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RESUMO

Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae), popularmente conhecida como anil, ocorre em
abundancia no nordeste brasileiro e tem intenso uso popular no tratamento de infeccdes,
inflamacdes e outros processos, sem relatos de efeitos colaterais nocivos ao ser humano.
Para explorar o potencial desta planta e dar um embasamento cientifico a sua utilizacéo,
desenvolveu-se este trabalho experimental realizando estudos farmacogndstico e
bioldgico de folhas de I. suffruticosa sobre ovos, larvas e mosquitos de Aedes aegypti. O
material da pesquisa foi obtido a partir de um screening fitoquimico de folhas onde
foram evidenciados os protocolos extrativos para identificar e isolar moléculas
majoritarias presentes na espécie. Os derivados indigdides indigo e indirubina foram
caracterizados pelo indice de retencdo (RF), Ressonancia Magnética Nuclear de prétons
(RMN-'H) e espectroscopia na regido do Ultravioleta/Visivel (UV-Vis). No teste
embriotéxico com ovos tratados com extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa nas
concentragOes de 250, 500, 750, 1000ug/mL a ecdise foi observada durante 7 dias
(24/24h). O desenvolvimento embrionario de larvas de A. aegypti no primeiro estadio
(L1) foi observado de 0 a 72h utilizando concentracfes de 250 a 1000ug/mL do extrato
aquoso e metanolico de folhas de I. suffruticosa. O estudo morfoldgico foi realizado ao
microscopio optico (200x) e foi analisada a regido anterior do intestino médio de larvas
de A. aegypti tratadas com extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa (250ug/mL). O
extrato aquoso (4,2%) mostrou a presenca de derivados cinamicos, iriddides,
leucoantocianidina e indigdides. No metandlico (3,9%) foi detectada a presenca de
iridoides, B-sitosterol, B-amilina, leucoantocianidina, flavonoides, acucares redutores,
derivados cindmicos e indigoides. A Cinética de Hidrolise do extrato aquoso revelou
uma menor banda do indican em 10min, em 20min maior concentragcdo e em 30min
auséncia de indican. Do extrato metandlico foram obtidas duas fracGes: metandlica
(MeOH) e diclorometano (CH,Cl,). Da MeOH foi isolado o composto quimico indican.
Da CH,CI, foram isolados os compostos indigo e indirubina. Estes compostos foram
caracterizados confirmando a formula molecular C16H1I0N202. Na atividade
embriotoxica com ovos tratados com extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa
nenhuma eclosdo foi observada, porém o grupo controle apresentou um percentual de
eclosdo de 35%. Aproximadamente 93,3% das larvas (L1) tratadas com extrato aquoso
(250ug/ml) apresentaram desenvolvimento até o segundo estadio (L2), por outro lado,
nas outras concentracdes (500, 750 e 1000ug/mL) o efeito inibitdrio foi mais baixo com
percentuais de 20%, 53,3%, 46,6% respectivamente. No grupo controle 93,3% das
larvas passaram para o estadio L4. Com o extrato metandlico a atividade embriotoxica
sobre larvas ndo foi significativa. A observacdo morfoldgica do intestino anterior das
larvas tratadas com extrato aquoso (250ug/ml) mostrou alteragbes na estrutura do
envelope peritréfico, apresentando uma descontinuidade do epitélio subjacente,
aumento do limen intestinal e segmentos com aspectos hipertroficos em comparacao
com as larvas controle. O extrato aquoso apresentou atividade deterrente sobre fémeas
de mosquitos A. aegypti, reduzindo significativamente a postura de ovos. Esta pesquisa
demonstrou que a espécie I. suffruticosa é eficaz no controle do vetor da dengue e na
sequéncia dos estudos, podera ser utilizada nas areas médica e farmacéutica.

Palavra-Chaves: Indigofera suffruticosa. Extrato aquoso. Indican. indigo. Indirubina.
Atividade embriotoxica. Atividade deterrente. Aedes aegypti.



ABSTRACT

Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae), popularly known as anil, occurs in abundance in
northeastern Brazil and has intensive popular use in the treatment of infections, inflammation
and other processes, with no reports of harmful side effects to humans. To explore this plant and
give a scientific basis to use, this experimental work was developed to perform biological and
pharmacognostical experimental studies of pharmacognosy of 1. suffruticosa on eggs, larvae and
mostquitoes of Aedes aegypti. The research material was obtained from a phytochemical
screening of leaves with extractive protocols to identify and isolate molecules present in the
majority species. The indigoids indigo and indirubin were characterized by the retention index
(RF), Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR) and spectroscopy of the Ultraviolet /
Visible (UV-Vis). In testing embryotoxic with eggs it was used aqueous extract of leaves of 1.
suffruticosa in concentrations of 250, 500, 750, and 1000ug/mL and the ecdysis was observed
for 7 days 24/24h. The embryonic development of larvae of A. aegypti in the first stage (L1)
was observed from 0 to 72 h using concentrations of 250 to 1000ug9/mL of aqueous and
methanolic extracts of leaves of I. suffruticosa. The morphological study was performed under
an optical microscope (200x) and it was analyzed the anterior midgut of larvae of A. aegypti
treated with aqueous extract of leaves of I. suffruticosa (250p9/mL). The aqueous extract
(4.2%) showed the presence of cinnamic derivatives, iridoids, leucoanthocyanidins and
indigoids. In methanol (3.9%) it was detected the presence of iridoids, p-sitosterol, -amylin,
leucoanthocyanidins, flavonoids, reducing sugars, cinnamic derivatives and indigoids. Kinetics
of Hydrolysis of the aqueous extract showed a smaller band of indican in 10min, 20min at
higher concentration and in 30min no indican. From the methanol extracts two fractions were
obtained: methanol (MeOH) and dichloromethane (CH,CI,). MeOH was isolated from the
chemical compound indican. From the CH,CI, the compounds indigo and indirubin were
isolated. These compounds were characterized confirming the molecular formula C,zH;oN,O..
In embryotoxic test performed with the agueous extract of leaves of I. suffruticosa no hatching
of eggs was observed, but the control group showed an eclosion rate of 35%. In testing
embryotoxic with larvae, approximately 93.3% of larvae treated with the concentration of
aqueous extract (250p9/mL) showed development until the second stage (L2), on the other
hand, other concentrations (500, 750 and 1000,9/mL) the inhibitory effect was lower with rates
of 20%, 53.3%, 46.6% respectively. In the control group 93.3% of the larvae changed to the L4
stage. The embryotoxic activity with the methanol extract on larvae was not significant. The
morphological observation showed changes in the structure of the peritrophic envelope, so the
larvae showed a discontinuity in the underlying epithelium, increased intestinal lumen and
hypertrophied segments as compared to control larvae. L1 larvae in the presence of methanol
extracts in concentrations of 250, 500, 750 and 1000g9/mL and distilled water (control group)
had normal development until the L4 stage representing possible ways when compared with
those under the effect of aqueous extract. The extract showed deterrent activity on mosquito A.
aegypti, reducing significantly the egg-laying by females. This research demonstrated that the
species I. suffruticosa is effective in combating dengue vector and following the studies could
be used in the medical and pharmaceutical industries.

Key words: Indigofera suffruticosa. Aqueous extract. Indican. Indigo. Indirubin.
Embryotoxic activity. Deterrent activity. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacolédgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. A avaliacdo do potencial terapéutico de
plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcaloides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc, tem sido objeto de incessantes
estudos, onde j& foram comprovadas as a¢Ges farmacoldgicas através de testes pré-
clinicos com animais (HAVSTEEN et al., 1983; CALIXTO et al., 1990). Muitas destas
substancias tém grandes possibilidades de futuramente virem a ser aproveitadas como
agentes medicinais.

Entre os diversos exemplos de substancias oriundas de plantas podemos
mencionar a forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos
contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores, a artemisinina, presente em
Artemisia annua, que exerce potente atividade antimalarica, e o diterpeno
anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus, que apds sua sintese em
escala industrial, ja se encontra disponivel no mercado farmacéutico, constituindo-se
numa grande esperanca para pessoas portadoras de cancer nos ovarios e pulmdes
(MONTELLANO, 1975).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais
aspectos que deve ser observado consiste nas informacdes da medicina popular. Dados
da literatura revelam que é muito mais provavel encontrar atividade bioldgica em
plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao
acaso (BUCHI, 2002).

O vasto registro literario e folclorico acerca de plantas medicinais usadas de

forma seletiva para o controle de uma diversidade de doencas revela a habilidade da

1



Vieira, J.R.C. Investiga¢cdo Farmacogndstica e Bioldgicas de folhas de Indigofera suffruticosa Mill sobre Aedes aegypti

natureza em produzir uma grande variedade de substancias quimicas funcionando como
auténtico “laboratdério natural”. Aqui vale registrar a enorme importancia que isso
assume quanto ao aspecto econémico e temporal para elaboragdo de screening de
plantas capazes de fornecer estruturas basicas possuidoras de atividade farmacoldgica
ou por modificacdo quimica de seus compostos ativos (BALANDRIN et al., 1985).

