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Sumaério: Indigofera suffruticosa Mill (Fabeceae) ocorre em abundancia no nordeste
brasileiro e tem intenso uso popular no tratamento de infecgGes, inflamagdes e outros
processos. O Indican é o precursor de pigmentos indigdides, presente em plantas do género
indigofera, fungos e urina humana. Este trabalho objetivou investigar a atividade
toxicoldgica do Indican de folhas de Indigofera suffruticosa. Nesta pesquisa foi utilizado o
indican obtidos de folhas de I. suffruticosa. No ensaio toxicoldgico o Indican de folhas de
. suffruticosa foi avaliado frente ao microcrustdceo Artemia salina. O Indican de folhas de
I. suffruticosa foi testado nas concentragdes 100, 200 e 400ppm frente A. salina. Neste
ensaio o composto Indican de I. suffruticosa apresentou baixa ordem de toxicidade, com
viabilidade de 98% das larvas
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INTRODUCAO

A Indigofera suffruticosa Mill (Fabeceae) ocorre em abundancia no nordeste brasileiro e
tem intenso uso popular no tratamento de infec¢oes, inflamacGes e outros processos, sem
relatos de efeitos colaterais nocivos ao ser humano. Os estudos farmacoldgicos mostraram
que extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa apresentam atividades: antiinflamatoria
(LEITE et al., 2003), antiparasitaria (LEITE et al., 2003), embriotoxica (LEITE et al.,
2004) Antimicrobiana (Leite et al 2006) antitumoral (Vieira et al 2007), citotoxica (Vieira
et al 2007) embriotoxica sobre ovos e larvas de Aedes eagypti (Vieira et al 2011),
repelente nos mosquitos de Aedes aegypti (Vieira et al 2011). indigo e Indirubina s&o
derivados por oxidacdo e dimerizacdo do indoxil e isatin e liberados pelo composto
precursor, Indican ou Isatan B. (MINAMI et al., 1996, 1997). Estudo farmacogndstica com
a mesma espécie Vieira (2011) identificou, isolou e quantificou trés Alcaloides Bis —
indolicos; Indican, indigo e indirubina que estdo sendo submetidas a testes farmacologicos
(embritoxicidade e oviposicdo. Os Indigdides sdo pigmentos caracteristicos das espécies
Indigofera (Maugardet al., 2001), fungos (Hosoeet al., 1999) e estdo presentes na urina
humana (Gillamet al., 2000). Esses pigmentos no corpo humano sdo produtos do
catabolismo do triptofano através de bactérias do intestino, onde é absorvido em
quantidades significativas. O Indican é precursor dos pigmentos indigdides (indigo e
indirubina) material de partida da biossintese. Recentemente foi realizado o estudo com o
composto Indican, isolado de folhas de I. suffruticosa que mostrou o efeito hepatoprotetor
e antitumoral (LIMA et al.,, 2014). Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito
toxicoldgico do Indican de folhas de I. suffruticosa frente a Artemia salina.

MATERIAIS E METODOS
Obtencéao do Indican do extrato metanolico de folhas de I. suffruticosa

O extrato metandlico de folhas de I. suffruticosa rotaevaporado (5g) foi submetido a
cromatografia de permeacdo em gel, utilizando Silica—gel 60F (200g) como fase
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estacionaria e metanol como fase maével. As fragdes 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 mdvel acetato de etila, acetato férmico, acido
acético, e agua (100:11:11:26). As placas foram reveladas em vanilina cloridrica. As
fragdes 10-26 foram positivas para a substancia marrom (Indican). O protocolo de
isolamento descrito por Vieira (2011) com adaptacdes.

Ensaio Toxicologico do Indican de folhas de 1. suffruticosa sobre Artemia salina.

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

Apos a eclosdo, as larvas foram analisadas quanto a viabilidade (motilidade normal) e
separadas em tubos de ensaio (10mL), 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 de 1. suffruticosa foi dissolvido em agua
marinha, criando uma solu¢cdo m&e com uma concentracdo duas vezes maior que a
desejada para o teste. A solucdo contendo o Indican de I. suffruticosa (2,5mL) foii
adicionados em cada tubo com igual volume de agua marina, fazendo com que as
concentracdes caissem pela metade, obtendo nos tubos 400, 200 e 100ppm. Foi feito um
controle positivo com dgua marinha, os testes foram realizados em quadruplicata.

Os tubos foram mantidos por 24 horas em uma estante, sob temperatura e iluminacao
ambiente. Apds 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.

RESULTADOS
A figura 1 representa o resultado do ensaio toxicoldgico do potencial do indican obtido
de folhas de I. suffruticosa frente ao microcrustaceo Artemia salina . O Indican de folhas
de 1. suffruticosa foi testado nas concentragdes 100, 200 e 400ppm sobre A. salina. O
composto indican de folhas de I. suffruticosa mostrou 98% de viabilidade das larvas de A.
salina, apresentando assim baixa ordem de toxicidade.

Tabela 1- Efeito Toxicoldgico do Indican de folhas de I. suffruticosa frente 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.

DISCUSSAO
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Os bioensaios utilizando organismos menores, como microcrustaceos, sdo importantes na
verificacdo da qualidade de produtos naturais ou sintéticos. O teste utilizando Artemia
salina L. é um exemplo de bioensaio bastante conhecido. Os microcrustaceos A. salina é
utilizado rotineiramente na investigacdo de efeitos toxicoldgicos de extratos e substancias
puras. Além disso, pode ser utilizado na deteccdo da poluicdo aquatica e testes de
toxicidade em geral. Siqueira e colaboradores (1998) validaram em seu trabalho a
confiabilidade do teste com A. salina, ao apresentar resultados semelhantes do bioensaio
realizado com crusticeo e a toxicidade de substancias identificadas na literatura como
ativas contra células tumorais (MOREIRA, 2003). Lima et al (2014) demonstrou que o
extrato metanolico da casca de Croton rhamnifolioides foi testado na concentracéo de 500,
250 e 125 pg/mL, mostrando a viabilidade de A saline de 27.5, 825 e 100%
respectivamente. Esse resultado mostra que o extrato metanolico tem uma moderada
toxicidade (LCso of 486.59 pg/mL) frente A. salina. Os nossos resultados demonstram que
o indican de folhas de 1. suffruticosa apresenta baixa ordem de toxicidade com viabilidade
de 98% nas doses testada que pode ser bem tolerado no sistema bioldgico.

CONCLUSAO
O Indican de folhas de I. suffruticosa, nas doses testadas, apresenta baixa toxicidade sobre
A. salina. Sugerindo assim, a possibilidade de investigar suas a¢fes farmacoldgicas com
mais seguranca.
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