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RESUMO

A iangambina, lignana isolada das folhas de Ocotea duckei, possui diversas atividades
farmacoldgicas descritas na literatura, tais como: agdo antitumoral, ansiolitica, hipotensiva e
leishmanicida, no entanto poucas informagdes tém sido relatadas sobre sua toxicidade. Desta
forma, conhecendo as potencialidades farmacologicas e a importancia 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
hemolitica em sangue de carneiro e a “in vivo” pelo sistema teste Allium cepa e toxicidade
aguda em camundongos Swiss (Mus musculus). A iangambina ndo causou hemolise em
eritrocitos de carneiro, quando avaliada a sua atividade hemolitica nas concentragdes de 12,5,
25 e 50 pg/mL. No ensaio utilizando o sistema teste Allium cepa, a iangambina nao
apresentou toxicidade para o crescimento das radiculas, ndo diminuiu o indice mit6tico € nao
causou alteragcdes cromossomicas nas células meristematicas de Allium cepa nas
concentragdes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. Ja ensaio de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/kg,
a iangambina ndo causou morte dos animais, € ndo apresentou diferencas significativas nos
parametros clinicos. Portanto, concluimos que a iangambina ndo foi citogenotoxica, ndo foi
mutagénica e praticamente ndo toxica nos sistemas e nas condi¢cdes experimentais utilizadas,

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

Palavras-chave: Atividade hemolitica. 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. /n 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 pg / 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 pg / 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 INTRODUCAO

Os produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, t€ém sido utilizados
para atender aos cuidados da saide humana desde os primoérdios da medicina, servindo
como fonte de medicamentos. E, nos ultimos anos, farmacos derivados de plantas tém
atraido a atencdo de cientistas em todo o mundo devido a seus efeitos colaterais minimos e
efeitos positivos sobre a saude humana (AYE, 2019).

A legislagdo sanitaria brasileira define os medicamentos fitoterdpicos como aqueles
obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja seguranca e eficacia
estejam baseadas em evidéncias clinicas ¢ que sejam caracterizados pela constincia de sua
qualidade (FRANCA; VASCONCELOS, 2018).

Os processos cientificos envolvidos para a transformac¢ao de uma planta medicinal em um
medicamento priorizam a preservacdo da integridade quimica dos principios ativos e, por
consequéncia, a a¢do farmacoldgica do vegetal (OLIVEIRA; ROPKE, 2016). Para atingir
esses objetivos, a producdo do fitoterapico requer, necessariamente, estudos prévios relativos
aos aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos, e de
desenvolvimento de metodologias de anélise. (BOOKER et al., 2015).

A classificagdo botanica permitiu compreender melhor a natureza das plantas, de forma
que se tornou possivel conhecer as suas aplicacdes. A botinica aplicada a farmacia ou
farmacobotanica, permite explorar as propriedades especificas e a agdo dos metabolitos
secunddrios presente nas plantas (SALATINO; BUCKERIDGE, 2016).

Pesquisas tém sido realizadas com diferentes espécies do género Ocotea, com o intuito
de isolar e caracterizar os seus metabdlitos secundarios, assim como identificar os
componentes bioativos (QUINET, 2018). Este género pertence a familia Lauracea, possui
uma ampla distribuicdo fitogeografica no territdrio brasileiro e apresenta um grande nimero
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, Paraiba,
Sergipe e Ceard, contendo uma variedade de metabodlitos secundarios, dentre eles a
iangambina, uma lignana que figura como constituinte majoritario (MONTE-NETO, 2011).

Estudos farmacologicos atribuiram diversas atividades para a iangambina isolada da

Ocotea duckei como: antitumoral em células colorretais, por induzir apoptose (HAUSOTT,
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2003), ansiolitica (MULLALLY, 2016), efeito hipotensivo (ARAUJO, 2014) e leishmanicida
(MONTE-NETO, 2011; CAVALHEIRO, 2013).
Para a seguranca e efetividade farmacoldgica, a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) julga importante a realizacdo de ensaios de toxicidade com as plantas de uso
medicinal e de seus principios ativos (OMS, 2011). O guia para condugdo de estudos nao
clinicos de toxicologia e seguranca farmacologica necessaria ao desenvolvimento de
medicamentos propde como estudos de seguranga, os testes de toxicidade, de genotoxicidade,
tolerancia local e carcinogenicidade, como: o teste de toxicidade aguda e testes citogenéticos
para avalia¢do de dano cromossomico (ANVISA, 2013).
Desse modo, conhecendo as potencialidades farmacoldgicas da iangambina, e sendo
de fundamental importancia avaliar a toxidade de compostos com principios 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

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

Vattimo-Gil.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Isolar a iangambina das folhas de Ocotea duckei Vattimo-Gil,

e Investigar a toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade da
iangambina através do sistema teste Allium cepa;,

e Avaliar a atividade citotoxica em eritrocitos de carneiro;

e Determinar a toxicidade aguda em camundongos;

e Realizar a morfometria e histopatologia do figado e rins dos camundongos submetidos

a toxicidade aguda.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo um reservatorio de compostos biologicamente ativos com
propriedades terapéuticas que ao longo do tempo tem sido relatados e utilizados por diversos
grupos de pessoas para o tratamento de varias doencas (PANMEI et al., 2019). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude, 85% da populacdo dos paises em desenvolvimento

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

Alguns fatores colaboram para o uso de plantas medicinais por parte da populagdo de
paises em fase de desenvolvimento, como: problemas basicos das populagdes com
vulnerabilidade econdmica, que vao desde ter acesso ao atendimento hospitalar, realizagdo 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 cientifico, plantas com uma longa histéria de uso na etnomedicina
podem ser uma fonte rica de substancias para o tratamento de diversas doenc¢as. Em virtude
desse fato, tem-se observado um aumento no campo de estudo concernente a utilizagao de
plantas medicinais, tendo como objetivo formulagdes de medicamentos com menos efeitos
adversos (ALLKIM, 2017).

Dessa forma, sdo continuamente desenvolvidos estudos que visam comprovar a
autenticidade das informacdes populares, de forma que ao longo do tempo, uma gama de
compostos de origem vegetal inicialmente restritas, ao uso popular, estd sendo incorporada ao
arsenal terapéutico (EKOR, 2014).