As substancias produzidas pelas plantas podem ser muito similares aquelas
sintetizadas em laboratério pelo homem, porém, podem ser menos toxicas devido as
baixas concentracfes encontradas nos vegetais ou pela interacdo direta ou indireta com
outras substancias existentes na planta. Esse conceito conferido aos chas e infusdes deve
ser revisto, pois se houver ingestdo em excesso, ou se alguns componentes forem
nocivos ao homem, os efeitos indesejados serdo idénticos ou ainda piores que dos
remédios sintéticos utilizados para tratar uma determinada doenca (HIRONO et al.,
1978; ABBOT, 1988). O fato de a populacdo recorrer as propriedades curativas de
algumas plantas despertou o interesse de muitos investigadores com o intuito de
compreender e poder utilizar a natureza como recurso terapéutico, porém, com
seguranca e racionalidade. Além do metabolismo primario, responsavel pela producao
de celulose, lignina, proteinas, lipidios, acucares e outras substancias que realizam suas
principais funcbes vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo
secundario, do qual resultam substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas
em pequenas quantidades. Entretanto, a despeito desta baixa producdo, deve ser
destacado que as plantas produzem outras substancias, as quais atuariam como agentes
defensivos na luta contra predadores, a exemplo de microorganismos patogénicos,
insetos e animais herbivoros (BRANTBER e GREIN, 1994). Assim, a existéncia desta
riqueza de metabdlitos secundarios poderia ser explicada pelo fato das plantas estarem

enraizadas no solo, isto é, ndo podem se deslocar para defender-se de predadores, mas

2
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podem lancar médo destas substdncias como uma resposta de adaptacdo ao meio
ambiente e aos possiveis ataques dos animais e insetos. Pode acontecer também, em
diversas situacOes de estresses bidticos e abidticos, a ativacdo de novas rotas
biossintéticas a partir de metabolitos primarios, desencadeando a produgdo de
substancias quimicas com grande variabilidade estrutural (ABBOT, 1988).

Com o objetivo de possibilitar uma melhor compreenséo do tema o Laboratério
de Cultura de Células do Departamento de Histologia e Embriologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e o Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Farmacia
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) vém
desenvolvendo experiéncias com plantas medicinais da flora nordestina. Como
exemplo, pode-se citar trabalhos relacionados a planta Indigofera suffruticosa Mill.

Indigofera suffruticosa Mill é uma planta da familia Fabaceae originaria da
india, comum em toda regi&o tropical e subtropical. E uma leguminosa utilizada na
adubacdo verde e cobertura dos solos. No Brasil, & encontrada praticamente em todo
pais, é uma forrageira anual ou perene adaptada a regido do sertdo Pernambucano. O
uso na medicina popular é indicado para dores articulares e nevralgicas, distdrbios
circulatérios, afeccdo das vias respiratorias, inflamacdo aguda da pele e hemorragias
nasais. As infusdes das folhas e raizes sdo consideradas antiespasmodicas, diuréticas,
estomaquicas, febrifugas, purgativas e sedativas. As folhas machucadas sdo utilizadas
topicamente contra sarna, e as raizes e sementes secas sdo reduzidas a po, para afugentar
insetos (BRAGA, 1976; MATOS, 1999; CHANAYATH et al.,, 2002). Estudos
farmacologicos mostraram que a planta apresenta acdo toxicologica e toxicogenética
(RIBEIRO et al., 1991). Pesquisas recentes tém sido realizadas para explorar o potencial
desta planta e dar uma base cientifica a sua utilizacdo (LEITE et al., 2003, 2004, 2006;

VIEIRA et al., 2007). A diversidade de informacéo sobre o assunto leva a formulacédo
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da hipdtese sobre a investigagdo farmacogndstica da planta e ou sua eficacia terapéutica.
Para comprovar estes dados, objetivou-se caracterizar e isolar compostos quimicos de
folhas de I. suffruticosasa, como também investigar as acfes embriotoxica e deterrente

sobre o A. aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS
2.1.1 Contribuir para o conhecimento sobre a composicdo quimica de folhas de I.
suffruticosa.
2.1.2 Investigar atividades bioldgicas de folhas de Indigofera suffruticosa sobre ovos,

larvas e mosquitos de Aedes aegypti.

2.2 ESPECIFICOS

2.2.1 ldentificar, isolar e caracterizar constituintes quimicos de folhas de I. suffruticosa.
2.2.3 Estudar os efeitos da embriotoxicidade in vitro do extrato aquoso e metandlico de
folhas de I. suffruticosa em ovos e larvas de Aedes aegypti.

2.2.4 Observar morfologicamente os efeitos do extrato aquoso de Indigofera
suffruticosa sobre larvas de Aedes aegypti.

2.2.5 Avaliar a atividade deterrente do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa sob

mosquitos de Aedes aegypti.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE Indigofera suffruticosa Mill

Dentre os numerosos géneros da familia Fabaceae, encontra-se aquele
denominado Indigofera. A origem provém da palavra alema - indigo que significa
producdo de pigmento azul (indigo blue) que pode ser extraido de I. tinctoria e de
outras cinco espécies. Indigofera € um género amplamente distribuido com espécies
ocorrentes na Asia, México, Europa e América (BARROSO, 1984). O uso mais
conhecido e antigo do género Indigofera é a producdo do pigmento azul. No século
XVI1, o pigmento atingiu pre¢o equivalente a 220 ddlares/kg e era mais importante para
os europeus do que o cravo da india. Com a colonizagio, as Américas passaram a ser
grandes fornecedores do pigmento. A inddstria usou o indigo até o inicio do nosso
século quando a producdo sintética de anilina substituiu o pigmento natural. Ainda hoje,
as comunidades do interior do Brasil fabricam e usam o pigmento para colorir roupas de
14 e algoddo. A tecnologia de producédo do pigmento consiste em fermentar as folhas
para liberar o pigmento, produzindo um macerado esverdeado que é coado e
alcalinizado com soda ou cinza, obtendo-se assim o pigmento azul (ALLEN et al.,

1981; RODRIGUES-KABANA et al., 1988).

Indigofera suffruticosa Mill (I. suffruticosa) da familia Fabaceae (Figura
1) é bem representada na regido do Agreste Pernambucano, comum em toda regido
tropical e subtropical (BRAGA, 1985). A Familia Fabaceae é constituida por cerca de
12.000 espécies inseridas em 482 géneros, amplamente distribuidos na natureza. As
espécies sdo uma das maiores em dicotileddneas (BARROSO, 1984). No Brasil, estdo

presentes 88 géneros nativos ou subespontaneos e 19 cultivados. No sensu de Cronquist
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(1981), pertence a subclasse Rosidae que € formada por planta considerada sob ponto de
vista evolutivo como intermediério entre Magnoliidae primitivas e Asteridae avangadas.
Dahlgren (1995) relacionou o padrdo metabolico filogeneticamente nas diversas
subclasses em angiospermas. A partir desses estudos, esse pesquisador expandiu a
classificacdo sistematica de Cronquist/Takthajan, sistema estes que distribuiam as

familias dicotileddnicas em seis ordens, para 25 superordens em Magnoliopsida.

De modo geral, caracterizam-se como ervas anuais e perenes, eretas,
prostadas, difusas ou escandentes, subarbusto, arbustos eretos e arvores de pequeno,
médio e grande porte, com sistema radicular bem desenvolvido e predominancia da raiz
principal sobre suas ramificagdes. Sdo pouco exigentes e crescem em solos de baixa
fertilidade, ocorrendo naturalmente em beira de estradas (BARROSO, 1984). No Brasil
encontra-se registro da espécie nos Estados do Mato Grosso (FERRAZ et al., 1998),
Alagoas (RIBEIRO et al.,1984), Ceara, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Para

(BARBOSA-NETO et al., 2001) e Paraiba (RIET-CORREA, 2000).

Desde 1500 a.C. plantas e seus extratos tém sido reconhecidos como
apresentando atividade anticancer. Entretanto, o estudo sistematico de plantas como
fontes de agentes antineoplésicos somente comecaram com os trabalhos pioneiros de
Hartwell e colaboradores, os quais, pela primeira vez, obtiveram constituintes puros
originados de plantas que foram caracterizados e associados com a atividade

antitumoral do extrato bruto (O’PESSOA, 1992).

Diversos usos medicinais sdo registrados para I. suffruticosa destacando-
se 0 uso das folhas como antiespasmddico, sedativo, estomatico, diurético e purgativo,

antiepiléptico, anticonvulsivante e antiinflamatdrio e da raiz na ictericia. Recentemente,
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efeitos embriotdxicos e atividade antimicrobiana tém sido relatados. Esta planta também
¢ empregada nas mordeduras de cobras e como insetifuga, sendo esta Ultima
propriedade extensiva as sementes ap0s serem pulverizadas (ROIG e MESA, 1974;
ALEJO, 1996; LEITE, 2003, 2004; 2006). Possui propriedades medicinais nos
tratamentos de febres, parasitoses, doencas de pele e problemas cardiacos (ALLEN et

al., 1981).

Figura 1. Arbusto de Indigofera suffruticosa Mill (VIEIRA, 2007).

3.2 FITOQUIMICA

As primeiras investigacdes sobre a bioguimica do género Indigofera
foram desenvolvidas por Miller e Smith (1973), que se referem a espécie I. suffruticosa,
como uma fonte rica em aminoacidos com provaveis ac¢les toxicas, utilizando extratos

de sementes.

A partir de levantamento realizado no banco dados do Natural Products

Alert (NAPRALERT, 2003) e do Chemical Abstracts, foi possivel tracar um perfil onde
8
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se observa a ocorréncia dos alcaloides, polifendis, terpendides e/ou esterdides, agucares

redutores, proteinas e indigoides.

No México, Domingues et al.,1978 realizaram pesquisas iniciais sobre a

fitoquimica, referindo-se aos componentes quimicos de “jiquelite” da I. suffruticosa.

