salina, mostrando a viabilidade de (27,5, 82,5 e 100%) respectivamente. Esse
resultado mostra que o extrato metanolico do Croton rhamnifolioides apresenta
moderada toxicidade (LCso de 486.59 pg/mL) frente A. salina.

Os nossos resultados demonstram que 0 composto sintético Indican e o

indican de folhas de I. suffruticosa podem ser bem tolerados no sistema biolégico.

5.3 Atividade antimicrobiana do composto Indican®

No processo de avaliacédo da atividade antimicrobiana do composto Indican®, nas
concentracbes de 4 a 1024 ug/ml pela técnica de microdiluicdo, foi observado que o
composto nao produziu inibicdo sobre as cepas de Staphylococcus e Pseudomonas. Os
resultados da atividade antimicrobiana, obtidos a partir de Indican®, encontram-se

registrado na tabela 4.

Tabela 4 - Atividade Antibacteriana do composto Indican® - Técnica de microdilui¢éo.

Produtos Micro-organismos
Indican® n © n o 0~ N ©m © © © N
/ L > M > 00 j=2e)} o © 0 0n o 0
Hg/m O O N O - =N O™ o © o 4
5© 5 < 5 < EN £ £© £
3 T = T2 5 oY o> Sy
O — — [ S =}
n n ) Py S 5
= a O O O
< Dk ©F c = IS
n< o< o < o
1024 + + + + + + +
512 + + + + + + +
256 + + + + + + +
128 + + + + + + +
64 + + + + + + +
32 + + + + + + +
16 + + + + + + +
8 + + + + + + +
4 + + + + + + +
Cloranfenicol + + - - + - -
(200 pg/mL)
Cepa bacteriana + + + + + + +

- Nao houve crescimento do micro-organismo + Crescimento do micro-organismo

A resisténcia bacteriana aos farmacos é considerada um problema inerente a

terapia antimicrobiana, sendo necessario buscar novas fontes terapéuticas, que
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sejam eficientes no tratamento de infec¢cdes causadas por esses micro-organismos.
Os produtos naturais sdo uma alternativa extremamente viavel, contudo apesar das
plantas servirem de matéria prima para muitos farmacos comercializados, ha poucos
antimicrobianos de origem vegetal (SILVA, et al., 2007).

Na literatura ha relatos de atividade antimicrobiana de extratos organicos e
aqguosos de folhas de |I. suffruticosa. Leite e colaboradores (2006) realizaram
atividade antimicrobiana do extrato aquoso, através do método de difusdo em Agar,
demonstrando atividade do extrato através da formacdo de halo de inibicdo de 10
mm de diametro sobre cepas da espécie S. aureus. Estudo mais recente, testando
extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa contra M. tuberculosis, demonstrou
uma excelente atividade, com baixas concentracdes, a CIM foi determinada como
125 pg/mL.

O aminoécido triptofano sofre acdo de bactérias intestinais se transformando
em indol, &cido piravico e aménia. A molécula indol é conjugada com sulfato e
excretada na urina como indoxil-sulfato, essa conjugacdo acontece no figado,
também mediada por acdo de bactérias. Sendo o Indican precursor da molécula
indoxil, o0 mesmo n&do poderia apresentar acdo bacteriana uma vez que se ISSO
acontecesse a eliminagdo do metabolito indoxil pela urina ndo seria possivel
(DELGADO; RESENDEZ; ORTI, 2014).

[N

O que sugere que a atividade antibacteriana do extrato de I. suffruticosa

D~

decorrente do sinergismo dos compostos quimicos ali presentes, contudo nao

influenciado pelo Indican.

5.4 Atividade antifungica do composto sintético Indican® sobre leveduras

A atividade antifingica contra leveduras esta expressa na tabela 5. As cepas

testadas apresentaram sensibilidade ao Indican®. Nas concentracdes até 256 ug/mL
houve inibicdo do crescimento de cinco (71%) cepas Candida: C.albicans (ATCC-
76645; LM-108, LM-P20) e C. krusei (LM-13; LM-08). A concentragdo 512 pg/mL
inibiu o crescimento de seis (85%) cepas do género Candida, apenas a cepa C.