Na ultima década houve uma maior aceitagdo e interesse publico em produtos naturais
tanto nos paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos, sendo estes disponiveis nao sé
em farmdcias, mas também em lojas de alimentos. Estima-se que até quatro bilhdes de
pessoas (representando 80% da populacdo mundial) confiam nos medicamentos a base de
plantas como fonte primaria de cuidados da saude (OMS, 2013).

Como o uso global de medicamentos a base de plantas continua a crescer e muitos
produtos novos sao introduzidos no mercado, questdes de satide publica, como intoxicagoes, e
preocupagdes em torno de sua seguranca sdo cada vez mais consideraveis. Embora alguns

medicamentos fitoterapicos tenham potencial promissor e sao amplamente utilizados, muitos
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deles permanecem sem estudos farmacoldgicos comprobatoérios de sua eficacia (AHMADI et
al., 2016).

A Quimica de Produtos Naturais se destaca ao permitir o conhecimento estrutural dos
metabolitos secunddrios responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos das plantas medicinais.
Em suas inumeras atribuigdes, engloba o isolamento e a identificacdo dos constituintes
quimicos bioativos, atuando como fonte de novos fairmacos, e realiza pesquisas para validagao
de medicamentos de origem vegetal, sendo assim, a base essencial para o direcionamento de
estudos farmacoldgicos (YOUSSEF, 2013).

Ao longo da histéria da farmacologia e da medicina, pesquisadores isolaram
compostos de espécies vegetais com valor medicinal que foram identificados seus principios
ativos comprovados através do conhecimento empirico popular resgatado nas comunidades

tradicionais (BERLINCK et al., 2017).

2.2 UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS NO TERRITORIO BRASILEIRO

O panorama da cadeia produtiva de fitoterapicos no Brasil aponta que as ultimas
décadas foram um marco de divulgacdo dos conhecimentos de substancias bioativas oriunda
de vegetais. Nunca se teve no pais tantos incentivos para producdo de conhecimento cientifico,
em diversas areas, sobre os produtos naturais (CACCIA-BAVA et al, 2017).

Em 2009 foi divulgada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), contemplando 71 plantas medicinais indicadas para uso terapéutico da populagao,
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
inovacao na area de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2009).

Em 2010, por meio da Portaria n° 886, o Ministério da Satde instituiu no ambito do
SUS a Farmdcia Viva, que tem como atribui¢des realizar todas as etapas para a ascensdo dos
produtos naturais, iniciando pelo cultivo, abrangendo a coleta, o processamento, o
armazenamento, a manipulagdo e a dispensagdo de preparagdes magistrais ¢ oficinais de
plantas medicinais e produtos fitoterapicos (BRASIL, 2010).

Em 2012, o Ministério da Satde publicou nos Cadernos de Atencdo Basica “Praticas
integrativas ¢ complementares: plantas medicinais e fitoterapia na Atencao Basica”, no qual
se destaca o carater estratégico da oferta de acdes e servigos de fitoterapia na atencao basica

(BRASIL, 2012).



19

Por sua vez, a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 18 de 2013, dispds sobre as
boas praticas de processamento ¢ armazenamento de plantas medicinais, preparagdo e
dispensagcdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterapicos em
farmacias vivas no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2013).

Em 2014, a RDC n° 26, definiu as categorias de medicamento fitoterapico e produto
tradicional fitoterapico e estabeleceu os requisitos minimos para o registro e renovagdo de
registro de medicamento fitoterapico, e para o registro, renovacgao de registro e notificacdo de
produto tradicional fitoterapico. Segundo essa resolucdo, medicamentos fitoterdpicos sdo
aqueles cuja seguranga e eficacia estdo baseadas em evidéncias clinicas, e produtos
tradicionais fitoterapicos sdo aqueles cuja seguranca e efetividade estdo fundamentadas na
tradicionalidade de uso por periodo minimo de 30 anos, concebidos para serem utilizados sem
necessidade de supervisdo médica, em condigdes clinicas brandas (BRASIL, 2014).

Outra novidade da regulagdo foi a possibilidade da notificagdo para os fitoterapicos
previstos no Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira e que possuam
monografia especifica de controle da qualidade, publicada em farmacopeia reconhecida pela
ANVISA. A notificagdo possibilita a imediata fabricagdo, importacao ou comercializagdo do
produto (COFID, 2015). No ano de 2017 foram registrados 66.445 atendimentos de
Fitoterapia, em 1.794 estabelecimentos da Ateng¢do Basica, distribuidos em 1.145
municipios, segundo dados do SISAB — Sistema de Informag¢do em Saude para a Atengdo
Basica (BRASIL, 2018).

As Secretarias de Satde municipais e estaduais devem informar ao Ministério da
Saude as entradas, saidas e dispensacdes de medicamentos, entre eles os fitoterapicos, por
meio do envio do conjunto de dados do Sistema Nacional de Gestdo da Assisténcia
Farmacéutica (Horus). Conforme as informacdes recebidas das Unidades da Federacao (UF)
sdo notificadas as entradas e o total de saidas (Figura 1), considerando dispensacao e perdas,

de produtos fitoterapicos e plantas medicinais (BRASIL, 2019).
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Entradas e saidas de fitoterapico notificadas por Secretarias de Satde municipais e
estaduais do Brasil.

Figura 1. Entradas e saidas de fitoterapico notificadas por Secretarias de Satde municipais e
estaduais do Brasil
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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 CONSIDERACOES SOBRE A FAM{LIA LAURACEAE

A familia Lauraceae pertence as angiospermas, possui distribui¢do pantropical (Figura
2), sendo bem representada na América, Asia tropical, Australia e Madagascar, com pouca
expressividade no sul da Africa, possuindo cerca de 3.500 espécies subordinadas a 50 géneros.
No Continente Americano encontram-se 29 géneros e 900 espécies com grande diversidade
em terras baixas da Amazonia e da América Central. No Brasil ocorrem aproximadamente
435 espécies, distribuidas em 24 géneros (HINSINGER; STRIJK, 2017).

Lauraceae destaca-se entre as demais familias pela sua importancia economica, onde,
dentre as espécies utilizadas em larga escala, tem-se Persea americana (abacateiro),
Cinnamomum verum (canela) e Laurus nobilis (louro). Outras sio empregadas nas suas
regides de origem, como condimento (Dicypellium caryophyllaceum) ou para fazer cha
(Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Esséncias aromaticas, empregadas na industria de
perfumes, sdo obtidas de algumas espécies como canela-sassafras (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 regides para diferentes finalidades devido a

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

Figura 2. Mapa de distribuicdo da familia Lauraceae no mundo
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Fonte: <http://www.tropicos.org/Name/42000016?tab=maps#>. Acesso em: 07 de Janeiro de
2019.