Gustine (1979) verificou a presenca de nitro componente encontrado na

espécie em estudo.

Paiva et al., (1987) realizaram uma analise quantitativa de proteina e fibra bruta de I.

suffruticosa sendo indicada para ser utilizada como forragem para ruminantes.

Kamal, Mangla (1993) investigando diferentes 6rgdos como raiz, caule,
folhas e frutos de 1. suffruticosa identificaram, caracterizaram e quantificaram 6

rotenoides ativos contra larvas de Anopheles e Callosobruchus chinensis adultos.

Foi feita investigagdo referente a fitoquimica do género Indigofera, incluindo as
espécies: |. spicata, I. linnaei. Varios autores isolaram o composto quimico &cido 3-
nitropropandico(AYLWARD et al. 1987, MAJAK et al. 1992). Entretanto, para a
espécie I. suffruticosa o primeiro relato do isolamento do &cido 3-nitropropandico foi

feito por Garcez et al., (1989) e Garcez et al., (2002).

3.3 PIGMENTOS INDIGOIDES (ALCALOIDES BIS-INDOLICOS)

H& mais de quatro milénios praticantes da medicina chinesa tradicional tém
acumulado uma farmacopéia consideravel que ainda é usada na China e em muitas
outras partes do mundo. A ultima enciclopédia de medicina chinesa tradicional (1977)

lista mais de 5.500 fontes naturais
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(82,8 % de plantas) que ddo base para as 100.000-500.000 prescricdes da medicina
tradicional chinesa. Destas, algumas sdo prescritas no tratamento de cancer (HOESSEL

etal., 1999).

Leucemia mieldide cronica e alguns tipos de cancer tém sido tratados com a
receita chinesa tradicional Danggui Longhui Wan, uma mistura de 11 ervas medicinais.
Em 1966, o Institute of Haematology of the Chinese Academy of Medical Sciences
identificou o principio ativo desta mistura. A atividade foi detectada de um ingrediente,
Qing Dai, um po6 azul-escuro preparado das folhas de Indigofera suffrutticosa,
Indigofera tinctoria (Fabaceae), Baphicacanthus cusia (Acanthaceae), Polygonum
tinctorium (Polygonaceae) e Isatis indigotica (Brassicaceae). Este po continha um nivel
alto de corante azul indigo, mas a atividade antileucémica foi atribuida ao corante
vermelho indirubina, isémero do indigo, um componente secundario da mistura

(HOESSEL et al., 1999).

Indigoides pertencem a classe de alcal6ides bis-inddlicos e sdo produtos naturais
que tém uma longa historia em razdo do uso como tinturas (ENSLEY et al., 1983).
indigo foi sintetizado em 1878 e o primeiro processo industrial foi desenvolvido em
1890 (GILLAM et al., 2000). Atualmente, processos envolvendo bactérias
fermentativas sdo utilizados para obtencdo destes corantes para uso comercial. Esses

alcaldides estdo sendo estudados para fins medicinais

(NAM et al., 2005). Alcaloides indigdides séo encontrados em plantas (MAUGARD et
al., 2001), fungos (HOESSEL et al., 1999) e na urina humana (GILLAM et al., 2000).
No corpo humano, o indol é produto do catabolismo do triptofano através de bactérias
do intestino e é absorvido em quantidades significativas. Ele é oxidado para indoxil e

excretado na urina como indoxil (3- hidroxindol) sulfato. Adicional oxidacdo e
10
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dimerizacdo do indoxil levam a formacgdo dos pigmentos indigdides. Em plantas esses
pigmentos sdo caracteristicos das espécies Indigofera (Africa, Asia, América do Sul),
Polygonum tinctorium (China e Coréa) e Isatis tinctoria (Europa) (MAUGARD et al.,
2001). Indigofera e Polygonum contém indicana (indoxil-B-D-glucosideo) que é
precursora dos pigmentos indigoides, enquanto Isatis contém isatana B (indoxil-p-
cetogluconato) como material de partida da biossintese destes metabdlitos (GARCIA-
MACIAS; JOHN, 2004). Quando as folhas envelhecem os precursores séo hidrolisados
e o indoxil é oxidado espontaneamente gerando o indigo. Isatina é gerada paralelamente
ao indoxil. A condensagdo de indoxil com isatina produz indirubina (Figura 2). Assim
ha formacdo de trans-indigo (indigotina) e trans-indirubina (isoindigotina), além de cis-

indigo, isoindigo e cis-indirubina (isoindirubina) (MAUGARD et al., 2001).

11
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Figura 2. Biossintese dos pigmentos indigoides (alcaldides bis-inddlicos)
em plantas (MAUGARD et al., 2001).
Com base nas informacBes sobre a composicdo quimica de Indigoffera
ocorrentes na China, Deng (1981 e 1986), isolou e caracterizou o indigo e a indirubina.
O complexo indigo, um po a base das folhas da I. suffruticosa, casca de Phellodendro

chinese e bile de porco € utilizado para o tratamento da tuberculose dos nodulos de
12
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linfoma cervical. Os resultados experimentais mostraram que o complexo indigo produz

um efeito leucogénico (LIU; HE, 1991).

Estudos preliminares mostraram que a purificacdo do precursor do indigo foi
feita por meio de coluna cromatogréfica. O extrato metanolico foi submetido a
cromatografia em coluna de silica gel e posteriormente fracionado em coluna de
Sephadex LH20, foi obtido o Isatan B, o derivado direto do Indican e o Isatan A, maior

precussor do indigo (OBERTHUR, 2004).

indigo e Indirubina s&o derivados da oxidac&o e dimerizacdo do indoxil e isatin
e liberados pelo composto precursor, indican. Tanto o indigo quanto indirubina podem
ser obtidos por extracdo metanolica de acordo com aumento da polaridade (BALFOUR-

PAUL, 1998).

3.4 ATIVIDADE EMBRIOTOXICA

A embriotoxicidade € um ensaio experimental de cultivo de embrides. Este
processo consiste na identificacdo das alteragcdes nos estagios embrionarios de mérula e
blastocisto que estdo diretamente associados com o desenvolvimento filogenético e

processos patoldgicos (BIGGERS et al., 1971).

O mosquito transmissor da dengue, denominado Aedes aegypti, foi
provavelmente originario da Etidpia. Esse inseto adquiriu grande capacidade de
adaptacdo ao domicilio humano, acompanhando os povos em suas migracGes pelos
continentes. Aedes aegypti reproduz-se em reservatorios de aguas limpas, estritamente
no ambiente domiciliar, distanciando-se poucos metros das habitagdes humanas, razdo
pela qual geralmente ndo é encontrado em é&reas rurais brasileiras, onde as casas

aparecem isoladas (VAREJAO et al., 2005).
13
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Apesar dos avangos nas técnicas utilizadas para seu controle durante as Gltimas
décadas, o mosquito Aedes aegypti continua causando graves problemas de salde
publica (GUSMAO et al., 2002). A vacina contra a dengue ainda estd em
desenvolvimento e o controle do vetor é a Unica medida pratica tendo em vista a
reducdo da doenca (POUPARDIN et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o intestino do inseto é alvo de muitos compostos
inseticidas. A microscopia eletronica de transmisséo de larvas de A. aegypti tratados
com extrato aquoso de Derris urucu mostrou alteracdes histoldgicas no intestino, e a
mortalidade larval foi associada a danos na matriz peritréfica (GUSMAO et al., 2002).
A matriz peritrofica dos insetos € constituida por proteinas, glicoproteinas,
proteoglicanos e quitina (MILLER; LEHANE, 1993) e sua integridade é importante nos
processos digestivos, bem como na prote¢do contra a invasdo por microorganismos e
parasitas (TELLAM et al., 1999). As plantas tém sido avaliadas como fontes de
inseticidas naturais contra A. aegypti bioensaios com larvas tém sido realizados
utilizando larvas em terceiro (L3) e quarto (L4) estddios ou comparando o efeito de
extratos de plantas sobre o desenvolvimento larval de L1-L4 (MURUGAN et al., 2007).
Estudos tém abordado a possibilidade de utilizar a técnica de cultura de embrido como
um ensaio para o potencial embriotdxico de compostos xenobidticos (MURUGAN et
al.,2007).

3.5 DETERRENTES ORGANICOS

Uma substéncia deterrente ou repelente é aquela que impede a alimentagdo do
inseto, levando-o a morte. De acordo com Isman (2006), a deterréncia é um distdrbio
que esta associado a mecanismos sensoriais e causa reducdo do consumo de alimento,

provocando deficiéncia nutricional. A falta de nutrientes, por sua vez, pode ocasionar

14
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atraso no desenvolvimento ou deformagfes. Da mesma forma, a ocorréncia de
deformacdes ou deficiéncia nutricional, diminui também a capacidade de movimentacao
do inseto, na procura por alimentos de melhor qualidade ou de locais para abrigo ou
reproducdo, tornando-o também mais suscetivel ao ataque de inimigos naturais. Alguns
fitoquimicos apresentam atividade deterrente, tal como a rotenona, descrita por Simdes,

1998.

Vérias sdo as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de
origem natural contra insetos (MULLA; TIANYUM, 1999). De uma maneira geral, a
pesquisa inicia-se com extratos brutos de plantas preparados com diversos solventes,
tais como hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua. Em seguida, os
extratos ativos sao fracionados através de métodos cromatograficos e as fracdes obtidas
sdo testadas novamente, repetindo-se o0 processo até a obtencdo do(s) composto(s)

ativo(s) (SHAALAN et al.,2005).