Tropicalis ndo apresentou sensibilidade ao composto.
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Tabela 5: Atividade Antifingica do composto Indican® sobre cepas do género
Candida.

Composto Micro-organismos
C. C. C. C. C. C. C.
Indican® albicans albicans albicans tropicalis tropicalis krusei krusei
ATCC- LM-108 LM- P20 ATCC-13803 LM- 6 LM-13 LM-08
7664
512 ug - - - + - - -
256 ug - - - + + - -
Nistatina - - - - + - +
(200 Ul/mL)
Cepa + + + + + + +
Fungica

- : Sem crescimento do micro-organismo + : Crescimento do micro-organismo

As Concentracdes Inibitérias e Fungicidas Minimas (CIM - CFM) estédo
expressas nas tabelas 6 e 7 respectivamente. A CIM ficou definida, respectivamente,
na concentracao de 256ug/mL (50%) e 512 pg/mL (85%) das leveduras. E a CFM ficou
determinada nas concentracdes 512 e 1024 pug/mL para as cepas: C. tropicalis LM-6;
C. krusei LM-13; C. krusei LM-08 e C.albicans ATCC-76645; C. albicans LM-108; C.

albicans LM-P20 respectivamente.

Tabela 6- Concentragdo Inibitéria Minima — CIM (ug/mL) do Indican® sobre
leveduras - Técnica de microdilui¢ao.

Micro-organismos
C. albicans C.albicans C.albicans  C.tropicalis C. krusei C. krusei

Indican® ATCC- LM-108 LM-P20 ATCC- LM-08 LM-13
76645 13803
1024 - - - - - -
512 - - - - - -
256 - - - + - -
128 - + + + - -
64 + + + + + +
32 + + + + + +
16 + + + + + +
8 + + + + + +
4 + + + + + +
Nistatina - - - + - +
Cepa + + + + + +
Fungica

-: Sem crescimento do microrganismo  +: Crescimento do micro-organismo
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Tabela 7- Concentragdo Fungicida Minima — CFM (ug/mL) do composto Indican®
sobre leveduras - Técnica de microdiluig&o.

Indican® Cepas

C. tropicalis LM - 6
512 pg/mL C. krusei LM - 13
C. krusei LM - 08

C.albicans ATCC -76645
1024 pg/mL C. albicans LM - 108
C. albicans LM - P20

O resultado obtido da atividade antifiungica do Indican® sobre espécies de
leveduras através da CIM pode ser considerado de O6tima atividade bioldgica,
levando em consideracdo o0s parametros estabelecidos por Sartoratto e
colaboradores (2004) e Houghton et al. (2007).

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Indican® sobre
dermatdfitos dos géneros Trichophyton e Microsporum esti expressa na tabela 8.
Os resultados mostraram que na concentracdo 512 pg/mL apenas a cepa T. rubrum
(LM-600) foi resistente e em 1024 pug/mL houve inibicdo do crescimento de todas as

cepas testadas.

Tabela 8: Concentracdo Fungicida Minima (ug /mL) do composto Indican® sobre
dermatofitos.

Micro-organismos

Indican® T. rubrum T. rubrum T. T. M. gypseun
(ng/mL) LM-640 LM-600 mentagrophytes mentagrophytes  ATCC-189
LM-02 LM-202
1024 - - - - -
512 - + - - -
256 + + + + +
128 + + + + +
64 + + + + +
32 + + + + +
4 + + + + +
Fluconazol - - - - -
Cepa + + + + +
fingica

- Sem crescimento do microrganismo  +: Crescimento do micro-organismos.
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Este estudo corrobora com os dados da atividade antifingica do extrato
aguoso de folhas de I. suffruticosa (LEITE et al. 2006). Estudo fitoquimico
demonstrou a presenca do composto Indican no extrato aquoso de folhas da mesma
espécie, posteriormente o composto foi isolado e testado em atividades bioldgicas
(LIMA, et al. 2012).

