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RESUMO

A iangambina, lignana isolada das folhas de Ocotea duckei, possui diversas atividades

farmacológicas descritas na literatura, tais como: ação antitumoral, ansiolítica, hipotensiva e

leishmanicida, no entanto poucas informações têm sido relatadas sobre sua toxicidade. Desta

forma, conhecendo as potencialidades farmacológicas e a importância de avaliar a toxicidade

de compostos ativos, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade “in vitro” e “in

vivo” da iangambina. A toxicidade “in vitro” foi avaliada através do teste de atividade

hemolítica em sangue de carneiro e a “in vivo” pelo sistema teste Allium cepa e toxicidade

aguda em camundongos Swiss (Mus musculus). A iangambina não causou hemólise em

eritrócitos de carneiro, quando avaliada a sua atividade hemolítica nas concentrações de 12,5,

25 e 50 µg/mL. No ensaio utilizando o sistema teste Allium cepa, a iangambina não

apresentou toxicidade para o crescimento das radículas, não diminuiu o índice mitótico e não

causou alterações cromossômicas nas células meristemáticas de Allium cepa nas

concentrações de 12,5, 25 e 50 µg/mL. Já ensaio de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/kg,

a iangambina não causou morte dos animais, e não apresentou diferenças significativas nos

parâmetros clínicos. Portanto, concluímos que a iangambina não foi citogenotóxica, não foi

mutagênica e praticamente não tóxica nos sistemas e nas condições experimentais utilizadas,

caracterizando-se como um princípio ativo promissor para pesquisas futuras.

Palavras-chave: Atividade hemolítica. Allium cepa. Toxicidade aguda. Histopatologia.



ABSTRACT

Yangambin, lignan isolated from the leaves of Ocotea duckei, has several

pharmacological activities described in the literature, such as: antitumor, anxiolytic,

hypotensive and leishmanicidal action, however little information has been reported on its

toxicity. Thus, knowing the pharmacological potentials and the importance of evaluating the

toxicity of active compounds, this work aimed to evaluate the in vitro and in vivo toxicity of

yangambin. In vitro toxicity was evaluated by the hemolytic activity test in sheep blood and in

vivo by the Allium cepa test system and acute toxicity in Swiss mice (Mus musculus).

yangambin did not cause hemolysis in sheep erythrocytes when evaluating its hemolytic

activity at concentrations of 12.5, 25 and 50 μg / mL. In the assay using the Allium cepa test

system, yangambin showed no toxicity for root growth, did not decrease mitotic index, and

did not cause chromosomal changes in Allium cepa meristematic cells at concentrations of

12.5, 25 and 50 μg / mL. In the acute toxicity test at the dose of 2000 mg / kg, yangambin did

not cause death in the animals, and did not present significant differences in the clinical

parameters. Therefore, we conclude that yangambin was not cytogenotoxic, was not

mutagenic and practically non-toxic in the systems and experimental conditions used,

characterizing itself as a promising active principle for future research.

Keywords: Hemolytic activity. Allium cepa. Acute toxicity. Histopathology.
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1 INTRODUÇÃO

Os produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, têm sido utilizados

para atender aos cuidados da saúde humana desde os primórdios da medicina, servindo

como fonte de medicamentos. E, nos últimos anos, fármacos derivados de plantas têm

atraído a atenção de cientistas em todo o mundo devido a seus efeitos colaterais mínimos e

efeitos positivos sobre a saúde humana (AYE, 2019).

A legislação sanitária brasileira define os medicamentos fitoterápicos como aqueles

obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja segurança e eficácia

estejam baseadas em evidências clínicas e que sejam caracterizados pela constância de sua

qualidade (FRANÇA; VASCONCELOS, 2018).

Os processos científicos envolvidos para a transformação de uma planta medicinal em um

medicamento priorizam a preservação da integridade química dos princípios ativos e, por

consequência, a ação farmacológica do vegetal (OLIVEIRA; ROPKE, 2016). Para atingir

esses objetivos, a produção do fitoterápico requer, necessariamente, estudos prévios relativos

aos aspectos botânicos, agronômicos, fitoquímicos, farmacológicos, toxicológicos, e de

desenvolvimento de metodologias de análise. (BOOKER et al., 2015).

A classificação botânica permitiu compreender melhor a natureza das plantas, de forma

que se tornou possível conhecer as suas aplicações. A botânica aplicada à farmácia ou

farmacobotânica, permite explorar as propriedades específicas e a ação dos metabólitos

secundários presente nas plantas (SALATINO; BUCKERIDGE, 2016).

Pesquisas têm sido realizadas com diferentes espécies do gênero Ocotea, com o intuito

de isolar e caracterizar os seus metabólitos secundários, assim como identificar os

componentes bioativos (QUINET, 2018). Este gênero pertence à família Lauracea, possui

uma ampla distribuição fitogeográfica no território brasileiro e apresenta um grande número

de espécies com propriedades medicinais (BROTTO, 2013).

A espécie Ocotea duckei Vattimo-Gil é conhecida popularmente como “Louro-de-

cheiro” ou “Louro-pimenta”, encontrada no Nordeste, nos estados: Pernambuco, Paraíba,

Sergipe e Ceará, contendo uma variedade de metabólitos secundários, dentre eles a

iangambina, uma lignana que figura como constituinte majoritário (MONTE-NETO, 2011).

Estudos farmacológicos atribuíram diversas atividades para a iangambina isolada da

Ocotea duckei como: antitumoral em células colorretais, por induzir apoptose (HAUSOTT,
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2003), ansiolítica (MULLALLY, 2016), efeito hipotensivo (ARAÚJO, 2014) e leishmanicida

(MONTE-NETO, 2011; CAVALHEIRO, 2013).

Para a segurança e efetividade farmacológica, a Organização Mundial de Saúde

(OMS) julga importante a realização de ensaios de toxicidade com as plantas de uso

medicinal e de seus princípios ativos (OMS, 2011). O guia para condução de estudos não

clínicos de toxicologia e segurança farmacológica necessária ao desenvolvimento de

medicamentos propõe como estudos de segurança, os testes de toxicidade, de genotoxicidade,

tolerância local e carcinogenicidade, como: o teste de toxicidade aguda e testes citogenéticos

para avaliação de dano cromossômico (ANVISA, 2013).

Desse modo, conhecendo as potencialidades farmacológicas da iangambina, e sendo

de fundamental importância avaliar a toxidade de compostos com princípios ativos, este

trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade “in vitro” e “in vivo” da iangambina isolada

da Ocotea duckei (Lauraceae).

1.1 OBETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

 Avaliar a toxicidade “in vitro” e in vivo” da iangambina isolada da Ocotea duckei

Vattimo-Gil.

1.1.2 Objetivos Específicos

 Isolar a iangambina das folhas de Ocotea duckei Vattimo-Gil;

 Investigar a toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade da

iangambina através do sistema teste Allium cepa;

 Avaliar a atividade citotóxica em eritrócitos de carneiro;

 Determinar a toxicidade aguda em camundongos;

 Realizar a morfometria e histopatologia do fígado e rins dos camundongos submetidos

à toxicidade aguda.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais são um reservatório de compostos biologicamente ativos com

propriedades terapêuticas que ao longo do tempo tem sido relatados e utilizados por diversos

grupos de pessoas para o tratamento de várias doenças (PANMEI et al., 2019). De acordo

com a Organização Mundial de Saúde, 85% da população dos países em desenvolvimento

utilizam plantas medicinais em seus cuidados com a saúde (OMS, 2013).

Alguns fatores colaboram para o uso de plantas medicinais por parte da população de

países em fase de desenvolvimento, como: problemas básicos das populações com

vulnerabilidade econômica, que vão desde ter acesso ao atendimento hospitalar, realização de

exames, bem como adquirir medicamentos remédios, embora tenha havido um grande

crescimento da medicina a partir da segunda metade do século XX (OLIVEIRA, 2016).

Do ponto de vista científico, plantas com uma longa história de uso na etnomedicina

podem ser uma fonte rica de substâncias para o tratamento de diversas doenças. Em virtude

desse fato, tem-se observado um aumento no campo de estudo concernente a utilização de

plantas medicinais, tendo como objetivo formulações de medicamentos com menos efeitos

adversos (ALLKIM, 2017).

Dessa forma, são continuamente desenvolvidos estudos que visam comprovar a

autenticidade das informações populares, de forma que ao longo do tempo, uma gama de

compostos de origem vegetal inicialmente restritas, ao uso popular, está sendo incorporada ao

arsenal terapêutico (EKOR, 2014).