A familia Lauraceae também ¢é conhecida mundialmente pela utilizacdo na medicina
popular. O uso de plantas aromaticas ¢ bastante difundido, em especial no tratamento de
infeccdes microbianas, inflamagdes, dores, eczemas, na regulacio da fertilidade e
envenenamento por picada de cobra (RAHMON et al., 2017).

No Brasil, destacam-se especialmente as espécies dos géneros Ocotea ¢ de Nectandra,
conhecidas popularmente como canelas, loureiros ou embuias, que remontam ao comego da
colonizacdo, quando foram exploradas para o emprego na constru¢do naval e movelaria de

luxo (GUIMARAES et al., 2017).

2.4 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO OCOTEA

O género Ocotea foi estabelecido por Aublet (1775) com a espécie Ocotea guianensis,
¢ um género muito variavel morfologicamente e considerado o maior género da familia
Lauraceae. Apresenta cerca de 350 espécies, a maioria nas Américas tropical e subtropical,

desde o México até a Argentina, com poucas espécies na Africa e em Madagascar e ausentes
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na Asia. No Brasil, o género ¢ bem representado com cerca de 170 espécies (Figura 3)

(QUINET et al., 2012).

Figura 3. Distribui¢do das espécies de Ocotea no Brasil por regido
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Fonte: Adaptado de: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8440>. Acesso em: 07
Jan. 2019

Espécies do género Ocotea sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
infecgdes, picada de cobra, Ulceras (Ocotea caparrapi), dor de cabeca (Ocotea bullata), febre,
tosse (Ocotea species), cOlicas menstruais (Ocotea nicaraguensis), diarréia (Ocotea quixos).
No Norte e Nordeste brasileiro, varias espécies do género sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento da dor, neuralgia, dispepsia e anorexia (SALLEH; AHMAD 2017).

Dentre as atividades farmacoldgicas descritas em algumas espécies de Ocotea,
destacam-se como: antimalarica (BALLABENI et al., 2010), antibacteriana e antiflingica
(CASTRO; LIMA, 2011), relaxante muscular (ARAUJO, 2014), antioxidante (OGUNDAJO
ET AL., 2018), antiinflamatéria (SANTOS ET AL, 2019).

O género Ocotea ¢ conhecido por ser uma fonte de neolignanas e alcaloides

benzilisoquinoleinicos. Este género também apresenta suas espécies como geralmente
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aromaticas, sendo desta forma utilizadas em produtos de perfumaria bem como aromatizantes
(RAKOTONDRAIBE, 2015).

Diversas pesquisas tém sido conduzidas com diferentes espécies de Ocotea, visando o
isolamento e a caracterizagdo de compostos quimicos. Dentre os metabdlitos vegetais
identificados, destacam-se os alcaloides benzilisoquinolinicos e aporfinicos, lignanas e
neolignanas e Oleos essenciais, constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos e

fenilpropanoides (DELGADO et al., 2016).

2.5 CONSIDERACOES SOBRE Ocotea duckei VATTIMO-GIL

Ocotea duckei Vattimo-Gil ¢ uma espécie arborea ocorrente em area de Mata Atlantica
secundaria, conhecida popularmente como “louro-de-cheiro”, “louro-pimenta” e “louro-
canela”, encontrada nos estados da Paraiba, Pernambuco, Ceard, Sergipe ¢ Bahia e em areas
remanescentes da Floresta Atlantica. Compreende uma arvore de grande porte, com cerca de
10 m de altura, de copa arredondada, caule e ramos cilindricos, verdes quando jovens
tornando-se marrons na planta adulta, que apresenta flores dispostas em inflorescéncias com

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

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

Fonte: Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB17944>. Acesso
em: 17 de Janeiro de 2019.

Estudos quimicos realizados com a referida espécie relataram a presenga de trés

alcaloides benzilisoquinolinicos: reticulina, coclaurina e N-acetilnorjuzifina. Também foi
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isolado um alcaloide aporfinico, a laureliptina. Para essa espécie também sdo relatadas varias
lignanas como: iangambina, epiiangambina, sesartemina, episesartemina, siringaresinol, 4’-
O-demetilepimagnolin A e (+) - 4”’- O- demetilepimagnolin A (TELES, 2012).

2.6 IANGAMBINA

A iangambina ¢ uma lignana do tipo furofurdnica (Figura 5), e representa o maior

constituinte da fragdo total de ligndides da Ocotea duckei Vattimo (MORALIS et al., 1999).

Figura 5. Estrutura quimica da iangambina
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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 Pachu et al. (1993), os quais sugeriram atividade depressora do sistema nervoso
central, podendo atuar como anticonvulsivante e hipnoético-sedativo.

Almeida e colaboradores (1995) avaliaram a agdo analgésica, onde a iangambina
mostrou um efeito inibitdrio significativo do nimero de contorgdes abdominais induzidas por
acido acético, um teste que envolve estimulo quimico. A iangambina também apresentou
atividade de inibidor seletivo do fator de agregagdo plaquetaria (PAF) em choque anafilatico

(CASTRO-FARIA-NETO et al., 1995; ARAUJO et al., 2001).



25

Outras pesquisas demonstraram que a iangambina possui efeito de indugdo 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 antiinflamatoria, como
inibidor da producao de 6xido nitrico (inibi¢do 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 macrofagos murinos
infectados com L. chagasi. E Aragjo et al. (2014) demonstrou que a iangambina induz
efeitos hipotensivos e taquicardicos em ratos normotensos.

Contudo, poucos estudos foram relatados sobre o potencial toxicologico da
iangambina. Foi relatado apenas em teste de Ames, onde a iangambina ndo apresentou
mutagenicidade (MARQUES et al., 2003), e teste de toxicidade em macrofagos murinos e

desenvolvimento embrionario de Ouri¢o-do-mar por Monte-Neto et.al. (2008).

2.7 ESTUDOS DE TOXICIDADE

A toxicidade refere-se a capacidade inerente e potencial de uma substancia em
provocar efeitos nocivos para o organismo do individuo. No estudo de toxicidade os aspectos
que devem ser avaliados envolvem a determinacdo da intensidade do efeito adverso,
concentragdo/dose e a duracdo da exposi¢do (ANVISA, 2013).