Se a concentragdo letal excepcionalmente baixa é detectada, o extrato pode ser
fracionado para extrair o componente quimico responsavel pelo efeito. Fragcfes isoladas
do mesmo extrato podem ter diferentes atividades larvicidas, pois contém diferentes
fitoquimicos. No entanto, alguns compostos, quando testados de forma isolada,
apresentam baixa eficécia, sugerindo efeito sinérgico entre as substancias presentes no
extrato, indicando que a associagdo destas substancias é a responsavel pela mortalidade

obtida nos testes realizados (SHAALAN et al., 2005).

Os reguladores de crescimento de insetos formam um grupo de inseticidas de
nova geracdo que causam modificacbes fisiologicas e morfoldgicas durante o

desenvolvimento do inseto. Este grupo é mais conhecido pela sigla IGR (Insect Growth

15
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Regulator). Os IGRs surgiram na década de 1970 como novo grupo de inseticidas de
acdo mais especifica e menor toxicidade para os mamiferos do que os outros inseticidas
pois atuam seletivamente ao interromper o desenvolvimento e crescimento ao invés de
promover a intoxicacdo direta (SILVA; MENDES, 2002). Estes produtos sdo mais
seguros e eficientes dentre os inseticidas disponiveis. A seguranca reside no fato de que
os hospedeiros mamiferos ndo possuem horménios juvenis ou receptores destes
hormdnios. Extratos botanicos possuem substancias reguladoras do crescimento que
podem atuar sobre o periodo de desenvolvimento, crescimento, emergéncia de adultos,

fecundidade, fertilidade e ecloséo de ovos dos insetos (SHAALAN et al. 2005).
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ESTUDO | - FARMACOGNOSTICO
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4 MATERIAIS E METODOS-ESTUDO |

4.1 COLETA DE MATERIAL VEGETAL

O vegetal foi coletado na fase adulta, no periodo de floragcdo. 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 da UFPE onde foi
efetuada a herborizacdo. Aqueles destinados aos protocolos fitoquimicos foram
acondicionados em saco plastico, procedendo-se seu encaminhamento ao laboratério de
farmacognosia do Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE) para as operagdes extrativas.

A espécie Indigofera suffruticosa (Figura 3) foi coletada na cidade de Nova Cruz
no estado de Pernambuco as 8h da manh@ no més de julho de 2008. As folhas foram
separadas pesadas e utilizadas para o estudo fitoquimico e atividades bioldgicas. A
amostra encontra-se catalogada no Herbério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE

sob 0 nimero 43694.

Figura 3. Indigofera suffruticosa Mill
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4.2 ESTUDO FARMACOGNOSTICO DE Indigofera suffruticosa

4.2.1 Screening fitoquimico de I. suffruticosa

Cerca de 15g de folhas frescas de Indigofera suffruticosa foram trituradas e
submetidas a infusdo com metanol e 4gua (3mL) sob agitacdo durante 30 minutos. Os
extratos de folhas de I. suffruticosa obtidos por infusdo foram submetidos a filtracéo
simples em papel de filtro e posteriormente, analisados por cromatografia em camada
delgada (CCD), empregando-se diversos sistemas de desenvolvimento e reveladores
adequados (MARKHAN, 1982; HARBONE, 1982; WAGNER et al., 1984). Foi
investigada a presenca de alcaldides, polifendis (cumarinas, derivados cindmicos,
flavonoides e proantocianidinas condensadas), bis-indoles (indigo e indirubina) e

acucares redutores (Tabela 1).
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Tabela 1 - Metabolitos, sistema de eluicdo e reveladores utilizados para o estudo
cromatografico de extratos de . suffruticosa.

METABOLITOS SISTEMA DE ELUI(;AO REVELADORES REFERENCIA
AcOEt-HCOOH-AcOH- (WAGNER
7 = H O L]
Alcaldides 2 Dragendoff 1984)
(100:11:11:27viv)
n-BuOH-Me,CO-Tampéo
Acucares redutores fosfato pH=5,0 Trifeniltetrazolio (METZ, 1961)
(40:50:10v/v)
Eter-tolueno-AcOH 10%
Cumarinas uv ?ng)GNER’
(50:50:50v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH- (MARKHAN,
Derivados cindmicos H,O NEU 1982)
(100:11:11:27vlv) (NEU, 1956)
AcOEt-HCOOH-AcOH- ~ (WAGNER,
FlavonGides H,0 Dllfenllborlloxnetlla 1984)
mina
(100:11:11:27vlv) (MARKHAN,
1009\
Proantocianidinas AcOEt-H(;O(C))H-AcOH- Vanilina sulfiirica (HARBONE,
condensadas 2 1982)
(100:11:11:27viv)
AcOEt-HCOOH-AcOH-
e L H,O UV (MARKHAN,
Indigo e Indirubina 1982))

(100:11:11:27vlv)

4.2.2 Investigacdo quantitativa dos derivados indigoides em folhas de I. suffruticosa

A determinacdo quantitativa de derivados indigdides foi procedida utilizando
300g de folhas divididas em duas partes iguais (150g), armazenadas a temperatura

ambiente e & 5°C durante 4 dias. O material vegetal foi submetido a extracdo
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metanolica para investigar a presenca de bandas dos derivados indigdides. As bandas
foram analisadas por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) utilizando como fase
movel o sistema: 100 v. v. acetato de etila, 2 v.v. acetato férmico, 2v.v. &cido acético,

2v.v. agua.

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS METANOLICO E AQUOSO DE FOLHAS DE 1.

suffruticosa

Com base nos resultados do screening fitoquimico, extratos metandélico e aquoso foram
obtidos a partir de 3 Kg de folhas recém coletadas reduzidas a pequenos fragmentos
divididos em partes iguais (1,5kg). Folhas armazenadas a 5°C foram trituradas e os
procedimentos extrativos foram realizados com metanol e agua. Cada infusdo foi
preparada com 1,5 Kg de folhas em 4 L de solvente (4gua e metanol) a 40°C por 10min
sendo o residuo sélido removido por filtracdo. (LEITE, 2003). O solvente do extrato
metandlico foi removido em rotaevaporador e 0 aquoso liofilizado, ambos para uma

concentracdo final de 10% e posteriormente utilizados para ensaios bioldgicos.

4.3.1 Cinética de hidrolise

O extrato metanolico (12mL) foi submetido a hidrolise acida e condicdo térmica
de degradacao para isolar os compostos quimicos indigo e indirubina das folhas de 1.
suffruticosa. O extrato foi hidrolisado com acido cloridrico (HCI-86mL) a 50% e
posteriormente foi realizada a degradacéo térmica (100°C) durante 30 minutos com trés
retiradas a cada 10 minutos (10, 20 e 30 minutos). Aliquotas de 4mL foram analisadas
por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando como fase mdvel o sistema: 100

V. V. acetato de etila, 2 v.v. acetato formico, 2v.v. acido acético, 2v.v. agua. As placas de
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gel de silica foram reveladas com vanilina cloridrica para identificacdo do indican,

precursor dos compostos a serem isolados.

4.4 OBTENCAO DOS DERIVADOS INDIGOIDES DE FOLHAS DE I. suffruticosa

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados solventes com grau de
pureza pro-analise (PA). Nas placas de cromatografia em camada delgada (CCD) foi
utilizada Silica-gel 7747 (60PF 254) da Merck, com espessura de 0,25 mm. As analises
por CCD foram realizadas em cuba saturada, com migragdo ascendente. Nas separacdes
cromatograficas em coluna (CC) a proporcéo de silica utilizada para empacotar a coluna
foi de aproximadamente 20 vezes a massa da amostra a ser purificada.

O extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa rotaevaporado (4g) foi
submetido a cromatografia de permeacao em gel, empregando-se como fase estacionaria
Sephadex LH20 (178g) e procedendo a eluicdo com metanol. As fracBes coletadas em
diferentes tubos (n= 36) de ensaios (20ml cada) foram coletadas por semelhanca e
monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCD), empregando-se
placas prontas em gel de silica (PPGS) e fase mével o sistema de acetato de etila, acido
férmico, acido acético e agua (100:11:11:26). As placas cromatograficas foram
reveladas com vanilina cloridrica. Frente a este reagente cromatogréfico, as fragdes de
12 a 28 mostraram-se positivas para 0 uma substancia de cor marrom. Apos a revelacao
desta substancia por CCD, as fragfes (12-28) foram submetidas a cromatografia de
coluna (CC) em gel de Sephadex LH20. Uma aliquota da substancia indican (25mL) foi
dissolvida em CH,CI, e sua fase organica aplicada a uma coluna de Sephadex LH20
(4x40cm) equilibrada em CH,Cl,. A coluna foi inicialmente eluida com CH,CIl, e em
seguida com diclorometano — acetato de etila (CH,CL,-AcOEt- 2%, CH,CL,-AcOEt-

5% e AcOEt — 100%). Um total de 47 fragOes foi coletado separadamente e reunido
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para ser identificado por CCD. As fragdes contendo indican - MeOH-AcOEt- 10% (Fr.
12-28; 310mg), indigo - CH,CL,-AcOEt- 2% (Fr. 17-25; 250mg) e indirubina -
CH,CL,-AcOEt- 5% (Fr. 32-35; 110mg) foram isoladas. Os compostos quimicos indigo
e indirubina obtidos do extrato metanolico de folhas da espécie I. suffruticosa foram

caracterizados (Figura 4).

| semactes - D

b —

L

| |
O

Figura 4. Representacdo esquematica da obtencdo de derivados indigoides de folhas de
Indigofera suffruticosa
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45 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES INDIGO E
INDIRUBINA DE FOLHAS DE I. suffruticosa

4.5.1 indice de Retencéo (RF)
O Rf foi calculado através da razdo entre a distancia percorrida pelo composto e

a distancia percorrida pelo eluente (BIAGI, 1974).