Na última década houve uma maior aceitação e interesse público em produtos naturais

tanto nos países em desenvolvimento como nos desenvolvidos, sendo estes disponíveis não só

em farmácias, mas também em lojas de alimentos. Estima-se que até quatro bilhões de

pessoas (representando 80% da população mundial) confiam nos medicamentos à base de

plantas como fonte primária de cuidados da saúde (OMS, 2013).

Como o uso global de medicamentos à base de plantas continua a crescer e muitos

produtos novos são introduzidos no mercado, questões de saúde pública, como intoxicações, e

preocupações em torno de sua segurança são cada vez mais consideráveis. Embora alguns

medicamentos fitoterápicos tenham potencial promissor e são amplamente utilizados, muitos
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deles permanecem sem estudos farmacológicos comprobatórios de sua eficácia (AHMADI et

al., 2016).

A Química de Produtos Naturais se destaca ao permitir o conhecimento estrutural dos

metabólitos secundários responsáveis pelos efeitos farmacológicos das plantas medicinais.

Em suas inúmeras atribuições, engloba o isolamento e a identificação dos constituintes

químicos bioativos, atuando como fonte de novos fármacos, e realiza pesquisas para validação

de medicamentos de origem vegetal, sendo assim, a base essencial para o direcionamento de

estudos farmacológicos (YOUSSEF, 2013).

Ao longo da história da farmacologia e da medicina, pesquisadores isolaram

compostos de espécies vegetais com valor medicinal que foram identificados seus princípios

ativos comprovados através do conhecimento empírico popular resgatado nas comunidades

tradicionais (BERLINCK et al., 2017).

2.2 UTILIZAÇÃO DE PLANTAS MEDICINAIS NO TERRITÓRIO BRASILEIRO

O panorama da cadeia produtiva de fitoterápicos no Brasil aponta que as últimas

décadas foram um marco de divulgação dos conhecimentos de substâncias bioativas oriunda

de vegetais. Nunca se teve no país tantos incentivos para produção de conhecimento científico,

em diversas áreas, sobre os produtos naturais (CACCIA-BAVA et al, 2017).

Em 2009 foi divulgada a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS

(RENISUS), contemplando 71 plantas medicinais indicadas para uso terapêutico da população,

que tem como finalidade nortear estudos e pesquisas em plantas medicinais que apresentam

potencial para gerar produtos de interesse ao SUS, com o intuito de desenvolvi-me nto e

inovação na área de plantas medicinais e fitoterápicos (BRASIL, 2009).

Em 2010, por meio da Portaria nº 886, o Ministério da Saúde instituiu no âmbito do

SUS a Farmácia Viva, que tem como atribuições realizar todas as etapas para a ascensão dos

produtos naturais, iniciando pelo cultivo, abrangendo a coleta, o processamento, o

armazenamento, a manipulação e a dispensação de preparações magistrais e oficinais de

plantas medicinais e produtos fitoterápicos (BRASIL, 2010).

Em 2012, o Ministério da Saúde publicou nos Cadernos de Atenção Básica “Práticas

integrativas e complementares: plantas medicinais e fitoterapia na Atenção Básica”, no qual

se destaca o caráter estratégico da oferta de ações e serviços de fitoterapia na atenção básica

(BRASIL, 2012).
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Por sua vez, a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) n° 18 de 2013, dispôs sobre as

boas práticas de processamento e armazenamento de plantas medicinais, preparação e

dispensação de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterápicos em

farmácias vivas no âmbito do Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2013).

Em 2014, a RDC nº 26, definiu as categorias de medicamento fitoterápico e produto

tradicional fitoterápico e estabeleceu os requisitos mínimos para o registro e renovação de

registro de medicamento fitoterápico, e para o registro, renovação de registro e notificação de

produto tradicional fitoterápico. Segundo essa resolução, medicamentos fitoterápicos são

aqueles cuja segurança e eficácia estão baseadas em evidências clínicas, e produtos

tradicionais fitoterápicos são aqueles cuja segurança e efetividade estão fundamentadas na

tradicionalidade de uso por período mínimo de 30 anos, concebidos para serem utilizados sem

necessidade de supervisão médica, em condições clínicas brandas (BRASIL, 2014).

Outra novidade da regulação foi a possibilidade da notificação para os fitoterápicos

previstos no Formulário de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira e que possuam

monografia específica de controle da qualidade, publicada em farmacopeia reconhecida pela

ANVISA. A notificação possibilita a imediata fabricação, importação ou comercialização do

produto (COFID, 2015). No ano de 2017 foram registrados 66.445 atendimentos de

Fitoterapia, em 1.794 estabelecimentos da Atenção Básica, distribuídos em 1.145

municípios, segundo dados do SISAB – Sistema de Informação em Saúde para a Atenção

Básica (BRASIL, 2018).

As Secretarias de Saúde municipais e estaduais devem informar ao Ministério da

Saúde as entradas, saídas e dispensações de medicamentos, entre eles os fitoterápicos, por

meio do envio do conjunto de dados do Sistema Nacional de Gestão da Assistência

Farmacêutica (Hórus). Conforme as informações recebidas das Unidades da Federação (UF)

são notificadas as entradas e o total de saídas (Figura 1), considerando dispensação e perdas,

de produtos fitoterápicos e plantas medicinais (BRASIL, 2019).
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Entradas e saídas de fitoterápico notificadas por Secretarias de Saúde municipais e
estaduais do Brasil.

Figura 1. Entradas e saídas de fitoterápico notificadas por Secretarias de Saúde municipais e
estaduais do Brasil

Fonte: adaptado de: <http://portalms.saude.gov.br/acoes-e-programas/programa-nacional-
de-plantas-medicinais-e-fitoterapicos> Acesso em: 02 de fevereiro de 2019.

2.3 CONSIDERAÇÕES SOBREA FAMÍLIA LAURACEAE

A família Lauraceae pertence às angiospermas, possui distribuição pantropical (Figura

2), sendo bem representada na América, Ásia tropical, Austrália e Madagascar, com pouca

expressividade no sul da África, possuindo cerca de 3.500 espécies subordinadas a 50 gêneros.

No Continente Americano encontram-se 29 gêneros e 900 espécies com grande diversidade

em terras baixas da Amazônia e da América Central. No Brasil ocorrem aproximadamente

435 espécies, distribuídas em 24 gêneros (HINSINGER; STRIJK, 2017).

Lauraceae destaca-se entre as demais famílias pela sua importância econômica, onde,

dentre as espécies utilizadas em larga escala, tem-se Persea americana (abacateiro),

Cinnamomum verum (canela) e Laurus nobilis (louro). Outras são empregadas nas suas

regiões de origem, como condimento (Dicypellium caryophyllaceum) ou para fazer chá

(Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Essências aromáticas, empregadas na indústria de

perfumes, são obtidas de algumas espécies como canela-sassafrás (Ocotea odorifera) e pau-

rosa (Aniba rosaeodora). A madeira das espécies de Lauraceae (Ocotea, Nectandra e
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Mezilaurus) é amplamente explorada em diversas regiões para diferentes finalidades devido a

sua alta durabilidade e resistência (ALVES et al., 2018).

Figura 2. Mapa de distribuição da família Lauraceae no mundo

Fonte: <http://www.tropicos.org/Name/42000016?tab=maps#>. Acesso em: 07 de Janeiro de

2019.

A família Lauraceae também é conhecida mundialmente pela utilização na medicina

popular. O uso de plantas aromáticas é bastante difundido, em especial no tratamento de

infecções microbianas, inflamações, dores, eczemas, na regulação da fertilidade e

envenenamento por picada de cobra (RAHMON et al., 2017).

No Brasil, destacam-se especialmente as espécies dos gêneros Ocotea e de Nectandra,

conhecidas popularmente como canelas, loureiros ou embuias, que remontam ao começo da

colonização, quando foram exploradas para o emprego na construção naval e movelaria de

luxo (GUIMARÃES et al., 2017).

2.4 CONSIDERAÇÕES SOBRE O GÊNERO OCOTEA

O gênero Ocotea foi estabelecido por Aublet (1775) com a espécie Ocotea guianensis,

é um gênero muito variável morfologicamente e considerado o maior gênero da família

Lauraceae. Apresenta cerca de 350 espécies, a maioria nas Américas tropical e subtropical,

desde o México até a Argentina, com poucas espécies na África e em Madagascar e ausentes
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na Ásia. No Brasil, o gênero é bem representado com cerca de 170 espécies (Figura 3)

(QUINET et al., 2012).

Figura 3. Distribuição das espécies de Ocotea no Brasil por região

Fonte: Adaptado de: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8440>. Acesso em: 07

Jan. 2019

Espécies do gênero Ocotea são utilizadas na medicina popular para o tratamento de

infecções, picada de cobra, úlceras (Ocotea caparrapi), dor de cabeça (Ocotea bullata), febre,

tosse (Ocotea species), cólicas menstruais (Ocotea nicaraguensis), diarréia (Ocotea quixos).