Os testes toxicologicos pré-clinicos permitem o embasamento cientifico para prever os
principais efeitos colaterais e as consequéncias de uma overdose para posterior escalonamento
em humanos (CHAMPMAN, 2010). O objetivo principal de estudos toxicoldgicos pré-
clinicos ¢ identificar uma dose inicial segura para estudos clinicos de fase I, o potencial
toxicologico do fairmaco e a reversibilidade dos efeitos adversos, lesdo e morte celulares
induzidas por firmacos que geralmente sdo causadas por metabolitos reativos do farmaco,
envolvendo interagdes nao covalentes e/ou covalentes com moléculas-alvo (OECD, 2014).

Os estudos pré-clinicos preconizam a avaliagdo farmacologica em sistemas “in vitro”
e posteriormente em animais (“in vivo”) para a obtengdo do maior conhecimento possivel
acerca das propriedades e dos efeitos adversos do farmaco em desenvolvimento. Desta forma,
o composto ¢ submetido a testes de toxicidade a curto e longo prazo em animais, para que
suas propriedades farmacoldgicas possam ser definidas dentro de uma relagdo dose-resposta

(FERREIRA, et al. 2009). A duracdo do teste pré-clinico toxicoldgico esta relacionada com a
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provavel duragdo do uso terapéutico. Os estudos clinicos correspondem a pesquisa conduzida
em pacientes, ou em voluntarios sadios, usualmente, destinada a avaliar um novo tratamento
(SILVA, 2010).

Portanto, a avaliacao da toxicidade do futuro fitoterapico, bem como a verificacao de
sua acdo, assegura a aplicabilidade terapéutica através de ensaios pré-clinicos e clinicos
imprescindiveis para a validacao e o uso seguros de um medicamento (DUNNICK; NYSKA,

2013).

2.7.1 Toxicidade “in vitro”

Estudos in vitro sdo importantes para a compreensdo dos mecanismos de interagao
com organismos vivos e sdo cada vez mais propostos para substituir testes de toxicidade in
vivo. Estes ensaios constituem a primeira etapa para avaliacdo da viabilidade de utilizagdo de
diversos materiais para a saude, e estes estudos sdo geralmente realizados em cultura de
células (citotoxicidade) (ALGARABLY, 2019).

Fatores relevantes devem ser considerados para a realizacao de testes de citotoxicidade,
como a compreensdo de mecanismos celulares perante diversos tipos de materiais; o baixo
custo e rapidez dos testes, assim como, a reducdo da utilizacdo de animais na experimentacao
“in vivo” (HAMON, 2015).

Diversos tipos de células sao utilizados em testes de citotoxicidade e sao selecionadas
segundo as possiveis aplicagdes do material em estudo. Dentre estas células, pode-se utilizar
cé¢lulas sanguineas para materiais que entrardo na corrente sanguinea e terdo distribuicao
sistémica, constituindo-se como testes de hemocompatibilidade (ISO, 2010).

As hemdcias representam cerca de 90% das células sanguineas e possuem
caracteristicas estruturais ¢ moleculares interessantes como modelos experimentais em
estudos toxicoldgicos, possuem estrutura complexa, tendo em sua superficie grande
quantidade de lipideos e proteinas, sua membrana consiste em uma bicamada fosfolipidica
(barreira intra/extracelular), que representa 50% de sua massa, sdo responsaveis por
fendmenos como a comunicacdo entre as células, reconhecimento imunologico e adesdo
celular (SARKAR, 2018).

A ruptura da membrana e a liberacdo da hemoglobina presente nas hemaécias sdo
denominadas de hemolise, quando a hemoglobina esté livre no plasma pode acarretar danos a

orgdos vitais como figado, rins e coracdo, sendo importante como forma de avaliagdo em
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testes de citotoxicidade (FLOOD; BURKHOLDER, 2018). Diversos métodos estdo
disponiveis para avaliacdo da atividade hemolitica, dentre elas destaca-se a observacdo da
absorbancia em ultravioleta, técnica recomendada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (SOUZA et al., 2017).

2.7.2 Toxicidade “in vivo”

Os testes “in vivo” ndo sO servem para corroborar os resultados “in vitro”, como
também podem ser usados para selecionar as dosagens utilizadas para a obtengdo de uma
melhor eficacia terapéutica (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 concordincia com outros testes. E reconhecido
pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental
das Nagdes Unidas (UNEP) como teste eficiente para monitoramento e analise in situ da
toxicidade e genotoxicidade de substancias (MOREIRA et al., 2014).

Allium cepa ¢ um vegetal superior da familia Amaryllidaceae muito utilizado por
pesquisadores em ensaios toxicoldgicos, uma vez que o ensaio utiliza um modelo que ¢
suficientemente sensivel para detectar inimeras substincias que causam alteragdes
cromossdmica. E um modelo eficiente in vivo, no qual as raizes crescem em contato direto
com a substancia de interesse, permitindo que os possiveis danos ao DNA das células possam
ser eesmados (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

O teste com A. cepa proporciona analise de toxicidade através de dois pardmetros:
macroscopicos, que se baseiam em formacdo de tumores, raizes torcidas e avaliagdo de
crescimento de raizes; e microscopicos, como os indices mitoticos, para analise de taxa de
divisdo celular e aberragdes cromossomicas (CUCHIARA et al., 2012).

Para avaliagdo da toxicidade “in vivo” em animais, sdo geralmente utilizados testes de
dose Unica (toxicidade aguda) ou de doses repetidas (toxicidade subcronica). Quanto ao
modelo animal a ser estudado, os testes devem ser conduzidos com no minimo duas espécies
de mamiferos, incluindo uma espécie ndo roedora. A dose limite a ser testada serd aquela em
que se alcance evidéncia de toxicidade ndo letal ou até no maximo 2000 mg/kg/dia para

roedores e nao roedores. Deve haver um periodo de observagdo dos animais, no minimo 14
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dias apos a administracdo da droga. No dia da administra¢do os animais devem ser observados
no minimo duas vezes e, posteriormente, no minimo uma vez ao dia (OECD, 2008a).