Rf= Dc
De

Rf = Indice de Retencio
Dc = Distancia percorrida pelo composto

De = Distancia percorrida pelo eluente

4.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN-'H)

As fracOes de 32-35 identificadas atraves de Ressonancia Magnética Nuclear de
Préton (RMN'H) bem como comparacdo com dados da literatura. O espectro de RMN
RMN*'H foi obtido num espectrometro Varian VNMRS 400, equipado com uma sonda
PFG 5mm, operando com frequéncia igual a 400 MHz. Utilizou-se a sequéncia wet
fornecida pela Varian para diminuir a intensidade do sinal da agua. A amostra foi
preparada dissolvendo o material (30mg) em 0,6 mL de DMSO-d6 (dimetilsulféxido
deuterado), utilizando o sinal residual do solvente como referencia interna de
deslocamento (d 2.5 ppm). As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz

(H2).
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4.5.3 Espectroscopia na regido do Ultravioleta/Visivel (UV-Vis)

Pesou-se 2,0 mg dos compostos indigo e indirubina os quais foram dissolvidos
em 100 mL de DMSO. Foi obtido um espectro no UV/Vis dessas solugdes, anotando-se
as absorbancias obtidas nos comprimentos de onda entre 200-800 nandmetros (nm).

Utilizou-se um Espectrofotdmetro de UV/Vis Hitachi modelo U3501.
46 INVESTIGACAO DO PROCESSO DE OXIDACAO DOS DERIVADOS
INDIGOIDES DE FOLHAS DE |. suffruticosa

As substancias isoladas indigo e indirubina foram armazenadas em frascos de
coloracdo ambar por 24h, sob refrigeracdo (-20°C) e posteriormente analisadas por

espectrofotometria de UV-vis na faixa entre 200-800 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO-ESTUDO |

5.1 ESTUDO FARMACOGNOSTICO DE Indigofera suffruticosa

5.1.1 Analise Cromatogréafica do screening fitoquimico de extratos aquoso e metandélico

de folhas de I. suffruticosa

O resultado do screening fitoquimico obtido a partir de extratos aquoso e
metandlico de folhas de I. suffruticosa encontra-se expresso na Tabela 2. Esses extratos
foram investigados com base em técnicas de cromatografia de camada delgada (CCD) e
caracterizacdo que permitem detectar auséncia e presenca das classes de compostos
quimicos. O extrato aquoso (4,2%) apresentou maior rendimento e mostrou a presenca
de derivados cinamicos, triterpenos, iridoides, leucocianidina, carboidratos e indigo, ndo
sendo detectada a presenca de flavondides, alcaldides e cumarina. No extrato
metanolico (3,9%) foi detectada a presenca de: alcalGides, terpendides (esterdides,
triterpenos), indigo, polifendis (flavonoides, cumarinas) e aclcares redutores e auséncia

de iridoides e saponinas.
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Tabela 2. Screening fitoquimico de extratos de folhas de I. suffruticosa

Material testado Rendimento Testes positivos Testes negativos
(%)
Derivados cindmicos, Flavondides,
Extrato aquoso 4.20% iri_déi_des_, leucoantocianidina | cumarina e aglcares
' e indigbides redutores
Iriddides, B-sitosterol, B- Cumarina,
. amilina, leucoantocianidina, | monoterpendides,
Extrato metanolico flavonoides, agucares sesquiterpenoides,
390% | redutores, derivados acido clorogénico,
cindmicos e indigodides fenilpropano e
glicosideo

Constatou-se a presenca predominante de derivados cinamicos, iriddides,
leucoantocianidina e indigdides, dados estes de acordo com a literatura pertinente
(NAPRALERT, 2003). Entretanto, a presenca do alcaldide indigo apresentou-se como
uma molécula com forte fluorescéncia, sugerindo algo bastante singular e de certa
forma a presenca dessa molécula confirma esse tdxon (LEITE, 2003). A partir destes
dados, acredita-se que € justificado um estudo farmacognostico tendo como marcadores

alcaldides, visto que estes sdo abundantes em Indigofera.
5.1.2 Investigacdo quantitativa dos derivados indigdides de folhas de I. suffruticosa

A CCD revelou a presenca dos derivados indigoides obtidos a partir de extrato
metanolico de folhas de I. suffruticosa armazenadas em diferentes temperaturas. A
Figura 5 expressa na linha 1 a banda do indigo e da indirubina de extrato metandlico de

folhas armazenadas a temperatura de 5°C. A linha 2 revela a auséncia de bandas dos
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derivados indigdides de extrato metandlico de folhas armazenadas em temperatura

ambiente.

indigo >

Indirubina  —9>

Ltot

| Linha 1 Linha 2 |

Figura 5. Derivados indigoides obtidos a partir de extrato metandlico de folhas
de I. suffruticosa armazenadas em diferentes temperaturas. Linha 1 folhas em
5°C e linha 2 folhas & temperatura ambiente.

5.1.3 Cinética de Hidrélise

A Figura 6 representa trés amostras do extrato metandlico de folhas de I.
suffruticosa que foram submetidas a degradacdo térmica a 100°C durante 10min (A),
20min (B) e 30min (C) respectivamente. A CCD revelou diferentes bandas do indican
(precursor do indigo e da indirubina) do extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa.
Em 10min foi revelada uma menores bandas do indican, em 20min maiores e em 30min

auséncia de indican (Figura 7).

Os resultados experimentais sdo consistentes com o mecanismo de oxidagéo e
decomposicdo de reacdes. Esta condicdo sugere estudos adicionais para caracterizar

indigoides derivados de folhas de I. suffruticosa.
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R0 Miv 30 ¥

Figura 6. Degradacdo térmica a 100°C do extrato
metanolico de folhas de I. suffruticosa durante 10min

(A), 20min (B) e 30min (C).

10min 20min 30min

Figura 7. O cromatograma representa diferentes
bandas do indican durante o processo de hidrélise do
extrato metandlico de folhas de |. suffruticosa
(10min/menores bandas; 20min/ maiores bandas;
30min/ auséncia de bandas).

5.1.4 Indican, indigo e indirubina de I. suffruticosa

O rendimento dos compostos quimicos isolados de folhas de I. suffruticosa
encontram-se expressos na Tabela 3. No ensaio fitoquimico foram identificados e

isolados compostos quimicos obtidos do extrato metandlico de folhas de 1. suffruticosa.
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O extrato metandlico revelou a presenca de indican por CCD. Deste extrato foram
obtidas duas fracdes: MeOH e CH,Cl,. Da MeOH foi isolado o composto quimico
indican. Da CH,CI, foram isolados dois compostos quimicos, o indigo e a indirubina.

Posteriormente, os compostos quimicos indigo e indirubina foram caracterizados.

Tabela 3. Rendimento de composto quimico isolados: Indican, indigo e indirubina de

folhas de I. suffruticosa

Solventes Fragoes/n® Composto Rendimento
Metanol (12 a 28) Fragdo marrom 310 mg
Diclorometano (17 a 25) Fracao azul 250mg
Diclorometano (32 a35) Fracgédo vermelha 110mg

5.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS ALCALOIDES INDIGO E
INDIRUBINA DE FOLHAS DE I. suffruticosa
5.2.1 Indice de Retencéo (Rf)

Os alcaloides indigo e indirubina foram caracterizados pela compara¢do de Rf
correspondendo a formula molecular CL6H10N202 descrito na literatura (MAUGARD
et al., 2001). O Rf do alcaldide indigo foi 0,75 e do alcal6ide indirubina 0,50 (Figura 8)
semelhante a Rf’s padrdes descritos na literatura (CHANAYATH; LHIOCHAIPHANT;

PHUTRAKUL, 2002).
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Rf 0,75 >

Rf 050 |

EM EM EM

Figura 8. Cromatograma de alcaldides indigo e indirubina de Extrato Metanolico (EM)
de folhas de I. sufruticosa armazenadas a 5°C.

5.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN-'H)

O alcaloide indigo foi soltuvel apenas em misturas de CHCI,/MeOH o que
inviabilizou a realizacdo dos experimentos de RMN. A literatura relata dificuldade na
solubilizacdo de indigdides, mas apresenta dados de RMN do indigo (3,3’-dioxo-2,2'-
bis-indole) em CDCI3 (CHANAYATH; LHIOCHAIPHANT; PHUTRAKUL, 2002).

No espectro de RMN de *H do alcaléide indirubina (Figura 9), observa-se um
conjunto de sinais na regido entre & 11,5 e 6,5 ppm que podem ser atribuidos a
indirubina ((22)-2,3’-biindole-2",3-diona) cuja formula molecular esta representada na
Figura 10. A atribuicdo desses sinais esta descrita na Tabela 4. A sequéncia de pulsos
utilizada para obter o espectro de RMN de *H foi a WET, ou seja, com supressdo do
sinal de agua. Considerando que a indirubina possui o grupamento N-H, a utilizacao
dessa sequéncia provocou uma reducdo na area de integracdo sob os sinais atribuidos a
esse grupamento (5 10,94 e 10,85 ppm). Os resultados deste experimento sdo similares
aos obtidos por Jun Adachi et al. (2001) quanto ao espectro de RMN de 'H da

indirubina.
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Damiens et al. (2001), utilizando o composto indirubina-3'-monoxime
caracterizado e isolado por Marko et al. (2001) investigou os efeitos da indirubina no
ciclo celular de células HBL-100 e observou que apesar do composto ndo alterar a a¢éo
da maioria das células reguladoras, a indirubin-3’-monoxime paralizou a fase G2 sendo
este efeito revertido quando retirado a exposicdo ao composto, porém reduziu a
poliploidia apenas na fase M em células sincronizadas mas as mesmas evoluiram com
morte celular.