No Norte e Nordeste brasileiro, várias espécies do gênero são utilizadas na medicina popular

para o tratamento da dor, neuralgia, dispepsia e anorexia (SALLEH; AHMAD 2017).

Dentre as atividades farmacológicas descritas em algumas espécies de Ocotea,

destacam-se como: antimalárica (BALLABENI et al., 2010), antibacteriana e antifúngica

(CASTRO; LIMA, 2011), relaxante muscular (ARAÚJO, 2014), antioxidante (OGUNDAJO

ET AL., 2018), antiinflamatória (SANTOS ET AL, 2019).

O gênero Ocotea é conhecido por ser uma fonte de neolignanas e alcaloides

benzilisoquinoleínicos. Este gênero também apresenta suas espécies como geralmente
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aromáticas, sendo desta forma utilizadas em produtos de perfumaria bem como aromatizantes

(RAKOTONDRAIBE, 2015).

Diversas pesquisas têm sido conduzidas com diferentes espécies de Ocotea, visando o

isolamento e a caracterização de compostos químicos. Dentre os metabólitos vegetais

identificados, destacam-se os alcaloides benzilisoquinolínicos e aporfínicos, lignanas e

neolignanas e óleos essenciais, constituídos por monoterpenos, sesquiterpenos e

fenilpropanóides (DELGADO et al., 2016).

2.5 CONSIDERAÇÕES SOBRE Ocotea duckei VATTIMO-GIL

Ocotea duckei Vattimo-Gil é uma espécie arbórea ocorrente em área de Mata Atlântica

secundária, conhecida popularmente como “louro-de-cheiro”, “louro-pimenta” e “louro-

canela”, encontrada nos estados da Paraíba, Pernambuco, Ceará, Sergipe e Bahia e em áreas

remanescentes da Floresta Atlântica. Compreende uma árvore de grande porte, com cerca de

10 m de altura, de copa arredondada, caule e ramos cilíndricos, verdes quando jovens

tornando-se marrons na planta adulta, que apresenta flores dispostas em inflorescências com

uma média de 45 flores por galho (Figura 4) (NÓBREGA et al., 2016).

Figura 4. Imagens do caule, folhas e inflorescências da Ocotea duckei Vattimo-Gil

Fonte: Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB17944>. Acesso

em: 17 de Janeiro de 2019.

Estudos químicos realizados com a referida espécie relataram a presença de três

alcaloides benzilisoquinolínicos: reticulina, coclaurina e N-acetilnorjuzifina. Também foi



24

isolado um alcaloide aporfínico, a laureliptina. Para essa espécie também são relatadas várias

lignanas como: iangambina, epiiangambina, sesartemina, episesartemina, siringaresinol, 4’-

O-demetilepimagnolin A e (+) - 4’’- O- demetilepimagnolin A (TELES, 2012).

2.6 IANGAMBINA

A iangambina é uma lignana do tipo furofurânica (Figura 5), e representa o maior

constituinte da fração total de lignóides da Ocotea duckei Vattimo (MORAIS et al., 1999).

Figura 5. Estrutura química da iangambina

Fonte: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/443028#section=Top&gt;>

Acessado em: 30 de janeiro de 2019.

Os primeiros estudos realizados com a iangambina isolada da O. duckei foram

relatados por Pachú et al. (1993), os quais sugeriram atividade depressora do sistema nervoso

central, podendo atuar como anticonvulsivante e hipnótico-sedativo.

Almeida e colaboradores (1995) avaliaram a ação analgésica, onde a iangambina

mostrou um efeito inibitório significativo do número de contorções abdominais induzidas por

ácido acético, um teste que envolve estímulo químico. A iangambina também apresentou

atividade de inibidor seletivo do fator de agregação plaquetária (PAF) em choque anafilático

(CASTRO-FARIA-NETO et al., 1995; ARAÚJO et al., 2001).
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Outras pesquisas demonstraram que a iangambina possui efeito de indução de

apoptose em células de tumor colorretal (HAUSOTT et al., 2003); atividade sobre o Sistema

Nervoso Central (SOUSA et al., 2005; LIMA, 2005) e atividade antiinflamatória, como

inibidor da produção de óxido nítrico (inibição da enzima iNOS) (KIM et al., 2009).

Trabalhos realizados in vitro por Monte-Neto e colaboradores (2011) com parasitas

das espécies de Leishmania chagasi e L. amazonenses mostraram que a iangambina apresenta

uma significativa atividade antipromastigota e antiamastigota em macrófagos murinos

infectados com L. chagasi. E Araújo et al. (2014) demonstrou que a iangambina induz

efeitos hipotensivos e taquicárdicos em ratos normotensos.

Contudo, poucos estudos foram relatados sobre o potencial toxicológico da

iangambina. Foi relatado apenas em teste de Ames, onde a iangambina não apresentou

mutagenicidade (MARQUES et al., 2003), e teste de toxicidade em macrófagos murinos e

desenvolvimento embrionário de Ouriço-do-mar por Monte-Neto et.al. (2008).

2.7 ESTUDOS DE TOXICIDADE

A toxicidade refere-se à capacidade inerente e potencial de uma substância em

provocar efeitos nocivos para o organismo do indivíduo. No estudo de toxicidade os aspectos

que devem ser avaliados envolvem a determinação da intensidade do efeito adverso,

concentração/dose e a duração da exposição (ANVISA, 2013).

Os testes toxicológicos pré-clínicos permitem o embasamento científico para prever os

principais efeitos colaterais e as consequências de uma overdose para posterior escalonamento

em humanos (CHAMPMAN, 2010). O objetivo principal de estudos toxicológicos pré-

clínicos é identificar uma dose inicial segura para estudos clínicos de fase I, o potencial

toxicológico do fármaco e a reversibilidade dos efeitos adversos, lesão e morte celulares

induzidas por fármacos que geralmente são causadas por metabólitos reativos do fármaco,

envolvendo interações não covalentes e/ou covalentes com moléculas-alvo (OECD, 2014).

Os estudos pré-clínicos preconizam a avaliação farmacológica em sistemas “in vitro”

e posteriormente em animais (“in vivo”) para a obtenção do maior conhecimento possível

acerca das propriedades e dos efeitos adversos do fármaco em desenvolvimento. Desta forma,

o composto é submetido a testes de toxicidade a curto e longo prazo em animais, para que

suas propriedades farmacológicas possam ser definidas dentro de uma relação dose-resposta

(FERREIRA, et al. 2009). A duração do teste pré-clínico toxicológico está relacionada com a
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provável duração do uso terapêutico. Os estudos clínicos correspondem à pesquisa conduzida

em pacientes, ou em voluntários sadios, usualmente, destinada a avaliar um novo tratamento

(SILVA, 2010).

Portanto, a avaliação da toxicidade do futuro fitoterápico, bem como a verificação de

sua ação, assegura a aplicabilidade terapêutica através de ensaios pré-clínicos e clínicos

imprescindíveis para a validação e o uso seguros de um medicamento (DUNNICK; NYSKA,

2013).

2.7.1 Toxicidade “in vitro”

Estudos in vitro são importantes para a compreensão dos mecanismos de interação

com organismos vivos e são cada vez mais propostos para substituir testes de toxicidade in

vivo. Estes ensaios constituem a primeira etapa para avaliação da viabilidade de utilização de

diversos materiais para a saúde, e estes estudos são geralmente realizados em cultura de

células (citotoxicidade) (ALGARABLY, 2019).

Fatores relevantes devem ser considerados para a realização de testes de citotoxicidade,

como a compreensão de mecanismos celulares perante diversos tipos de materiais; o baixo

custo e rapidez dos testes, assim como, a redução da utilização de animais na experimentação

“in vivo” (HAMON, 2015).

Diversos tipos de células são utilizados em testes de citotoxicidade e são selecionadas

segundo as possíveis aplicações do material em estudo. Dentre estas células, pode-se utilizar

células sanguíneas para materiais que entrarão na corrente sanguínea e terão distribuição

sistêmica, constituindo-se como testes de hemocompatibilidade (ISO, 2010).

As hemácias representam cerca de 90% das células sanguíneas e possuem

características estruturais e moleculares interessantes como modelos experimentais em

estudos toxicológicos, possuem estrutura complexa, tendo em sua superfície grande

quantidade de lipídeos e proteínas, sua membrana consiste em uma bicamada fosfolipidica

(barreira intra/extracelular), que representa 50% de sua massa, são responsáveis por

fenômenos como a comunicação entre as células, reconhecimento imunológico e adesão

celular (SARKAR, 2018).