Os parametros a serem avaliados no teste de toxicidade aguda sdo: amortalidade;
sinais clinicos (incluindo parametros comportamentais); variagdes no peso corporal e no
consumo de ragdo e dgua; patologia clinica (hematologia, bioquimica); laténcia, duragdo e
reversibilidade da toxicidade; investigagdes anatomo e histopatoldgicas. Estes estudos devem
ser realizados anteriormente a Fase I da Pesquisa Clinica. Nao ¢ exigida a determinagdo de
DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) por ser um método que implica em
grande precisdo estatistica, conforme o guia para a condug¢do de estudos ndo clinicos de
toxicologia e seguranga farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos

(ANVISA, 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Ocotea duckei Vattimo foram coletadas em agosto de 2017, no municipio
de Santa Rita, estado da Paraiba. A identificacdo botanica do material vegetal foi realizada
pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do Centro de Biotecnologia (CBiotec/UFPB). Uma
exsicata desta espécie encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), do

Centro de Ciéncias Exatas ¢ da Natureza (CCEN / UFPB) sob o codigo AGRA 43009.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB)

Utilizou-se 15 Kg do material vegetal. Este foi desidratado em estufa de ar circulante a
temperatura média de 37 C° durante 48 horas, sendo em seguida pulverizado com auxilio de
um moinho mecanico, obtendo-se o pd seco da planta com rendimento de 7,6 Kg. Apos isso,
o p6 foi submetido a extracdo com etanol a 95%, sendo esse processo repetido por duas vezes,
em intervalos de cinco dias para cada extracdo. Ao total, foi utilizado cerca de 50 L de etanol
para a extragdo, obtendo-se a solucdo extrativa etanolica (35 L), a qual foi concentrada em
evaporador rotativo a 46 °C, para obtengdo do extrato etandlico bruto (EEB, 500 g), com

rendimento de 6,58% em relagdo ao pod seco da planta.

3.3 ISOLAMENTO DE LIGNOIDES 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 lignoéides totais de
Ocotea duckei. Cerca de 300 g do EEB foram suspensos em 1250 mL de uma solugdo de
acido acético a 10% e homogeneizados durante 60 min em agitador mecanico (IKA-RW-20)
sendo em seguida filtrado sob Celite ®, obtendo-se um residuo insoluvel e uma solucao
aquosa acida. Essa solucdo foi extraida em ampola de separagdo com 4x500 mL de CH>Cl»
para obtengdo da fase diclorometano, a qual foi tratada com solucdo de NaHCO3 (1x), em
seguida essa solucdo foi filtrada e concentrada sob pressdo reduzida, fornecendo a fra¢do de
lignoides totais (FLT) de O. duckei, com rendimento de 3,0% em relacdo ao peso do EEB

utilizado (Esquema 1).
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Esquema 1. Obtengdo do extrato etanolico e isolamento de ligndides totais das folhas de

Ocotea duckei Vattimo-Gil

[ Material botinico seco e pulverizado (7.6 Kg) ]

-Maceragio com EtQOH 23 % (duasvezes):
- Concentragioem evaporadorrotativa.

[ Extrato Etanolico Bruto (300g) ]

-Arido acéticoa 10%
- Agtaciomecanicaporlh
- Filtragdo em celite®

1

[ Extrato aquoso acético

-Extragiocom CHCl;(1:1, 4x)
- Tratado com NaHCO:(1x)
- Concentragdoem rotaevaporador

N

] Extrato aceético
desengordurado

¥
[ Fracao de lignoides

Fonte: o autor.

3.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

A FLT obtida pela marcha de ligndides foi submetida a cromatografia em coluna (CC)
de silica gel 60 (MERCK - 0,063 — 0,200 mm), com eluentes hexano, diclorometano e
metanol, puros ou em misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas
80 fragdes de 125 mL, as quais foram concentradas sob pressdo reduzida, analisadas por
Cromatografia em Coluna Delgada Analitica (CCDA) e reunidas de acordo com seus fatores
de retencdo (Rfs). A identificacdo da iangambina foi realizada por anélise de dados espectrais

de RMN 'H e '3C em comparagdo com os publicados na literatura (BARBOSA-FILHO, 1999).
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4.5 TESTE DE ATIVIDADE HEMOLITICA

O teste hemolitico foi realizado seguindo a metodologia descrita por Dacie ¢ Lewis
(1975), com modificagdes. Amostras de sangue de carneiro comercial foram adquiridas da
empresa Laborclin® (25 pL). Foram analisadas trés concentracdes da iangambina: 12,5
ug/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL, diluidas em solugdo salina NaCl 0,9%. Um tubo contendo
apenas a solugdo salina foi designado para o controle negativo e para o controle positivo
utilizou-se agua destilada (Figura 6). Em seguida, cada tubo recebeu 25 pL de sangue de
carneiro e foram encubados por 30 min. Apds esse periodo, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo 3500 G durante 15 min. Em seguida, o sobrenadante foi analisado no
espectrofotometro Bioplus (BIO-200) com comprimento de onda 540 nm, para obter a
absorbancia resultante. O ensaio foi realizado em triplicata e o percentual hemolitico foi

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

hemolise baseou-se na formula: 175

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

Fonte: o autor.
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3.6 SISTEMA TESTE Allium cepa

3.6.1 Analise da Toxicidade

A andlise da toxicidade foi realizada utilizando o sistema teste Allium cepa conforme
descrito por Fiskejo (1985) com modificagdes. A iangambina isolada da O. duckei foi testada
em trés concentragdes 12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL, com dilui¢cdes em agua destilada.
Foram utilizadas estas concentracdes baseando-se na IC50 descrita na literatura para
Leishmania amazonensis e chagasi, 45 ¢ 50 ng/mL, respectivamente. Foram utilizados bulbos
ndo germinados e saudaveis de peso entre 100-120 g, adquiridos em estabelecimento
comercial em Recife-Pernambuco, os quais foram postos a germinar por um periodo de cinco
dias, a temperatura ambiente, em tubos de polipropileno (50 mL), com a parte inferior
mergulhada nas solugdes testes da iangambina e solugdes controle, constituindo cinco
tratamentos (Figura 7). Agua destilada foi usada como controle negativo (CN) e Sulfato de
cobre (0,6 pg/Ml), uma substancia comprovadamente enotdxica e mutagénica, como controle
positivo (CP). sendo sete bulbos para cada tratamento, totalizando 35 bulbos. Apds o periodo
de germinagdo, foi medido o comprimento das trés maiores raizes em cada bulbo de cada
tratamento. Os resultados obtidos das concentragdes testes foram comparados com o controle

negativo e controle positivo.