Alguns analogos da indirubina como o 5-halogenoindirubina (GU, 1989), N-etil-
indirubina (JI et al., 1981), N-metil-iso-indigo (JI et al., 1991) e indirubin-3’-monoxime
(LI et al., 1996), exibiram alta atividade antitumoral quando comparada a indirubina em

modelos animais (GU, 1989).

10.938
10.850
10.277
8.741
8.721
7.032
7.013
6.997
6.923
6.905

—
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0.64 1.10 1.09 213
0.40 2.42 1.12 1.00

Figura 9 — Espectro de RMN de 'H do alcaléide indirubina (DMSO-d6, 400
MHz) — Expansdo de & 11,5 até 6,3 ppm.
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Tabela 4 — Atribuicao dos sinais no espectro de RMN de *H do alcaldide indirubina em

DMSO-d6

Atribuicéo 8 (ppm) | Multiplicidade; J (Hz)
C7H 6,91 Dupleto; 7,2
C5H-C5’H 7,01 Tripleto; 7,6
C6H 7,25 Tripleto; 7,2e 7,6
C7T’H 7,36 Dupleto; 7,6
C6’H 7,56 Tripleto; 7,2 e 8,0
C4’H 7,64 Dupleto; 7,6
C4H 8,73 Dupleto; 8,0
NI’H 10,85 Simpleto
N1H 10,94 Simpleto
|
H
5 e
H Hq"‘*-—.q_/ —=
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Figura 10. Férmula estrutural da indirubina
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5.2.3 Espectroscopia na regido do Ultravioleta/Visivel (UV-Vis)

O espectro de UV-Vis do alcaldide indigo apresentou banda de absorcdo
caracteristica em 600nm, assim, este composto foi caracterizado como indigo (Figura
11). Estes resultados estdo de acordo com os descritos por Deng (1981, 1986) que
isolou e caracterizou o indigo (Figura 12). As analises de RMN e Rf revelaram a
separacdo cromatografica dos compostos indigo e indirubina, porém foram observadas
no Espectro de UV-Vis do alcaloide isolado indirubina, bandas caracteristicas tanto para
a indirubina (535nm) como para o indigo (670nm), que pode ser observadas na Figura

13.

Os resultados obtidos no presente trabalho encontram-se compativeis com 0s
dados sobre a indirubina registrados na literatura. Assim, um dos relatos da UV-Vis da
indirubina foi resultado do estudo de Wouters; Rosario-Chirinos (1992) (Figura 14). A
presenca de grandes quantidades da indirubina foi encontrada em prepara¢fes de indigo

comercial descritas por Popplewell Bloxam; Perkin (1910).
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Figura 11. Leitura da absorbancia e transmitancia no UV-Vis do alcaldide indigo

(A=600nm).

Figura 12. Estrutura do indigo
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Figura 13. Leitura da absorbancia e transmitancia no UV-Vis do alcaldide indirubina
(A=535nm) e indigo (A=671nm).
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Figura 14. Leitura da absorbancia e transmitancia no UV-Vis do alcaldide indigo e
indirubina segundo Wouters; Rosario-Chirinos (1992). Inr: indirubina, Ind: indigo.
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5.3 INVESTIGACAO DO PROCESSO DE OXIDACAO DOS DERIVADOS
INDIGOIDES DE FOLHAS DE I. suffruticosa

A leitura de absorbancia e transmitancia da UV-Vis dos alcalodides isolados,
indigo e indirubina, derivados da oxidac&o do indican de folhas de I. suffruticosa antes e
apos serem armazenadas por 24h estdo representadas nas Figuras 15 e 16. Apds o
armazenamento, os espectros de absorbancia e transmitancia dos compostos isolados se
mantiveram constantes. O UV-Vis do indigo (Figura 15) revelou uma banda de 600nm.
Por outro lado, 0 UV-Vis da indirubina (Figura 16) revelou uma banda de 535nm e de

671nm do indigo, indicando instabilidade deste alcaldide.
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Figura 15. Leitura da absorbancia e transmitancia no UV-Vis do alcal6ide indigo
(antes/indigo 1 e apds 24h/indigo 2).
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Figura 16. Leitura da absorbancia e transmitancia no UV-Vis do alcal6ide indirubina
(antes/indirubina 1 e apds 24h/indirubina 2).

Em nossos experimentos, 0os compostos isolados indigo e indirubina foram obtidos
através da oxidacdo do indican de folhas de I. suffruticosa. Neste estudo, constatou-se
através das leituras da absorbancia e transmitancia que as concentra¢fes cromicas do indigo
e indurubina antes e apés (24h) o armazenamento foram semelhantes, sugerindo uma
estabilidade dos indigoides. Trabalhos reportando a investigacdo de oxidacdo e degradacdo
de compostos quimicos com o género Indigofera é escasso, e com a espécie |. suffruticosa
ndo foram encontrados na literatura, o que dificulta comparar os resultados obtidos com
outros nas mesmas condic@es. Indigo e Indirubina sdo derivados por oxidagdo e dimerizago
do indoxil e isatin e liberados pelo composto precursor indican ou Isatan B. A Indirubina
inibe a sintese de DNA de algumas linhagens celulares. O indigo € um dos pigmentos mais
antigos ja conhecidos. E derivado de glicosidio incolor da forma enol do indoxil (indican) e é
formado a partir da fermentacdo dos vegetais: Baphicacanthus cusia Brem, Indigofera

suffruticosa, Polygonum tinctorium, Isatis indigotica, seguido por oxidagdo pelo ar do
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indoxil (MINAMI et al., 1996). Estes dados fornecem um embasamento cientifico para
investigar métodos de armazenamento de compostos quimicos de plantas que passam pelos

processos de oxidagdo e degradagao.
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ESTUDO Il —=BIOLOGICO
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6 MATERIAIS E METODOS-ESTUDO II

6.1 ENSAIO EMBRIOTOXICO

Os testes embriotoxicos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Células
do Departamento de Histologia e Embriologia — Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O ensaio experimental consiste em
cultivar as larvas e ovos de A. aegypti. Ovos e larvas foram analisados quanto ao fator
de inibicdo do desenvolvimento, produzido pelos extratos aquoso e metanolico, além
disso, as larvas foram analisadas morfologicamente. Os resultados foram avaliados
durante o periodo de cultivo através de microscépio invertido (Leica) com contraste fase
e o0s estagios de desenvolvimento foram capturados com Céamara Leica DFC-280 para o

estudo morfoldgico.

6.1.1 Coleta e manutencdo de material bioldgico

Larvas e ovos do Aedes aegypti foram obtidos do insetario do Servico de
Laboratorio de Entomologia e Apoio Diagnostico (SLEAD), Centro de Vigilancia
Ambiental (CVA) da prefeitura da cidade do Recife, Pernambuco-Brasil. Os mosquitos
foram obtidos do laboratério de ecologia do Departamento de Quimica Fundamental da

UFPE.

6.1.2 Criacdo de novas linhagens de A. aegypti

Treze novas linhagens de A. aegypti foram criadas a partir de ovos coletados em
criadouros dos bairros de Boa Viagem, Brasilia Teimosa, Cohab, lbura, Imbiribeira,
Ipsep, Jordao e Pina do distrito Sanitario VI da cidade do Recife, utilizando armadilha

de oviposicdo (ovitrampas) para a coleta. A armadilha utilizada é formada de pote
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plastico preto fosco (15cm de altura e 9 cm de didmetro), com capacidade para o
volume de 1litro. No interior de cada armadinha foram colocadas duas palhetas de
madeira compensada (eucatex), de 2,5 cm x 15 cm posteriormente colocada agua

desclorada suficiente para cobrir cerca de um terco das palhetas.

As palhetas positivas (contendo ovos de A. aegypti) coletadas em campo eram
colocadas em recipientes plasticos e imersas em agua de infusdo (feno 30%, agua de
torneira 70%), para eclosdo dos ovos. Quando eclodiam, davam origem as larvas de
primeiro estadio (L1) que eram transferidas para cubas plasticas, com agua desclorada,

recebendo como alimento ragéo para gato triturada e peneirada (Whiskas)®.

As larvas desenvolviam-se até atingirem o estddio de pupa. As pupas eram
diariamente transferidas para cubas plasticas com &gua desclorada substituida
diariamente e colocadas em gaiolas apropriadas, (laterais telados e fundos em acrilico
(40 x 40 x 40 cm), até emergéncia dos mosquitos adultos, permanecendo os machos
junto com as fémeas para a copula. Esta constitui a geracdo parental, da qual se podem

adquirir novas linhagens puras.

Os mosquitos adultos foram alimentados com solucdo de sacarose 10%, até 24
horas antes do repasto sanglineo. Fémeas com trés dias de idade, ap6s a emergéncia,

receberam repasto sangiineo (sangue de galinha).