Estudos envolvendo Indican® sédo escassos na literatura, ndo foi possivel
encontrar nenhum trabalho sobre atividade antimicrobiana do composto, tornando

este ensaio inédito.

5.5 Atividade antifungica do Indican natural de folhas I. suffruticosa

A determinacdo da CIM do Indican de folhas de |I. suffruticosa sobre
dermatofitos dos géneros Trichophyton e Microsporum esta expressa ha tabela 9.
Os resultados mostraram que a concentracdo 1024ug/mL foi capaz de inibir o
crescimento de todas as cepas de dermatofitos testadas, resultado semelhante ao
obtido do Indican®, sugerindo atividade semelhante desses compostos. Onde foi

possivel observar uma atividade inibitéria moderada contra os dermatofitos testados.

Tabela 9- Concentragéo Inibitéria Minima - CIM (ug/mL) do composto Indican de |.
suffruticosa sobre dermatofitos.

Micro-organismos

Indican T.rubrum  T.rubrum T. mentagrophytes T. mentagrophytes M. gypseun
natural LM-640 LM-600 LM-02 LM-202 ATCC-189
(ug/mL)
1024 - - - - -
512 + + + + +
256 + + + + +
128 + + + + +
64 + + + + +
32 + + + + +
4 + + + + +
Fluconazol - - - - -
Cepa + + + + +
fungica

- ndo houve crescimento do micro-organismo +: crescimento do micro-organismo

Maranh&o (2008) evidenciou o efeito do Indican de folhas de I. suffruticosa

sobre linhagens celulares, demonstrando inibicdo do crescimento celular em
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camundongos portadores de Sarcoma 180. Lima et al.,, (2014) sugere em seu
trabalho atividade anticancerigena e hepatoprotetora desse alcaloide.

Trabalhos reportando atividade antimicrobiana do indican de |. suffruticosa,
nao foram encontrados na literatura, contudo foi possivel verificar que tanto o
extrato aquoso de |. suffruticosa (LEITE, et al 2006) como os compostos Indican® e

Indican natural apresentam atividade contra espécies de dermatofitos.

5.6 Atividade antifungica do indigo de folhas de I. suffruticosa.

A determinacdo da CIM do Iindigo de folhas de |. suffruticosa sobre
dermatdfitos dos géneros Trichophyton e Microsporum esta expressa na tabela 10.
Os resultados mostraram que a concentracdo 256 pg/mL néo foi ativa apenas sobre
a cepa T. mentagrophytes (LM-202), contudo a concentragdo 512 pg/mL foi capaz
de inibir o crescimento de todas as cepas de dermatdfitos testadas, evidenciando

uma Otima atividade biologica.

Tabela 10 - CIM (ug/mL) do indigo de I. suffruticosa sobre dermatofitos.

Micro-organismos

Indigo T.rubrum  T.rubrum T. mentagrophytes T. mentagrophytes M. gypseun

(ng/mL) LM-640 LM-600 LM-02 LM-202 ATCC-189
1024 - - - - -
512 - - - - -
256 - - - + -
128 + + + + +
64 + + + + +
32 + + + + +
4 + + + + +
Fluconazol - - - - -
Cepa + + + + +

fingica

-: ndo houve crescimento do micro-organismo +: crescimento dos micro-organismos.

A atividade do indigo foi semelhante ao do farmaco padrédo Fluconazol® em
concentracbes mais baixas, o que sugere que esse composto apresenta atividade
contra dermatéfitos melhor que o farmaco comercial. Chiang, et al (2013) comprovou
a atividade antimicrobiana do indigo naturalis, originario de Strobilanthes formosanus

Moore, sobre cepas de Staphylococcus spp. e onicomicoses ndo-dermatofitos.
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Alcaldides inddlicos isolados de Isatis costata também demonstraram
atividade antifangica sobre dez cepas de fungos, apresentando os melhores
resultados sobre os dermatéfitos Trichophyton simii e Trichophyton schoen leinii em
gue houve uma inibicdo do crescimento de 80% e da levedura Candida albicans que
apresentou inibicdo de 69% (FATIMA et al., 2007).