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

Fonte: o autor.
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3.6.2 Analise da Citotoxicidade

As radiculas coletadas e fixadas numa solugao de alcool etilico/acido acético (3/1) por
24 horas. Apos esse periodo, foram lavadas em agua corrente, hidrolisadas com HCI a 45%
por 10 minutos. Apds a retirada do HCI, as amostras foram novamente lavadas e coradas com
hematoxilina. Em seguida, as amostras foram transferidas para as ldminas, cortando-se a parte
meristematica e empregada a técnica de esmagamento.

Para a avaliacdo da citotoxicidade da iangambina em células meristematicas das
cebolas, utilizou-se o calculo de indice mitotico (IM), que foi estabelecido pela relagao entre o
nimero de células em divisdo e o nimero total de células analisadas. Para o IM foi realizada a
seguinte equagdo: IM=NCM/NTC X 100, onde NCM corresponde ao nimero de células em
mitose ¢ NTC ao niimero total de células contabilizadas. A partir dos valores obtidos na
equagdo acima, ¢ possivel avaliar o potencial citotéxico das amostras em inibir ou aumentar a

proliferagdo celular (GUERRA, 2002).

3.6.3 Analise da Genotoxicidade e mutagenicidade

Foram analisadas 5.000 células de cada tratamento das radiculas de Allium cepa. As
preparacdes histologicas foram avaliadas com auxilio de microscépio otico (Leica, Wetzlar,
Germany) com a objetiva de 100X acoplado a cdmera Motic e foram observadas as células em
interfase, profase, metafase, anafase e telofase e quantificadas as anormalidades
cromossOmicas. Posteriormente, foi realizada a captura de imagem usando a cdmara Motic

acoplada ao Microscopio optico (GUERRA, 2002).

3.7 TOXICIDADE AGUDA EM CAMUNDONGOS SWISS

3.7.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas (Mus musculus) pesando entre
28 e 32 g, na faixa etaria préxima de 60 dias (jovens adultos) no total de 12 animais, obtidos
do biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Os animais foram alocados em gaiolas de polietileno em grupos de trés, mantidos sob
condi¢des controladas de temperatura de 21 £ 1 °C sob o ciclo dia/noite natural (12 h claro e
12 h escuro), com agua e alimento (tipo pellets de racdo da marca Purina®) ad libitum durante
o experimento ¢ sem uso de qualquer medicacdo. Antes da realizacao de qualquer protocolo

experimental, os animais foram colocados no ambiente de trabalho por, pelo menos, 30
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minutos de antecedéncia a execugdo do experimento. Todos os procedimentos experimentais
foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de

Biociéncias — UFPE, sob o processo n° 23076.023060/2018-50 (Anexo 1).

3.7.2 Avaliacio dos sinais de toxicidade (Screening Hipocratico)

O presente trabalho seguiu as diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdémico (OECD) para o teste de classe de toxicidade aguda (Acute
Toxic Class Method — OECD 423) (OECD, 2001). Observou as indica¢des da Portaria 116/96
do Ministério da Satde, para avaliacdo da toxicidade aguda oral de substancias quimicas e
estudos de toxicidade de dose Unica de novas drogas, além de enquadrar nas exigéncias da
RDC 14, de 31 de Mar¢o de 2010 da ANVISA/MS (BRASIL, 2010).

A iangambina foi dissolvida em solugao salina 0,9% (veiculo) e administrada por via oral
apenas uma Unica vez na dose de 2000 mg/kg para avaliagdo detalhada dos sinais clinicos de
toxicidade nos animais experimentais (n=6), exemplos: aparéncia geral, ataxia, frénito vocal,
irritabilidade, tonus do corpo, tremores, saliva¢do, lacrimejamento, ptose palpebral,
convulsdes e movimentos anormais € mortalidade dos animais (SILVA et al., 2016) (Esquema
2). O grupo controle (n=6) recebeu apenas veiculo de solug¢do 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 Hipocratico), a intensidade e a duragdo foram
classificadas numa escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para posterior
analise. Os animais foram observados individualmente apds a administra¢do nos primeiros

trinta minutos, periodicamente apos as duas primeiras horas e diariamente durante 14 dias.
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Esquema 2. Roteiro de observagdo do Screening Hipocratico dos camundongos apos

administracao da dose de 2000 mg/Kg da iangambina

Camundongo Swiss
(Mus musculus)

LANGAMBIN: ) ——  Dose2000mg/kg —— Viaoral
Screening Hipocrdtico
-Aparéncia geral | | ~Aparénciageral | | -Ténus daspatas | | ~Auncular -Tremores L acrimagho
-Frénito vocal -respostaao -Ténus do corpo -Comeal Convulsfes -Plosis
Teritahilidade toque -Fargapara -Estimulagdes -Micgio e
-Contorgio agarrar -Fendmeno de defecagio
abdominal -Atadia Straub -Piloeregio
-Marcha ~Sedagio -Hipotennia
Reflexo de -Hipnose Respiracio
indirstamente -Anestesia
onsciénciae| |Coordenacdo Ténus Rafianng Atividade do | |Atividadedo
disposicdo motora muscular SNC SNA

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

3.7.3 Avaliacio da evolucio ponderal e do consumo de agua e racio

Para a avaliagdo de possiveis efeitos toxicos apos a administragdo da iangambina 2000
mg/Kg, os animais foram pesados diariamente em balanga semi-analitica sempre no mesmo

horario, bem como, avaliados os consumos de agua e ragao.

3.7.4 Avaliacio dos parametros bioquimicos e hematolégicos

O sangue foi coletado por pun¢do cardiaca e acondicionado em dois tipos de tubo (1 mL),
sendo um com anticoagulante EDTA para determinagdo dos pardmetros hematologicos
(eritrograma e leucograma) e o outro sem anticoagulante para obtencdo do soro e
determinagdo dos parametros bioquimicos, este foi centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm,

para obten¢do do soro e analises bioquimicas: ureia, creatinina, colesterol total, glicose e
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transaminases (aspartatoaminotransferase — AST e alanina aminotransferase-ALT) (PITA,
2010). Para as andlises bioquimicas foram utilizados Kits especificos para o equipamento
bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic System) e os exames
hematologicos foram realizados no equipamento CELL-DYN Ruby (Analisador

Hematoldgico Automatico).