6.1.3 Teste Embriotdxico sobre ovos de A. aegypti tratados com extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa.
O extrato aquoso foi dissolvido e homogeneizado em &gua destilada para a

realizacdo do bioensaio. Ovos de A. aegypti (Figura 17) foram cultivados na presenca de
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diferentes concentracdes do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa em fotofase de
aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente, durante sete dias. Quarenta ovos
foram colocados em recipientes plasticos contendo 15 ml de &gua destilada e 5ml do
extrato aquoso nas concentragdes de: 250, 500, 750, ou 1000ug/mL. O bioensaio foi
testado em duplicata (n=40). Para grupo controle foi utilizada dgua destilada, a mesma
quantidade de ovos em igual volume do grupo tratado. A leitura da ecloséo dos ovos foi

realizada em intervalos de 24 horas durante 7 dias consecutivos.

Figura 17. Ovos de Aedes aegypti

6.1.4 Teste Embriotoxico sobre larvas de A. aegypti tratadas com extrato aquoso e
metandlico de folhas de I. suffruticosa.

O extrato aquoso e metandlico de folhas de 1. suffruticosa foi dissolvido e
homogeneizado para realizacdo do bioensaio. Os experimentos foram realizados a partir
do cultivo de larvas de A. aegypti no estadio L1 (Figura 18) colocadas em recipientes
plasticos contendo 15 ml de agua destilada e 5ml dos extratos nas concentragdes de:
250, 500, 750 e 1000 pg/ml por um periodo de 72 horas, em temperatura ambiente com
fotofase aproximada de 12 horas. Cada concentracdo foi testada em quadruplicada

(n=20). No grupo controle foi utilizada a mesma quantidade de larvas, em &agua

43



Vieira, J.R.C. Investiga¢cdo Farmacogndstica e Bioldgicas de folhas de Indigofera suffruticosa Mill sobre Aedes aegypti

destilada em igual volume do grupo tratado. As leituras foram realizadas em intervalos

de 24 horas, verificando-se o desenvolvimento das larvas.

Figura 18. Larva de Aedes aegypti no estadio L1.

6.1.5 Estudo morfoldgico de larvas de A. aegypti. tratadas com extrato aquoso de I.
suffruticosa

Para o estudo morfoldgico, larvas de A. aegypti tratadas com extrato aquoso de 1.
suffruticosa em concentracdo de 250 pg/ml e do grupo controle em &gua destilada foram
fixadas em formaldeido a 2.5%. A observagdo morfolégica foi realizada em

microscopio optico Leica com aumento de 200x.

6.2 TESTE DE OVIPOSICAO SOBRE FEMEAS DE A. aegypti TRATADAS COM

EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE I. suffruticosa

Os testes de oviposicdo foram realizados no Laboratério de Ecologia do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Os mosquitos foram obtidos a partir
de uma colénia mantida desde 1987 e as caracteristicas desta coldnia foram descritas

por Marques et al., 1989. Os experimentos foram realizados com 90 fémeas (10
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fémeas/gaiola) durante quatro dias consecutivos, em gaiolas de polipropileno (30 x 30 x
30cm) (Bugdorm-I, Mega View Science Education Services, Taiwan), providas com
solugéo de sacarose 10% & temperatura de 25° C e umidade relativa de 74% e fotofase
de 12 horas. Como substrato de oviposicdo foi utilizado papel de filtro branco
revestindo internamente 18 recipientes plasticos transparentes (7,5 x 4,5 x 5cm)
contendo agua. Os recipientes contendo agua foram divididos em duas partes iguais,
sendo nove contendo o papel de filtro embebido com 25 ml do extrato aquoso (30%) e
os outros com 25ml de agua destilada (Figura 19). Os bioensaios foram avaliados
utilizando lupa (3x6) para quantificar a presenca de ovos no substrato de oviposigédo e

na superficie da dgua de cada recipiente.

Figura 19. Substrato de oviposicdo contendo ovos de Aedes aegypti. A- Controle (dgua destilada)
B- Tratado (extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa).
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6.3 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney (p
<0,001) utilizando-se o programa SigmaStat (versdo 3.5). Os resultados do teste de

oviposi¢do foram expressos em mediana (min-max
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO-ESTUDO Il

7.1 TESTE EMBRIOTOXICO

7.1.1 Atividade inibitoria sobre a eclosdo dos ovos de Aedes aegypti tratados com
extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa

No teste embriotoxico realizado nas diferentes concentragdes (250, 500, 750,
1000ug/mL) do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa nenhuma eclosdo dos ovos
foi observada. O grupo controle apresentou um percentual de eclosdo de 35% (Tabela
5). O extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa interfere no desenvolvimento da

eclosdo dos ovos de A. aegypti.

Table 5- Efeito do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa em diferentes
concentracdes sobre o desenvolvimento de ovos de Aedes aegypti.

Ovos ? Dias Tratado ° Controle
C

Concentragdo (ng/mL)

Ecloséo (%) 250 500 750 | 1000

0-7 0.0 0.0 | 0.0 | 0.0¢ 35

“N° de ovos = 40; ” extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa; © 4gua

destilada; 4 Nenhuma eclosio.

7.1.2 Atividade embriotoxica sobre larvas tratadas com extratos aquoso e metandlico de

folhas de I. suffruticosa
O resultado do teste embriotdxico do extrato aquoso de I. suffruticosa encontra-
se expresso na Tabela 6. O desenvolvimento embrionéario de larvas (L1) de A. aegypti

foi observado de 0 as 72h utilizando concentrac@es de 250 a 1000ug/mL do extrato
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aquoso de folhas de I. suffruticosa. Aproximadamente 93.3% das larvas tratadas com o
extrato aquoso (250ug/mL) se desenvolveram até o segundo estadio (L2), por outro
lado, nas outras concentrag¢des (500, 750, 1000ug/mL) o efeito inibitorio foi mais baixo
com percentuais de 20%, 53.3%, 46.6% respectivamente. No grupo controle 93,3% das
larvas passaram para o estaddio L4. Os resultados dos testes embriotdxicos do extrato
metanolico encontram-se expresso na Tabela 7. As larvas L1 em presenca do extrato
metanolico nas concentrag@es de 250, 500, 750 e 1000 pg/ml e de dgua destilada (grupo
controle) apresentaram desenvolvimento normal até o estaddio L4 durante o periodo de
72 horas, representando formas vidveis quando comparado com aquelas sob efeito do
extrato aquoso.

Tabela 6 — Efeito inibitdrio de extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa em diferentes
concentragOes sobre larvas de A. aegypti

Tempo de Tratado®
observacao
Larvas L1° Concentracéo Controle®
(ng/mL)
250 500 750 1000
Oh 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
24h 6.6 13.3  40.0 20.0 20.0
Inibicéo (%) 48h 100.0 40.0 100.0 60.0 |6.6
72h 93.3 20.0 53.3 46.6 0.0

ANe de larvas: 20, ° extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa, ¢ 4gua destilada
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Tabela 7 — Efeito de extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa em diferentes
concentracOes sobre larvas de A. aegypti

Tratado®

Larvas L1% Tempo de | Concentracgao

observacao .
(pg/mL) Controle

250 500 750 1000

Oh 00 00 00 00 |00

24h 533 533 666 666 |46.6
Inibicgo (%) 48h 20 00 66 133 [86.6

72h 133 00 00 66 |00

AN de larvas: 20, ® extrato metanélico de folhas de I. suffruticosa, ¢ 4gua destilada

Os resultados mostraram embriotoxicidade especifica e retardo do
desenvolvimento das larvas de A. aegypti tratadas com extrato aquoso de folhas de I.
suffruticosa. Ovos de A. aegypti ndo eclodiram e larvas que desenvolveram até L2
mostraram um aumento de anormalidades, principalmente no envelope peritréfico
na concentracdo de 250ug/mL que afetou uma das fases do ciclo de vida do A.
aegypti. Altas incidéncias de embriotoxicidade especifica foram encontradas em
concentracfes que também causaram retardo geral no desenvolvimento (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). Teratogenicidade foi definida como
embriotoxicidade especifica que é diferente de retardo geral de crescimento e
desenvolvimento de embrido. Usando esta definicdo, efeitos tdxicos gerais nao
indicam embriotoxicidade especifica, desde que a toxicidade geral é induzida por
algum composto se adicionado em altas concentracdes (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2009). Quatro componentes ndo teratogénicos testados in vivo,
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amaranto (HOLSON et al., 1975) e isoniazida (MARLOW et al., 1988) mostraram
apenas retardo de crescimento e/ou efeitos letais em altas concentragdes in vitro,
contudo penicilina (BROWN et al., 1968) e sacarina (KROES et al., 1977) ndo
mostraram nenhum efeito em altas concentragdes testadas em cultura. No entanto, o
fator mais importante no uso de culturas embrionérias como teste de triagem é a
compreensdo do pesquisador quanto ao conceito da embriotoxicidade especifica,
toxicidade geral e retardo no desenvolvimento. E dificil o diagndstico de embrides
malformados quando os efeitos ocorrem em baixas concentragdes como descrito no

presente estudo com extrato de I. suffruticosa.

Extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa foi estudado para testar o efeito
embriotéxico em camundongos. Embrides de camundongos com duas células foram
cultivados por 94h em fluido tubario humano (FTH) e o extrato na concentracdo de
5 mg/mL mostrou desenvolvimento de zigoto a estagio de blastocisto similar a
controles e em alta concentracdo (10 mg/mL) todos os embrides persistiram no

estagio de duas células. (LEITE et al., 2004).