A ruptura da membrana e a liberação da hemoglobina presente nas hemácias são

denominadas de hemólise, quando a hemoglobina está livre no plasma pode acarretar danos a

órgãos vitais como fígado, rins e coração, sendo importante como forma de avaliação em
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testes de citotoxicidade (FLOOD; BURKHOLDER, 2018). Diversos métodos estão

disponíveis para avaliação da atividade hemolítica, dentre elas destaca-se a observação da

absorbância em ultravioleta, técnica recomendada pela Agência Nacional de Vigilância

Sanitária (SOUZA et al., 2017).

2.7.2 Toxicidade “in vivo”

Os testes “in vivo” não só servem para corroborar os resultados “in vitro”, como

também podem ser usados para selecionar as dosagens utilizadas para a obtenção de uma

melhor eficácia terapêutica (SHARIFI et al., 2012).

O sistema teste Allium cepa é um estudo experimental e comparativo, considerado um

excelente bioindicador para o primeiro screening da genotoxicidade de plantas medicinais,

devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordância com outros testes. É reconhecido

pelo Programa Internacional de Segurança Química (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental

das Nações Unidas (UNEP) como teste eficiente para monitoramento e análise in situ da

toxicidade e genotoxicidade de substâncias (MOREIRA et al., 2014).

Allium cepa é um vegetal superior da família Amaryllidaceae muito utilizado por

pesquisadores em ensaios toxicológicos, uma vez que o ensaio utiliza um modelo que é

suficientemente sensível para detectar inúmeras substâncias que causam alterações

cromossômica. É um modelo eficiente in vivo, no qual as raízes crescem em contato direto

com a substância de interesse, permitindo que os possíveis danos ao DNA das células possam

ser eesmados (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE IV, 2012).

O teste com A. cepa proporciona análise de toxicidade através de dois parâmetros:

macroscópicos, que se baseiam em formação de tumores, raízes torcidas e avaliação de

crescimento de raízes; e microscópicos, como os índices mitóticos, para análise de taxa de

divisão celular e aberrações cromossômicas (CUCHIARA et al., 2012).

Para avaliação da toxicidade “in vivo” em animais, são geralmente utilizados testes de

dose única (toxicidade aguda) ou de doses repetidas (toxicidade subcrônica). Quanto ao

modelo animal a ser estudado, os testes devem ser conduzidos com no mínimo duas espécies

de mamíferos, incluindo uma espécie não roedora. A dose limite a ser testada será aquela em

que se alcance evidência de toxicidade não letal ou até no máximo 2000 mg/kg/dia para

roedores e não roedores. Deve haver um período de observação dos animais, no mínimo 14
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dias após a administração da droga. No dia da administração os animais devem ser observados

no mínimo duas vezes e, posteriormente, no mínimo uma vez ao dia (OECD, 2008a).

Os parâmetros a serem avaliados no teste de toxicidade aguda são: amortalidade;

sinais clínicos (incluindo parâmetros comportamentais); variações no peso corporal e no

consumo de ração e água; patologia clínica (hematologia, bioquímica); latência, duração e

reversibilidade da toxicidade; investigações anátomo e histopatológicas. Estes estudos devem

ser realizados anteriormente à Fase I da Pesquisa Clínica. Não é exigida a determinação de

DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) por ser um método que implica em

grande precisão estatística, conforme o guia para a condução de estudos não clínicos de

toxicologia e segurança farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos

(ANVISA, 2013).
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 COLETAE IDENTIFICAÇÃO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Ocotea duckei Vattimo foram coletadas em agosto de 2017, no município

de Santa Rita, estado da Paraíba. A identificação botânica do material vegetal foi realizada

pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra, do Centro de Biotecnologia (CBiotec/UFPB). Uma

exsicata desta espécie encontra-se depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), do

Centro de Ciências Exatas e da Natureza (CCEN / UFPB) sob o código AGRA 4309.

3.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO ETANÓLICO BRUTO (EEB)

Utilizou-se 15 Kg do material vegetal. Este foi desidratado em estufa de ar circulante à

temperatura média de 37 Cº durante 48 horas, sendo em seguida pulverizado com auxílio de

um moinho mecânico, obtendo-se o pó seco da planta com rendimento de 7,6 Kg. Após isso,

o pó foi submetido à extração com etanol a 95%, sendo esse processo repetido por duas vezes,

em intervalos de cinco dias para cada extração. Ao total, foi utilizado cerca de 50 L de etanol

para a extração, obtendo-se a solução extrativa etanólica (35 L), a qual foi concentrada em

evaporador rotativo a 46 ºC, para obtenção do extrato etanólico bruto (EEB, 500 g), com

rendimento de 6,58% em relação ao pó seco da planta.

3.3 ISOLAMENTO DE LIGNÓIDES TOTAIS

Com a finalidade de obter a iangambina de forma mais direta, utilizou-se a

metodologia descrita por Barbosa-Filho et al. (1999) para o isolamento dos lignóides totais de

Ocotea duckei. Cerca de 300 g do EEB foram suspensos em 1250 mL de uma solução de

ácido acético a 10% e homogeneizados durante 60 min em agitador mecânico (IKA-RW-20)

sendo em seguida filtrado sob Celite ®, obtendo-se um resíduo insolúvel e uma solução

aquosa ácida. Essa solução foi extraída em ampola de separação com 4x500 mL de CH2Cl2
para obtenção da fase diclorometano, a qual foi tratada com solução de NaHCO3 (1x), em

seguida essa solução foi filtrada e concentrada sob pressão reduzida, fornecendo a fração de

lignóides totais (FLT) de O. duckei, com rendimento de 3,0% em relação ao peso do EEB

utilizado (Esquema 1).
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Esquema 1. Obtenção do extrato etanólico e isolamento de lignóides totais das folhas de

Ocotea duckei Vattimo-Gil

Fonte: o autor.

3.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

A FLT obtida pela marcha de lignóides foi submetida à cromatografia em coluna (CC)

de sílica gel 60 (MERCK - 0,063 – 0,200 mm), com eluentes hexano, diclorometano e

metanol, puros ou em misturas binárias, em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas

80 frações de 125 mL, as quais foram concentradas sob pressão reduzida, analisadas por

Cromatografia em Coluna Delgada Analítica (CCDA) e reunidas de acordo com seus fatores

de retenção (Rfs). A identificação da iangambina foi realizada por análise de dados espectrais

de RMN 1H e 13C em comparação com os publicados na literatura (BARBOSA-FILHO, 1999).



31

4.5 TESTE DEATIVIDADE HEMOLÍTICA

O teste hemolítico foi realizado seguindo a metodologia descrita por Dacie e Lewis

(1975), com modificações. Amostras de sangue de carneiro comercial foram adquiridas da

empresa Laborclin® (25 µL). Foram analisadas três concentrações da iangambina: 12,5

µg/mL, 25 µg/mL e 50 µg/mL, diluídas em solução salina NaCl 0,9%. Um tubo contendo

apenas a solução salina foi designado para o controle negativo e para o controle positivo

utilizou-se água destilada (Figura 6). Em seguida, cada tubo recebeu 25 µL de sangue de

carneiro e foram encubados por 30 min. Após esse período, as amostras foram submetidas à

centrifugação 3500 G durante 15 min. Em seguida, o sobrenadante foi analisado no

espectrofotômetro Bioplus (BIO-200) com comprimento de onda 540 nm, para obter a

absorbância resultante. O ensaio foi realizado em triplicata e o percentual hemolítico foi

definido com o resultado do controle positivo sendo designado como 100%. O percentual de

hemólise baseou-se na fórmula: .

Figura 6. Tubos contendo as amostras antes (1) e depois (2) de submetidas à centrifugação

Fonte: o autor.
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3.6 SISTEMATESTE Allium cepa

3.6.1 Análise da Toxicidade

A análise da toxicidade foi realizada utilizando o sistema teste Allium cepa conforme

descrito por Fiskejö (1985) com modificações. A iangambina isolada da O. duckei foi testada

em três concentrações 12,5 µg/mL, 25 µg/mL e 50 µg/mL, com diluições em água destilada.