3.7.5 Método de eutanasia

Ao final do experimento de toxicidade aguda, todos os animais foram anestesiados
com solucdo 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 Avaliagao do peso dos orgaos

Sucedida a eutandsia, foi feita avaliagdo macroscopica dos orgdos e logo em seguida foi
determinado o peso absoluto e relativo dos seguintes orgaos; figado e rins, utilizando uma
balanga de precisdao. O peso relativo dos 6rgdos em estudo foi calculado utilizando a formula:

Peso relativo do 6rgdo (%) = (peso do 6rgao/peso do camundongo).
3.7.7 Morfometria e avaliacio histopatologica dos orgaos

O procedimento de preparo e avaliacdo histopatoldgica dos 6rgaos (figado e bago) foi
realizado no laboratorio de histotécnica do Departamento de Histologia e embriologia da
UFPE. Em seguida, foram fixadas, por 24 h, em solu¢do de formol tamponado (100mL de
formaldeido 37%: 900 mL de dgua destilada; 4,0 g de fosfato de ¢s6dio monobasico; 6,5 g de
fosfato de sodio dibasico (anidro) a 10%), na proporcao de 20 vezes o volume do fixador em
relacdo ao volume das pecgas. Apos a fixagdo, os fragmentos foram lavados em agua corrente
por cinco minutos, iniciando-se assim o processo de desidratacdo em alcool etilico, em série
crescente desde 70% até alcool absoluto. Posteriormente, procedeu-se a clarificagdo com xilol,
inclusdo em parafina histologica, seccionadas a 5 um e corados com hematoxilina e eosina

(JUNQUEIRA, 2015).
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A andlise morfométrica foi realizada no laboratério de cultura de tecidos do
Departamento de Histologia e Embriologia da UFPE. As imagens obtidas das l1dminas de rim
e figado foram capturadas através de um microscopio Olympus BX-41, acoplado a uma
camera (Motic). O programa de processamento de imagens utilizado foi o Motic Images Plus
Versdao 2.0 ML, na resolucdo de 1280x1024 pixels e no formato JPEG. Foi utilizado o
programa IMAGEJ, um software para processamento e analise 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 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA unidirecional, com pos-teste de

Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn, a 5% de probabilidade. A andlise de correlagdo foi
realizada com base no método de Spearman. As anélises foram realizadas e os graficos foram

gerados no software GraphPad Prism (versado 7.0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A i1angambina foi isolada da Ocotea duckei através de cromatografia em silica gel e
analisada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *C e 'H. Os dados espectrais dos
deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono das fragdes, obtidos através da RMN,
permitiu a comprovagdo da presenca da iangambina, quando comparados com os valores da

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

Tabela 1. Dados de RMN de '*C e 'H (125 MHz) da iangambina e comparagdo com os dados
de RMN da literatura (BARBOSA-FILHO et al., 1999)

LITERATURA

C dc  LITERATURA H o
1 545 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)
r 136,85 136,9 8ax 3,78-3,96 (m) 3.80-3.96 (m)
17 136,85 136,9 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)
27 102,9 103,2 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 1378 OCH; 3,70 (s) 3.86 (5)
“4’)
47 137,57 1378 OCH; 3,86 (s) 3.86 (s)
“4’)
5 153,56 153,7 OCH; 3,88 (s) 3.88 (5)
“4’)
5 153,56 153,7 OCH; 3,88 (s) 3.88 (s)

(4’)



6’ 102,9
6”’ 102,9
OCH; 60,96
@)
OCH; 61,4
)
OCH; 56,29
(3.5°)
OCH; 56,36
(3757)

103,2

103,2

61,0

61,0

56,0

56,8

OCHs
4)
OCH;
4)

3,88 (s)

3,88 (s)

3.88 (s)

3.88 (s)
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4.1 ATIVIDADE HEMOLITICA

A iangambina ndo causou hemolise em eritrocitos de carneiro nas concentragdes testes
(12,5, 25 e 50 pg/mL), pois, ndo houve diferenga significativa a nivel de p>0,05, quando estas

foram comparadas ao controle negativo, indicando que ndo houve atividade hemolitica

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

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

Tabela 2. Absor¢do média e porcentagem de hemolise (média + desvio padrdo) em diferentes

concentragdes de iangambina

CONCENTRACOES

50 ug/mL
25 pg/mL
12,5 ng/mL

Controle Negativo

0,0096
0,0096
0,0102

0,0103

ABSORBANCIA
MEDIA

PERCENTUAL D

HEMOLISE (%)
0,6487 ns
0,6488 ns
0,6807 ns

0,6840 ns

NS = ndo houve diferenga significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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4.2 SISTEMA TESTE Allium cepa

A iangambina ndo apresentou toxicidade, segundo as condic¢des testadas, nas radiculas de
Allium cepa. Visto que, ndo houve diferenca significativa (p>0,5) na média de crescimento
das radiculas expostas aos tratamentos nas concentra¢des 12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50 pg/mL
quando comparadas a média do controle negativo (agua destilada), mas apresentou diferenga
significativa (p<0,5) quando comparadas ao controle positivo (Sulfato de cobre 0,6
png/mL)(Grafico 1). Resultados semelhantes foram encontrados com o extrato etandlico de
Cinnamomum verum (canela), uma espécie da familia Lauraceae, o qual ndo apresentou

alterag¢des no crescimento de radiculas de Allium cepa (SILVA et al., 2018).

Grafico 1. Analise da toxicidade da iangambina em células meristematicas de Allium cepa expostas a
diferentes tratamentos

4-
a a
5 3- - el
8 -
S 2-
-g
4
2 14
&)
0 . .
CN 25

Tratamentos (ung/mL)

Barras indicam média + desvio padrdo. Os dados foram submetidos a ANOVA one-way e pos-teste de Tukey a

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

As células meristematicas 4. cepa expostas as concentracgdes (12,5 pg/mL, 25 pg/mL e 50
nug/mL) da iangambina ndo apresentaram diminui¢do e nem aumento no indice mitético. Visto
que, os valores do indice mitotico das radiculas expostas aos tratamentos quando comparados

aos do controle negativo ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Porém, quando considerado o controle positivo a diferenga foi significativa p<0,05, indicando
que a iangambina ndo possui potencial citotoxico (Tabela 3). Estes resultados obtidos “in
vivo” corroboram com os encontrados “in vitro” por Monte-Neto et. al. (2008), onde a
iangambina também ndo apresentou citotoxicidade em macréfagos murinos e em células

embrionarias de ouri¢co do mar.