Nos invertebrados, a camada de muco é primariamente secretada, revestindo e
protegendo o epitélio intestinal, a0 mesmo tempo apdia o0 processo de digestdo.
(CICCIA et al., 2000). No entanto, insetos ndo possuem uma camada mucosa tipica
no trato digestivo e em vez disso, 0 intestino é revestido por uma Unica estrutura
protetora, o Envelope Peritrofico (EP) (PETERS et al., 1992). O EP é uma estrutura
mucinosa que é unicamente diferente do muco dos vertebrados pela incorporacéo da
quitina, resultando em uma estrutura proteica reforcada por fibras de quitina. Apesar
dessas importantes func@es, as propriedades bioquimicas e moleculares da formacao

do EP ainda ndo sdo totalmente compreendidas (WANG et al., 1994).

50



Vieira, J.R.C. Investiga¢cdo Farmacogndstica e Bioldgicas de folhas de Indigofera suffruticosa Mill sobre Aedes aegypti

7.1.3 Observacdo morfologica de larvas de A. aegypti tratadas com extrato aquoso de

folhas de I. suffruticosa

A observacdo morfoldgica da regido anterior do intestino médio de larvas de A.
aegypti tratadas com extrato aquoso de 1. suffruticosa (250 pug/ml) (Figura 20) mostrou
alteracBes na estrutura do Envelope Peritrofico (PE), conseqlientemente, as larvas
apresentaram uma descontinuidade do epitélio subjacente, aumento do limen intestinal
e segmentos com aspectos hipertréficos em comparacdo com as larvas controle. A
inibicdo do desenvolvimento é diretamente dependente de alteracGes morfoldgicas que
ocorrem quando as larvas estdo em desenvolvimento na presenca de diferentes

compostos bioativos do extrato.

Figura 20. Fotomicrografia (200x) da regido anterior do intestino médio de larvas de A. aegypti
apos 72 h de incubagdo. A. Larva controle (L2) em agua destilada. B. Larva tratada (L2) em
extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa (250ug/ml). LI, Lamen Intestinal; E, Epitélio; ED,
Epitélio Descontinuo; S, Segmentos.

Este estudo experimental demonstrou que o extrato aquoso promoveu
alteracdes morfoldgicas no EP de larvas de A. aegypti. Além disso, a disruptura do EP
afetou severamente o desenvolvimento larval. Nas larvas controles de segundo estadio

de A. aegypti a regido anterior do intestino médio estava recoberta por um EP continuo.
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E evidente que estamos longe de elucidar os mecanismos de acio da I. suffruticosa na
inducdo do retardo do desenvolvimento em modelos animais. Entretanto, estudos do
nosso grupo também demonstraram que esta planta é extremamente indutora de morte
da célula cancerosa e possivelmente o composto indirubina da I. suffruticosa pode atuar
se ligando a muitos alvos moleculares dentro das células ativando vias apoptéticas
alternativas ou induzindo catastrofe mito6tica que indica uma forma de morte celular que
é causada por mitoses aberrantes pela ativagdo da caspase 3 e degradacao oligossomal
do DNA (SALVIOLI et al., 2007). Contudo, todos os dados acima mencionados
indicam que I. suffruticosa pode induzir morte celular por diferentes vias e com
diferentes mecanismos de acao, por exemplo, apoptose classica ou catastrofe mitotica.
Estas acOes e os principais alvos moleculares reconhecidos de I. suffruticosa estdo

representados na Figura 21.

Apoptose Catastrofe mitotica

AM Ativacao -
< dacaspase 3=

Composto ativo

AM |
de I suffruticosa

. “.__Degeneragdo
AM do DNA

Figura 21. O esquema representa os principais alvos de compostos bioativos de I. suffruticosa
que levam a dois tipos de morte celular. Setas indicam as formas de morte celular (apoptose e
catastrofe mitética). AM: Alvo Molecular.

Plantas e seus derivados foram usados para controlar e erradicar mosquitos e
outras pestes domésticas antes do advento de quimicos organicos sintéticos (CICCIA et

al., 2000).
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O uso de extratos de plantas no controle de insetos € um método de controle alternativo
para minimizar os efeitos nocivos de alguns compostos pesticidas sobre a vida
selvagem, do gado, espécies de insetos que ndo sdo alvo e ao meio ambiente (CHIANG

etal., 1988).

Contudo, espécies de locais onde houve intenso uso de larvicida por programas
de controle da dengue mostram-se mais resistentes e isto tem se tornado um grande

problema de saude publica (PINHEIRO et al., 2002).

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos inseticidas a base de plantas
descobertas através de estudos etnofarmacoldgicos tém mostrado resultados
interessantes. O Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Histologia e
Embriologia da UFPE tem iniciado e desenvolvido avaliagdes da embriotoxicidade

causada por compostos bioativos a partir de extratos naturais de plantas.

Purificacdo de compostos bioativos de I. suffruticosa esta em andamento e
futuras investigacbes podem aumentar o entendimento de possiveis alteragdes no

desenvolvimento a partir de extrato aquoso desta planta utilizada na medicina popular.

7.2 TESTE DE OVIPOSICAO

7.2.1 Atividade deterrente de extrato aquoso de folhas de I. sufruticosa sobre fémeas de

A. aegypti

A atividade deterrente do extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa sobre a
oviposicdo de fémas de A. aegypti encontra-se expresso na Figura 22. No teste de
oviposicdo com 90 fémeas, os ovos foram quantificados (3.634 ovos) apds trés dias de
observacao utilizando uma concentracdo de 30% do extrato aquoso de I. suffruticosa. O

extrato aquoso embebido no substrato (88 (13-210)) reduziu significativamente a
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postura de ovos pelas fémeas quando comparado com o controle tratado com agua
destilada (343 (185-406)). Como visto, 0 extrato aquoso apresentou atividade deterrente

significativa sobre fémeas de A. aegypti.

Teste de Oviposicio
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Figura. 22. Atividade deterrente do extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa frente as
fémeas de A. aegypti. Os dados estdo expressos em mediana (min-max) com n= 3.634
de ovos. *p<0,001. O grupo tratado com o extrato aquoso estd comparado com o0 grupo
controle em agua destilada.

Trabalhos reportando a atividade deterrente ou repelente de indigbides com a
espécie I. suffruticosa ndo foram encontrados na literatura, o que dificulta comparar os

resultados obtidos com outros nas mesmas condigdes.

Dentre os testes realizados com fitoquimicos, os 6leos essenciais de vegetais sdo
0s mais utilizados como atraentes ou repelentes de insetos (BOWMAN, 2006). Em
muitas plantas sdo encontradas substancias geralmente volateis que podem ser
detectadas pelas antenas ou tarsos de insetos. Entre essas, estdo 0S monoterpenos

(citronelal, linalol, mentol, pinenos, mentona, carvona e limoneno), os sesquiterpenos

54



Vieira, J.R.C. Investiga¢cdo Farmacogndstica e Bioldgicas de folhas de Indigofera suffruticosa Mill sobre Aedes aegypti

(farnesol, nerolidol), os fenilpropandides (safrol, eugenol) e muitos outros compostos
(SIMOES & SPTZER, 2004). Muitas espécies de plantas da Familia Lamiaceae s&o
toxicas para insetos, como as do género Ocimum spp (PALSSON & JAENSON, 1999).
Extratos de plantas incluindo Ocimum basilicum, O. gratissimum, O. americanum,
Cymbopogom nardus, Alpinia galanga, Syzyaium aromaticum e Thymus vulgaris,
Mentha, Eucalyptus maculata citriodon, Tagetus e Lantana camara (ANSARI et al.
2005) tém sido estudadas como possiveis repelentes de mosquitos. Os indigoides
isolados e caracterizados de folhas de I. suffruticosa estdo sendo investigados para testar

seus efeitos no controle do A. aegypti.
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8 CONCLUSOES
8.1 FARMACOGNOSTICO DE FOLHAS DE I. suffruticosa

e Os constituintes quimicos majoritérios identificados em extrato aquoso de folhas
de Indigofera suffuticosa foram: Derivados cinamicos, iridoides,
leucoantocianidina e indigdides e em extrato metanolico: Iridéides, B-sitosterol,
B-amilina, leucoantocianidina, flavonoides, acgUcares redutores e derivados
cindmicos, indigdides.

e Os indigoides indigo e indirubina foram isolados e caracterizados de folhas de 1.
suffruticosa.

8.2 BIOLOGICO SOBRE A. aegypti

e O extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa nas concentrag¢des de 250, 500, 750,
1000ug/mL apresentou atividade embriotoxica sobre ovos de Aedes aegypti.

e Os extratos aquoso e metandlico de folhas de I. suffruticosa nas concentragoes
de 250, 500, 750 e 1000 pg/ml apresentaram atividade embriotdxica sobre larvas
de A. aegypti.

e O extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa na concentracdo de 250 pg/ml
mostrou uma discontinuidade na membrana peritréfica de larvas de A. aegypti.

e O extrato aquoso de folhas de 1. suffruticosa (30%) apresentou atividade
deterrente sobre mosquitos A. aegypti.
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9 PERSPECTIVAS
e Investigar os analogos da indirubina de folhas de I. suffruticosa.

e Avaliar os efeitos do indigo, da indirubina e seus andlogos em atividades
bioldgicas.

e Implementar testes embriotdxicos utilizando compostos quimicos de plantas
medicinais ou sintéticos.

e Investigar indigoides de folhas de I. suffruticosa como Regulador de
Crescimento de Celular.

e Investigar o indigo e a indirubina no controle do A. aegypti.
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