Foram utilizadas estas concentrações baseando-se na IC50 descrita na literatura para

Leishmania amazonensis e chagasi, 45 e 50 µg/mL, respectivamente. Foram utilizados bulbos

não germinados e saudáveis de peso entre 100-120 g, adquiridos em estabelecimento

comercial em Recife-Pernambuco, os quais foram postos a germinar por um período de cinco

dias, a temperatura ambiente, em tubos de polipropileno (50 mL), com a parte inferior

mergulhada nas soluções testes da iangambina e soluções controle, constituindo cinco

tratamentos (Figura 7). Água destilada foi usada como controle negativo (CN) e Sulfato de

cobre (0,6 µg/Ml), uma substância comprovadamente enotóxica e mutagênica, como controle

positivo (CP). sendo sete bulbos para cada tratamento, totalizando 35 bulbos. Após o período

de germinação, foi medido o comprimento das três maiores raízes em cada bulbo de cada

tratamento. Os resultados obtidos das concentrações testes foram comparados com o controle

negativo e controle positivo.

Figura 7. Bulbos de Allium cepa em contato com as soluções testes

Fonte: o autor.
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3.6.2 Análise da Citotoxicidade

As radículas coletadas e fixadas numa solução de álcool etílico/ácido acético (3/1) por

24 horas. Após esse período, foram lavadas em água corrente, hidrolisadas com HCl a 45%

por 10 minutos. Após a retirada do HCl, as amostras foram novamente lavadas e coradas com

hematoxilina. Em seguida, as amostras foram transferidas para as lâminas, cortando-se a parte

meristemática e empregada à técnica de esmagamento.

Para a avaliação da citotoxicidade da iangambina em células meristemáticas das

cebolas, utilizou-se o cálculo de índice mitótico (IM), que foi estabelecido pela relação entre o

número de células em divisão e o número total de células analisadas. Para o IM foi realizada a

seguinte equação: IM=NCM/NTC X 100, onde NCM corresponde ao número de células em

mitose e NTC ao número total de células contabilizadas. A partir dos valores obtidos na

equação acima, é possível avaliar o potencial citotóxico das amostras em inibir ou aumentar a

proliferação celular (GUERRA, 2002).

3.6.3 Análise da Genotoxicidade e mutagenicidade

Foram analisadas 5.000 células de cada tratamento das radículas de Allium cepa. As

preparações histológicas foram avaliadas com auxílio de microscópio ótico (Leica, Wetzlar,

Germany) com a objetiva de 100X acoplado a câmera Motic e foram observadas as células em

interfase, prófase, metáfase, anáfase e telófase e quantificadas as anormalidades

cromossômicas. Posteriormente, foi realizada a captura de imagem usando a câmara Motic

acoplada ao Microscópio óptico (GUERRA, 2002).

3.7 TOXICIDADEAGUDA EM CAMUNDONGOS SWISS

3.7.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss fêmeas (Mus musculus) pesando entre

28 e 32 g, na faixa etária próxima de 60 dias (jovens adultos) no total de 12 animais, obtidos

do biotério do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os animais foram alocados em gaiolas de polietileno em grupos de três, mantidos sob

condições controladas de temperatura de 21 ± 1 °C sob o ciclo dia/noite natural (12 h claro e

12 h escuro), com água e alimento (tipo pellets de ração da marca Purina®) ad libitum durante

o experimento e sem uso de qualquer medicação. Antes da realização de qualquer protocolo

experimental, os animais foram colocados no ambiente de trabalho por, pelo menos, 30
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minutos de antecedência à execução do experimento. Todos os procedimentos experimentais

foram analisados e aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Centro de

Biociências – UFPE, sob o processo nº 23076.023060/2018-50 (Anexo 1).

3.7.2 Avaliação dos sinais de toxicidade (Screening Hipocrático)

O presente trabalho seguiu as diretrizes da Organização para a Cooperação e

Desenvolvimento Econômico (OECD) para o teste de classe de toxicidade aguda (Acute

Toxic Class Method – OECD 423) (OECD, 2001). Observou as indicações da Portaria 116/96

do Ministério da Saúde, para avaliação da toxicidade aguda oral de substâncias químicas e

estudos de toxicidade de dose única de novas drogas, além de enquadrar nas exigências da

RDC 14, de 31 de Março de 2010 da ANVISA/MS (BRASIL, 2010).

A iangambina foi dissolvida em solução salina 0,9% (veículo) e administrada por via oral

apenas uma única vez na dose de 2000 mg/kg para avaliação detalhada dos sinais clínicos de

toxicidade nos animais experimentais (n=6), exemplos: aparência geral, ataxia, frênito vocal,

irritabilidade, tônus do corpo, tremores, salivação, lacrimejamento, ptose palpebral,

convulsões e movimentos anormais e mortalidade dos animais (SILVA et al., 2016) (Esquema

2). O grupo controle (n=6) recebeu apenas veículo de solução salina NaCl 0,9% com o

mesmo volume (10 mL/kg) e pela mesma via que o grupo de animais tratado com a

iangambina. Os sinais de toxicidade (Screening Hipocrático), a intensidade e a duração foram

classificadas numa escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para posterior

análise. Os animais foram observados individualmente após a administração nos primeiros

trinta minutos, periodicamente após as duas primeiras horas e diariamente durante 14 dias.
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Esquema 2. Roteiro de observação do Screening Hipocrático dos camundongos após

administração da dose de 2000 mg/Kg da iangambina

Legenda: (SNC) Sistema Nervoso Central, (SNA)Sistema Nervoso Autônomo.

3.7.3 Avaliação da evolução ponderal e do consumo de água e ração

Para a avaliação de possíveis efeitos tóxicos após a administração da iangambina 2000

mg/Kg, os animais foram pesados diariamente em balança semi-analítica sempre no mesmo

horário, bem como, avaliados os consumos de água e ração.

3.7.4 Avaliação dos parâmetros bioquímicos e hematológicos

O sangue foi coletado por punção cardíaca e acondicionado em dois tipos de tubo (1 mL),

sendo um com anticoagulante EDTA para determinação dos parâmetros hematológicos

(eritrograma e leucograma) e o outro sem anticoagulante para obtenção do soro e

determinação dos parâmetros bioquímicos, este foi centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm,

para obtenção do soro e análises bioquímicas: ureia, creatinina, colesterol total, glicose e
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transaminases (aspartatoaminotransferase – AST e alanina aminotransferase-ALT) (PITA,

2010). Para as análises bioquímicas foram utilizados Kits específicos para o equipamento

bioquímico automático Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic System) e os exames

hematológicos foram realizados no equipamento CELL-DYN Ruby (Analisador

Hematológico Automático).

3.7.5 Método de eutanásia

Ao final do experimento de toxicidade aguda, todos os animais foram anestesiados

com solução de xilazina-cetamina 0,2 mL/100g [8,75 mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25

mL de xilazina (100 mg/mL)], conforme protocolo da Cornell University/Cornell Center for

Animal Resources and Education (KOHN, et al., 1997), e eutanasiados por deslocamento

cervical.

3.7.6 Avaliação do peso dos órgãos

Sucedida à eutanásia, foi feita avaliação macroscópica dos órgãos e logo em seguida foi

determinado o peso absoluto e relativo dos seguintes órgãos; fígado e rins, utilizando uma

balança de precisão. O peso relativo dos órgãos em estudo foi calculado utilizando a formula:

Peso relativo do órgão (%) = (peso do órgão/peso do camundongo).

3.7.7 Morfometria e avaliação histopatológica dos órgãos

O procedimento de preparo e avaliação histopatológica dos órgãos (fígado e baço) foi

realizado no laboratório de histotécnica do Departamento de Histologia e embriologia da

UFPE. Em seguida, foram fixadas, por 24 h, em solução de formol tamponado (100mL de

formaldeido 37%: 900 mL de água destilada; 4,0 g de fosfato de çsódio monobásico; 6,5 g de

fosfato de sódio dibásico (anidro) a 10%), na proporção de 20 vezes o volume do fixador em

relação ao volume das peças. Após a fixação, os fragmentos foram lavados em água corrente

por cinco minutos, iniciando-se assim o processo de desidratação em álcool etílico, em série

crescente desde 70% até álcool absoluto. Posteriormente, procedeu-se a clarificação com xilol,

inclusão em parafina histológica, seccionadas a 5 μm e corados com hematoxilina e eosina

(JUNQUEIRA, 2015).
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A análise morfométrica foi realizada no laboratório de cultura de tecidos do

Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE. As imagens obtidas das lâminas de rim

e fígado foram capturadas através de um microscópio Olympus BX-41, acoplado a uma

câmera (Motic). O programa de processamento de imagens utilizado foi o Motic Images Plus

Versão 2.0 ML, na resolução de 1280x1024 pixels e no formato JPEG. Foi utilizado o

programa IMAGEJ, um software para processamento e análise de imagens, desenvolvido por

Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA (GIRISH; VIJAYALAKSHMI,

2004). Foram medidos, em média, 50 glomérulos renais de cada animal.