Estudos realizados com tecidos tingidos com indigo natural extraido de
plantas demonstraram que o0 mesmo apresenta atividade bactericida maior do que
indigo sintético (ARIIZUMI, 2004).

5.7 Atividade antifungica da Indirubina de folhas de I. suffruticosa

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da Indirubina de
folhas de I. suffruticosa sobre dermatofitos dos géneros Trichophyton e Microsporum
esta expressa na tabela 11. O composto ndo apresentou atividade sobre as cepas
de dermatofitos, testadas nas concentragbes de 4 - 1024 ug/mL, sendo, portanto,

inativo para esses fungos.

Tabela 11- Concentracéo Inibitéria Minima - CIM (ug/mL) da Indirubina de folhas de
I. suffruticosa sobre dermatofitos.

Micro-organismos

Indirubina T.rubrum  T.rubrum T. mentagrophytes T. mentagrophytes M. gypseun

(pg/mL) LM-640 LM-600 LM-02 LM-202 ATCC-189
1024 + + + + +
512 + + + + +
256 + + + + +
128 + + + + +

64 + + + + +

32 + + + + +

4 + + + + +

Fluconazol - - - - -

Cepa + + + + +
fingica

- ndo houve crescimento do micro-organismo +: crescimento do micro-organismos.

Nossos dados diferem de Srivastav (2014), que isolou indirubina de folhas de
Wrightia tinctoria e demonstrou atividade contra dermatofitos Epidermophyton
floccosum, obtendo MIC de 6,25 ug/mL, Trichophyton rubrum e Trichophyton
tonsurans (CIM 25 ug/ml); Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton simii (CIM



52

50 ug/ml). Neste trabalho foi possivel observar, atividade da indirubina contra
espécies fungincas nao-dermatéfitas (Aspergillus niger, Candida albicans, e
Cryptococcus sp.), através de um intervalo de MIC 0,75-25 ug/ml.

Ponnusamya, et al (2010) também testaram o composto Indirubina de
Wrightia tinctoria contra cepas fungicas, o composto apresentou CIM de 25 g/ml
contra Trichophyton rubrum e T. tonsurans e 50 g/ml para T. mentagrophytes e T.
simii. Para Epidermophyton floccos e Aspergillus niger foi observado CIM de 6,25
g/ml. O antifingico padrdao Fluconazol apresentou CIM de 25 g/ml contra
Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes

Os trabalhos realizados por Leite e colaboradores (2006) demonstraram de
forma mais detalhada o perfil de sensibilidade e resisténcia de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos leveduriformes e filamentoso a extratos e

fracGes peptidicas, respectivamente, de I. suffruticosa.
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6 - CONCLUSAO

6.1 Efeito Toxicoldgico

Os compostos Indican: sintético natural de folhas de I. suffruticosa, nas doses
testadas, apresentaram baixa ordem de toxicidade sobre A. salina. Sugerindo que os

compostos podem ser bem tolerados no sistema bioldgico.

6.2 Atividade Antimicrobiana

O Composto Indican® apresentou o6tima inibicdo do crescimento: contra
Candida; moderada contra Trichophyton e Microsporum e néo inibiu o crescimento
de Staphylococcus e Pseudomonas.

Os compostos naturais indigo e Indican de folhas de . suffruticosa
apresentaram Otima e moderada atividade inibitéria do crescimento
respectivamente, frente a Trichophyton e Microsporum.

O Indican® apresentou atividade antifingica frente a dermatéfitos um pouco
melhor que o Indican natural de folhas de I. suffruticosa.

Os compostos Indican (sintético e natural) apresentaram atividade contra
dermatofitos semelhante ao antifingico padrédo utilizado na clinica.

O estudo revela que os compostos: Indican®, Indican e indigo de folhas de |.

suffruticosa podem ser promissores no tratamento de dermatites.
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7 — PERSPECTIVAS

Testar os compostos Indican (sintético e natural) contra cepas e micro-

organismos diferentes.

Avaliar o efeito toxicolégico dos compostos Indigo e Indirubina de folhas de |.

suffruticosa.
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