3.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS
Os dados paramétricos foram submetidos à ANOVA unidirecional, com pós-teste de

Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados não paramétricos foram submetidos ao teste de

Kruskal-Wallis, com pós-teste de Dunn, a 5% de probabilidade. A análise de correlação foi

realizada com base no método de Spearman. As análises foram realizadas e os gráficos foram

gerados no software GraphPad Prism (versão 7.0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

A iangambina foi isolada da Ocotea duckei através de cromatografia em sílica gel e

analisada por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 13C e 1H. Os dados espectrais dos

deslocamentos químicos de hidrogênio e carbono das frações, obtidos através da RMN,

permitiu a comprovação da presença da iangambina, quando comparados com os valores da

literatura (Tabela 1) (BARBOSA- FILHO, 1999).

Tabela 1. Dados de RMN de 13C e 1H (125 MHz) da iangambina e comparação com os dados

de RMN da literatura (BARBOSA-FILHO et al., 1999)

C δC LITERATURA H δH LITERATURA

1 54,5 54,6 1 3,06 (m) 3.11 (m)

2 86,16 86,2 2 4,71 4.76 (d, J=4.2 Hz)

4 72,12 72,2 4ax 3,70-3,96 (m) 3.80-3.96 (m)

5 54,5 54,6 4eq 4,26-4,30 (m) 4.30-4.40 (m)

6 86,02 86,2 5 3,06 (m) 3.11 (m)

8 72,12 72,2 6 4,71 4.76 (d, J=4.2 Hz)

1’ 136,85 136,9 8ax 3,78-3,96 (m) 3.80-3.96 (m)

1’’ 136,85 136,9 8eq 4,26-4,30 (m) 4.30-4.40 (m)

2’ 102,9 103,2 2’ 6,52-6,56 (s) 6.59 (s)

2’’ 102,9 103,2 2’’ 6,52-6,56 (s) 6.59 (s)

3’ 153,56 153,7 6’ 6,52-6,56 (s) 6.59 (s)

3’’ 153,56 153,7 6’’ 6,52-6,56 (s) 6.59 (s)

4’ 137,57 137,8 OCH3

(4’)

3,70 (s) 3.86 (s)

4’’ 137,57 137,8 OCH3

(4’)

3,86 (s) 3.86 (s)

5’ 153,56 153,7 OCH3

(4’)

3,88 (s) 3.88 (s)

5’’ 153,56 153,7 OCH3

(4’)

3,88 (s) 3.88 (s)
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6’ 102,9 103,2 OCH3

(4’)

3,88 (s) 3.88 (s)

6’’ 102,9 103,2 OCH3

(4’)

3,88 (s) 3.88 (s)

OCH3

(4’)

60,96 61,0

OCH3

(4’’)

61,4 61,0

OCH3

(3’,5’)

56,29 56,0

OCH3

(3’’,5’’)

56,36 56,8

4.1 ATIVIDADE HEMOLÍTICA

A iangambina não causou hemólise em eritrócitos de carneiro nas concentrações testes

(12,5, 25 e 50 µg/mL), pois, não houve diferença significativa a nível de p>0,05, quando estas

foram comparadas ao controle negativo, indicando que não houve atividade hemolítica

(Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados com extrato metanólico de Canela

(Cinnamomum tamala) gênero pertencente a Lauraceae (DANDAPAT et al., 2014).

Tabela 2. Absorção média e porcentagem de hemólise (média ± desvio padrão) em diferentes

concentrações de iangambina

CONCENTRAÇÕES ABSORBÂNCIA
MÉDIA

PERCENTUAL DE
HEMÓLISE (%)

50 µg/mL 0,0096 0,6487 ns

25 µg/mL 0,0096 0,6488 ns

12,5 µg/mL 0,0102 0,6807 ns

Controle Negativo 0,0103 0,6840 ns

NS = não houve diferença significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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4.2 SISTEMATESTE Allium cepa

A iangambina não apresentou toxicidade, segundo as condições testadas, nas radículas de

Allium cepa. Visto que, não houve diferença significativa (p>0,5) na média de crescimento

das radículas expostas aos tratamentos nas concentrações 12,5 µg/mL, 25 µg/mL e 50 µg/mL

quando comparadas a média do controle negativo (água destilada), mas apresentou diferença

significativa (p<0,5) quando comparadas ao controle positivo (Sulfato de cobre 0,6

µg/mL)(Gráfico 1). Resultados semelhantes foram encontrados com o extrato etanólico de

Cinnamomum verum (canela), uma espécie da família Lauraceae, o qual não apresentou

alterações no crescimento de radículas de Allium cepa (SILVA et al., 2018).

Gráfico 1. Análise da toxicidade da iangambina em células meristemáticas de Allium cepa expostas a
diferentes tratamentos

Barras indicam média ± desvio padrão. Os dados foram submetidos à ANOVA one-way e pós-teste de Tukey a

5% de probabilidade. As letras iguais não diferem significativamente.

As células meristemáticas A. cepa expostas as concentrações (12,5 µg/mL, 25 µg/mL e 50

µg/mL) da iangambina não apresentaram diminuição e nem aumento no índice mitótico. Visto

que, os valores do índice mitótico das radículas expostas aos tratamentos quando comparados

aos do controle negativo não mostraram diferenças estatisticamente significativas (p>0,05).
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Porém, quando considerado o controle positivo a diferença foi significativa p<0,05, indicando

que a iangambina não possui potencial citotóxico (Tabela 3). Estes resultados obtidos “in

vivo” corroboram com os encontrados “in vitro” por Monte-Neto et. al. (2008), onde a

iangambina também não apresentou citotoxicidade em macrófagos murinos e em células

embrionárias de ouriço do mar.

Tabela 3. Análise da toxicidade da iangambina em células meristemáticas de Allium cepa expostas a
diferentes tratamentos

TRATAMENTOS
NÚMERO
TOTAL DE
CÉLULAS

CÉLULAS
EM

INTÉRFASE

CÉLULAS
EM

DIVISÃO

ÍNDICE
MITÓTICO

(%)

Controle Negativo 5.000 4.585 415 8,29 a

Controle Positivo 5.000 4756 248 4,82 b

12,5 µg/mL 5.000 4.639 361 7,22 a

25 µg/mL 5.000 4.631 369 7,38 a

50 µg/mL 5.000 4.641 359 7,19 a

Letras iguais não diferem significativamente.

Através do sistema teste Allium cepa também é possível observar ocorrência de alterações

cromossômicas no ciclo celular, e, portanto, este método tem sido usado como indicativo de

riscos sobre o consumo de diferentes produtos (VERMA; SRIVASTAVA, 2018).

Nas análises das células meristemáticas de A. cepa tratadas com a iangambina foram

encontradas células mitóticas normais, semelhantes ao controle negativo, sugerindo que a

iangambina não é genotóxica e, portanto, não mutagênica. No entanto, nas células

meristemáticas tratadas com o controle positivo, foram evidenciadas células com

anormalidades cromossômicas, entre elas: anáfase retardada, pontes em anáfase, quebra

cromossômica, micronúcleos e telófase desorientada (Figura 8).

Não foram encontradas, na literatura consultada, evidências científicas relacionadas à ação

da iangambina em células vegetais. Mas no estudo realizado por Marques (2003), a

iangambina e o extrato etanólico de Ocotea duckei Vattimo-Gil não apresentaram potencial

mutagênico às cepas de Salmonella typhimurium no teste de Ames.
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Figura 8. Fotomicrografias das fases da divisão celular de células meristemáticas (Allium

cepa) tratadas com controle negativo, com concentrações da iangambina 12,5 µg/mL, 25

µg/mL, 50 µg/mL e controle positivo

Legenda: controle negativo (A-D), concentrações da iangambina 12,5 µg/mL (E-H), 25

µg/mL (I-L), 50 µg/mL(M-P) e controle positivo (Q-R). (A, E, I, M): prófase normal, (B, F

J e N): metáfase normal, (C, G, K e O): anáfase normal, (D, H, L e P): telófase normal, Q:

célula com micronúcleo, R: núcleo lobulado, S: interfase com botão nuclear, T: célula



43

binucleada, U: pontes múltiplas na anáfase, V: anáfase retardada, W: anáfase com ponte e

quebra cromossômica e X: célula binucleada. Coloração: Hematoxilina e eosina (HE).

Objetiva: 1000x.

4.3 AVALIAÇÃO DATOXICIDADEAGUDA

O ensaio de toxicidade aguda na dose 2000 mg/kg, a iangambina não causou

mortalidade nos animais, após a administração ou durante todo o período do estudo (14 dias

no total). A não mortalidade dos animais nesta dose é considerada um dado positivo, de

acordo com o Guia 425 da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico

(OECD) a amostra é considerada praticamente não tóxica quando apresenta um valor de

DL50 acima de 2000 mg/kg ou entre 2000 e 5000 mg/kg, se enquadrando na Classe 5, e

portanto, considerada de baixa toxicidade, indicando uma certa margem de segurança no seu

uso (OECD, 2008).

A respeito do screening hipocrático realizado, a administração da iangambina na dose

de 2000 mg/kg causou algumas alterações no comportamento dos animais apenas durante os

30 minutos de observação após a administração, quando comparados ao grupo controle

negativo, no que se refere a atividade e coordenação do sistema motor, reflexos e atividades

sobre o sistema nervoso central. Mas após os 30 minutos a atividade motora e os padrões de

comportamento permaneceram preservados até o 14º dia de avaliação.

As alterações observadas neste estudo foram semelhantes às encontradas no estudo

comportamental de camundondos Swiss realizado por Souza (2005), o qual comprovou a

atividade depressora do sistema nervoso central, diminuição da atividade locomotora e

prolongamento do tempo de sono por indução da iangambina.

4.4 PARÂMETROS FISIOLÓGICOS

No que diz respeito ao consumo de água e de ração, os dados estão apresentados na

Tabela 4. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que não houve diferença

estatisticamente significativa nos consumos dos animais que recebeu a dose 2000 mg/Kg da

iangambina em relação ao controle.

Variáveis como: diminuição ou aumento do consumo de água e ração, assim como

perda ou amento de peso, são parâmetros eficazes em estudos toxicológicos para indicar
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alterações fisiológicas causadas pela toxicidade de uma substância em um animal. (TRAESEL

et al., 2016). Portanto, a iangambina não apresenta estes sinais clínicos de toxicidade para

camundongos.

Tabela 4. Consumo de água e de ração de camundongos Swiss controlado por 14 dias após a

administração da dose

Grupos Dose (mg/Kg) Consumo de

Ração (g/dia)

Consumo de

Água (mL/dia)

Controle - 15,8 ± 4,5 ns 45 ± 1,96 ns

Iangambina 2000 16,8 ± 3,9 ns 44,3 ± 2,76 ns

Dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média de seis animais, analisados

por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (ns= não significativo).

A evolução corporal observada durante o período de 14 dias dos animais tratados com

a dose de 2000 mg/Kg da iangambina também não apresentou diferença estatística

significativa quando comparada ao grupo controle (Gráfico 2). A média do peso final dos

animais que receberam a dose (36,11g) e grupo controle (36,98g) em relação a média inicial

35,6g e 36,0g, respectivamente, está de acordo com os dados esperados para variação de peso

corpóreo, os quais, não devem ultrapassar 20% do peso médio inicial animal (OECD, 2008).

Alteração no peso corporal é um claro indicativo de efeitos toxicológicos causados

​ por substâncias em teste de toxicidade aguda (BERENGUER-RIVAS et al., 2013). Portanto,

podemos inferir que a iangambina não apresentou toxicidade para os camundongos na dose de

2000 mg/Kg, no que se refere a este parâmetro.

Resultados semelhantes foram encontrados na avaliação da toxicidade aguda na dose

2.000 mg/kg do extrato metanólico de folhas de Actinodaphne sesquipedalis, uma espécie da

família Lauraceae, o qual também não demonstrou alterações no consumo de ração e água,

nem variações de peso corporal nos animais (OMAR, 2017).
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Gráfico 2. Média da evolução corporal dos animais experimentais durante 14 dias de

observação

Barras indicam média ± desvio padrão. Dados analisados por Teste T de Student p < 0,05

comparado com grupo controle. As letras iguais não diferem significativamente.

Na análise macroscópica do fígado e rins dos animais que receberam a dose de 2000

mg/Kg da iangambina, não foram observadas alterações na coloração e aspecto dos órgãos,

em relação ao grupo controle. A análise do peso também não evidenciou aumento ou

diminuição do tamanho, pois não houve diferença estatisticamente significativa (p>0,5)

quando comparado ao grupo controle (Tabela 5). Sugerindo que não houve indícios de

toxicidade nos rins e no fígado, uma vez que, alterações na morfologia, aumento ou

diminuição, assim como sinais de hemorragia, revelam efeitos toxicológicos (GUPTA, 2018).

Tabela 5. Média e desvio padrão do peso absoluto dos órgãos dos animais experimentais

GRUPOS DOSE

(mg/kg)

FÍGADO (g) RINS

(g)

Controle - 2,29 ± 0,30 ns 0,552 ± 0,015 ns

Iangambina 2000 2,248 ± 0,55 ns 0,537 ± 0,125 ns
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Dados da tabela estão apresentados como média ± desvio padrão da média de seis animais,

analisados por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (ns= não

significativo).

4.5 PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS
A ingambina na dose de 2000 mg/Kg não causou alterações hematológica aos

camundongos (Tabela 6). Não houve diferença estatística significativa entre os animais que

receberam a dose em relação ao grupo controle. Os valores do hemograma estão de acordo

com os de referência para a espécie (SANTOS, 2016).

Tabela 6. Efeitos da iangambina por via oral após administração em dose única (2000mg/kg)

sobre os parâmetros hematológicos em fêmeas de camundongos Swiss

Parâmetros hematológicos Controle Iangambina
2000 mg/Kg

Valores de
Referência

(SANTOS, 2016)

Eritrócitos (106 /mm3) 9,745 ± 0,4355 9,945 ± 0,3088 5.2 – 10.4

Hemoglobina (g/dL) 14,24 ± 0,2931 14,2 ± 0,0678 11.1 – 14.8

Hematócrito (%) 43,9 ± 1,24 44,58 ± 1,536 32.1 – 46.5

VCM (µm3) 46,85 ± 0,5626 46,77 ± 0,6048 44.2 – 58.5

HCM (pg) 15,32 ± 0,2871 14,94 ± 0,4479 14.0 – 18.7

CHCM (g/dL) 32,43 ± 0,3323 32,2 ± 0,5502 28.4 – 38.5

Plaquetas (103 /mm3 ) 754,5 ± 27,23 757,2 ± 35,05 315 – 758

Neutrófilos (%) 19,11 ± 4,286 21,02 ± 2,998 10 – 23

Eosinófilos (%) 0,202 ± 0,081 0,192 ± 0,1523 0 – 3

Basófilos (%) 1 ± 0,3215 0,8333 ± 0,4372 0 – 1

Linfócitos (%) 75,2 ± 3,674 77,16 ± 3,498 74 – 90

Monócitos (%) 2,364 ± 0,85 1,012 ± 0,2648 0 – 5

Dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média de seis animais, analisados

por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle.
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Estes resultados indicam que a iangambina não apresentou toxicidade nos parâmetros

de produção e morfologia de células sanguíneas dos animais experimentais. Pois o sistema

hematopoiético é extremamente sensível a atividades de agentes tóxicos, principalmente

aqueles com potencial mutagênico ou citotóxico, resultando em alterações qualitativas ou

quantitativas, transitórias ou permanentes (MAXIE, 2015).

No estudo de toxicidade aguda em roedores na dose 2000 mg/Kg utilizando o extrato

etanólico de Litsea glutinosa, uma espécie de um gênero de Laurácea, os parâmetros

sanguíneos também foram avaliados quanto à toxicidade hematológica e não foram

evidenciados efeitos adversos na hematopoese dos animais (SUMITHREGOWDA et al.,

2017).

4.6 PARÂMETROS BIOQUÍMICOS

Os resultados descritos na Tabela 7 demonstraram que houve diferença estatística

significativa (P<0,5), apenas na atividade hepática monitorada pelo nível de ALT (Aspartato

alanina-transferase), contudo, as demais atividades analisadas (Glicose, Ureia, Creatinina,

Colesterol Total e AST) não apresentaram diferença estatística significativa (P>0,5) quando

comparado os valores séricos dos animais tratados com a iangambina 2000 mg/Kg aos do

grupo controle.

Tabela 7. Efeitos da iangambina administrada por via oral em dose única (sobre os parâmetros

bioquímicos de camundongos Swiss fêmeas.

Parâmetros Bioquímicos

(Unidade)

Controle Iangambina

2000 mg/Kg

Glicose (mg/dL) 171,5 ± 14,9 155,8 ± 12,76

Ureia (mg/dL) 35 ± 3,033 32,67 ± 2,261

Creatinina (mg/dL) 0,2 ± 0,03162 0,22 ± 0,03742

Colesterol total (mg/dL) 58,67 ± 3,383 63,5 ± 2,941

TGO/AST (U/L) 151,5 ± 3,797 184 ± 17,48

TGP/ALT (U/L) 52 ± 3,755 70,2 ± 3,056**
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Dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média de seis animais, analisados

por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (*= diferença estatística

significativa).

Embora os animais experimentais que receberam a dose de 2000 mg/Kg tenha

evidenciado uma elevação no nível sérico de Aspartato alanina-transferase (ALT),

apresentando diferença estatística do controle, podemos levar em consideração que não houve

comprometimento hepático. Pois, apesar de alterações nas concentrações séricas de ALT

caracterizar doença hepática, muitas vezes podem não ter nenhum significado clínico, uma

vez que, o aumento de enzimas citoplasmáticas, como ALT, deve-se também a outros fatores,

como por exemplo: aumento da permeabilidade da membrana citoplasmática

(WORASUTTAYANGKURN et al., 2012).

Os resultados obtidos nesse estudo não mostraram alterações significantes nos níveis

plasmáticos de ureia e creatina entre os grupos de animais tratados com a iangambina em

comparação ao grupo controle, sugerindo o não comprometimento da atividade renal, pois

estes compostos nitrogenados não proteicos (NPN) são considerados marcadores desta função

(KIRSZTAJNS; BASTOS, 2015). Assim como, mais uma vez sugere o não

comprometimento hepático, uma vez que, a ureia é um produto da degradação do

metabolismo dos aminoácidos, produzida a partir da amônia no ciclo da ureia hepática

(NELSON; COX, 2018).

Resultados semelhantes foram encontrados em extratos de Persea americana Mill,

uma espécie de outro gênero de Lauraceae, onde não foi evidenciado potencial tóxico para

camundongos fêmeas na dose de 2000 mg/Kg. Embora tenham observado um aumento nos

níveis séricos de marcadores hepáticos (AST e ALT) constatou-se o não comprometimento do

fígado, assim como, não houve comprometimento da atividade renal (KAMAGATE et al.,

2016).

4.7 PARÂMETROS HISTOPATOLÓGICOS

Para avaliação mais detalhada dos possíveis efeitos tóxicos da iangambina na dose de

2000 mg/Kg sobre os órgãos dos camundongos, foi realizada uma avaliação histopatológica

dos rins e fígado, órgãos alvos de efeitos toxicológicos (GUPTA, 2018).

A análise histopatológica do fígado dos animais que receberam a dose de 2000 mg/Kg

da iangambina revelaram características semelhantes ao grupo controle, com a manutenção da
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arquitetura histológica do órgão, distribuição normal da veia centrolobular, das estruturas do

espaço porta e dos capilares sinusóides. Os espaços portais encontram-se regularmente

distribuídos, cuja matriz apresenta a tríade portal de Glisson composta de um ramo da artéria

hepática, um ramo da veia porta e um ducto biliar (Figura 9).

Em uma análise histológica do fígado normal encontram-se hepatócitos, os quais

apresentam núcleo central, arredondado com um ou dois nucléolos bem evidenciados. Estas

células se agrupam formando os lóbulos hepáticos. Em cada lóbulo hepático encontram-se

uma veia centrolobular, veia porta, uma artéria hepatica, um ducto biliar e vasos linfáticos.

Os espaços entre os lóbulos são chamados de sinusóides (capilares hepáticos compostos por

células endoteliais típicas de capilares sanguíneos e macrófagos chamados de células de

Kupffer). As células de Kupffer são estreladas, ativamente fagocitárias, e tem a característica

de englobar hemácias remanescentes, resíduos e materiais particulados (JUNQUEIRA E

CARNEIRO, 2017).

Extratos hidroalcóolicos de Litsea floribunda, uma espécie da família Lauraceae,

também não causaram mortalidade ou efeitos toxicológicos em todos os parâmetros

analizados ou hepatotoxicidade na dose de 2000 mg / kg, sendo considerado praticamente não

tóxico (DEVIKA; NALINI, 2018).

A estrutura do rim sem alterações patológicas consiste na presença de uma cápsula de

tecido conjuntivo denso e duas zonas denominadas medular e cortical. Na zona medular

identifica-se estruturas cônicas ou piramidais (pirâmides de Malpighi), tais estruturas entram

em contato com a zona cortical que é contínua e ocupa os espaços deixados pelas pirâmides.

Há ainda a presença de estruturas vasculares denominadas de corpúsculos de Malpighi do rim,

formado por capilares envolvidos pela cápsula de Bowman (GARTNER, 2017).
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Figura 9. Fotomicrografias do fígado de camundongos Swiss dos dois grupos experimentais

Legenda: 1- Controle: detalhe do espaço porta, no qual se observa a Veia Porta hepática (VP),

Ducto biliar (DB) e Artéria (Ar), também os capilares sinosóides (CS) e as células de Kupfer

(K); 2- Iangambina 2000 mg/Kg: observa-se os aspectos da arquitetura histológica mantida e

semelhante ao grupo controle, o espaço porta e sua estruturas com distribuição normal; 3-

Controle: são observados hepatócitos (H) com tamanho regulares e uma veia centro-lobular

(CL). 4- Iangambina 2000 mg/Kg: assim como no grupo controle, os hepatócitos de tamanho

regulares e veia centro-lobular com distribuição normal. Cortes corados com Hematoxilna e

Eosina (HE), com aumento de 400x.
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Os rins dos animais que receberam a dose de 2000 mg/Kg da iangambina,

apresentaram-se dentro dos limites de normalidade histológica, com arquitetura glomerular e

tubular preservada. Foram encontradas apenas algumas alterações histológicas, reacionais,

focais, mínimas, como: infiltrado inflamatório linfoplasmocitário (Figura 11). Não houve

diferença estatística no diâmetro do espaço capsular (cápsula de Bowman) nem no tamanho

(área e perímetro) dos glomérulos quando comparados aos dos animais do grupo controle

(Tabela 8). Estes resultados indicam que a iangambina na dose 2000 mg/Kg não exibiu de

alterações nefrotóxicas.

Tabela 8. Morfometria expressa em µm do espaço capsular (Cápsula de Bowman) e da área e
perímetro dos glomérulos dos rins dos animais experimentais

MORFOMETRIA IANGAMBINA 2000mg/Kg CONTROLE

Diâmetro do espaço

capsular (µm)

22803 ± 808,8 ns 25018 ± 799,5 ns

Área dos

glomérulos (µm2)

49462 ± 3782 ns 47087 ± 2538 ns

Perímetro dos

glomérulos (µm)

731014 ± 24970 ns 767677 ± 20255 ns

Dados apresentados como média ± desvio padrão da média de seis animais, analisad os por

Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (ns= não significativo).

Uma avaliação associando-se resultados bioquímicos e histopatológicos confirma que

a iangambina não promoveu lesões renais comprometedoras na dose aguda estudada.

No estudo de toxicidade aguda do extrato etanólico de Cinnamomum cassia, uma

espécie da família Lauraceae, realizado na dose máxima (2000 mg/Kg), foram encontrados

resultados semelhantes, uma vez que também não houveram alterações nos parâmetros

fisiológicos (pesos corporais e consumo de água e ração), parâmetros hematológicos,

parâmetros bioquímicos, e não foram observadas alterações comprometedoras para atividade

renal (YUN, 2018).
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Figura 10. Fotomicrografias dos rins dos animais dos dois grupos experimentais

Legenda: a: Controle – Zona cortical, evidenciando a cápsula do tecido conjuntivo (TC) e os
glomérulos (G) (HE 20x); b: Iangambina 2000 mg/Kg- Zona cortical com características
semelhante ao grupo controle (HE 20x). c: Controle - Glomérulo de Malpighi, túbulo
contorcido proximal (TCP) e distal (TCD) (HE 400x); d: Iangambina 2000mg/Kg - Infiltrado
linfoplamocitário (I) (HE 400x). e: Controle - Glomérulo (G) preservado envolvido por
cápsula de Bowman (CB), mácula densa (MD) (HE 1000x); f: Iangambina 2000 mg/Kg-
Glomérulo (G) preservado com características semelhantes ao grupo controle (HE 1000x).
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5 CONCLUSÃO

A iangambina isolada das folhas de Ocotea dukei, em tetes in vitro e in vivo, não mostrou

ser citotóxica, genotóxica e mutagênica, bem como, apresenta um valor de DL50 acima de

2000 mg/kg, portanto, foi considerada de baixa toxicidade ou praticamente não tóxica para

camundongos Swiss, os quais permaneceram com estrutura e morfologia do fígado e dos rins

preservadas, caracterizando-se como um princípio ativo promissor para pesquisas futuras.

.
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ANEXOS

ANEXO A – Parecer de aprovação do comitê de Ética de uso Animal (CEUA)
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ANEXO B - Espectro de 1H-RMN da iangambina.
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ANEXO C - Espectro de 13C-RMN da iangambina.