Tabela 3. Andlise da toxicidade da iangambina em células meristematicas de Allium cepa expostas a
diferentes tratamentos

NUMERO CELULAS CELULAS INDICE

TRATAMENTOS (41 Uy AS  INTERFASE  DIVISAO (%)
Controle Negativo 5.000 4.585 415 8,29a
Controle Positivo 5.000 4756 248 482D
12,5 pg/mL 5.000 4.639 361 7,22 a
25 pg/mL 5.000 4.631 369 7,38 a
50 pg/mL 5.000 4.641 359 7,19 a

Letras iguais ndo diferem significativamente.

Através do sistema teste Allium cepa também ¢ possivel observar ocorréncia de alteragdes
cromossdmicas no ciclo celular, e, portanto, este método tem sido usado como indicativo de
riscos sobre o consumo de diferentes produtos (VERMA; SRIVASTAVA, 2018).

Nas analises das células meristematicas de A. cepa tratadas com a iangambina foram
encontradas células mitoticas normais, semelhantes ao controle negativo, sugerindo que a
iangambina ndo ¢ genotoxica e, portanto, ndo mutagénica. No entanto, nas células
meristematicas tratadas com o controle positivo, foram evidenciadas células com
anormalidades cromossOmicas, entre elas: anafase retardada, pontes em anafase, quebra
cromossOmica, micronucleos e telofase desorientada (Figura 8).

Nao foram encontradas, na literatura consultada, evidéncias cientificas relacionadas a acao
da iangambina em células vegetais. Mas no estudo realizado por Marques (2003), a
iangambina e o extrato etandlico de Ocotea duckei Vattimo-Gil ndo apresentaram potencial

mutagénico as cepas de Salmonella typhimurium no teste de Ames.
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Figura 8. Fotomicrografias das fases da divisdo celular de células meristematicas (A//ium
cepa) tratadas com controle negativo, com concentra¢des da iangambina 12,5 pg/mL, 25

ug/mL, 50 pg/mL e controle positivo

Legenda: controle negativo (A-D), concentracdes da iangambina 12,5 pg/mL (E-H), 25
ug/mL (I-L), 50 pg/mL(M-P) e controle positivo (Q-R). (A, E, I, M): profase normal, (B, F
J e N): metafase normal, (C, G, K e O): anafase normal, (D, H, L e P): tel6fase normal, Q:

célula com micronucleo, R: nucleo lobulado, S: interfase com botdo nuclear, T: célula
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binucleada, U: pontes multiplas na anafase, V: anafase retardada, W: anafase com ponte ¢
quebra cromossomica e X: célula binucleada. Coloragdo: Hematoxilina e eosina (HE).

Objetiva: 1000x.

4.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

O ensaio de toxicidade aguda na dose 2000 mg/kg, a iangambina ndo causou
mortalidade nos animais, apds a administragdo ou durante todo o periodo do estudo (14 dias
no total). A ndo mortalidade dos animais nesta dose ¢ considerada um dado positivo, de
acordo com o Guia 425 da Organizagdo para Coopera¢do e Desenvolvimento Econdmico
(OECD) a amostra ¢ considerada praticamente nio téxica 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 seguranga no seu
uso (OECD, 2008).

A respeito do screening hipocratico realizado, a administracdo da iangambina na dose
de 2000 mg/kg causou algumas alteracdes no comportamento dos animais apenas durante os
30 minutos de observacdo apds a administragdo, quando comparados ao grupo controle
negativo, no que se refere a atividade e coordenagdo do sistema motor, reflexos e atividades
sobre o sistema nervoso central. Mas ap6s os 30 minutos a atividade motora e os padrdes de

comportamento permaneceram preservados até o 14° dia de avaliagdo.

As alteracdes observadas neste estudo foram semelhantes as encontradas no estudo
comportamental de camundondos Swiss realizado por Souza (2005), o qual comprovou a
atividade depressora do sistema nervoso central, diminui¢do da atividade locomotora e

prolongamento do tempo de sono por indu¢do da iangambina.

4.4 PARAMETROS FISIOLOGICOS

No que diz respeito ao consumo de agua e de ragdo, os dados estdo apresentados na
Tabela 4. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que nao houve diferenca
estatisticamente significativa nos consumos dos animais que recebeu a dose 2000 mg/Kg da

iangambina em relacdo ao controle.

Variaveis como: diminui¢ao ou aumento do consumo de agua e racdo, assim como

perda ou amento de peso, sdo parametros eficazes em estudos toxicologicos para indicar
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alteragdes fisiologicas causadas pela toxicidade de uma substancia em um animal. (TRAESEL
et al., 2016). Portanto, a iangambina ndo apresenta estes sinais clinicos de toxicidade para

camundongos.

Tabela 4. Consumo de 4gua e de ragdo de camundongos Swiss controlado por 14 dias apds a

administracao da dose

Grupos Dose (mg/Kg) Consumo de Consumo de
Raciao (g/dia) Agua (mL/dia)

Controle - 15,8 £4,5ns 45+ 1,96 ns
Iangambina 2000 16,8 £ 3,9 ns 443 + 2,76 ns

Dados estao apresentados como média + desvio padrao da média de seis animais, analisados

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

A evolugao corporal observada durante o periodo de 14 dias dos animais tratados com
a dose de 2000 mg/Kg da iangambina também ndo apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparada ao grupo controle (Grafico 2). A média do peso final dos
animais que receberam a dose (36,11g) e grupo controle (36,98g) em relacdo a média inicial
35,6g e 36,0g, respectivamente, estd de acordo com os dados esperados para variagdo de peso
corpdreo, os quais, ndo devem ultrapassar 20% do peso médio inicial animal (OECD, 2008).
Alteragdo no peso corporal ¢ um claro indicativo de efeitos toxicologicos causados
por substancias em teste de toxicidade aguda (BERENGUER-RIVAS et al., 2013). Portanto,
podemos inferir que a iangambina nao apresentou toxicidade para os camundongos na dose de
2000 mg/Kg, no que se refere a este parametro.
Resultados semelhantes foram encontrados na avaliacdo da toxicidade aguda na dose
2.000 mg/kg do extrato metanolico de folhas de Actinodaphne sesquipedalis, uma espécie da
familia Lauraceae, o qual também ndo demonstrou alteragdes no consumo de ragdo e agua,

nem variagdes de peso corporal nos animais (OMAR, 2017).
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Grafico 2. Média da evolucdo corporal dos animais experimentais durante 14 dias de

observagao
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Barras indicam média + desvio padrdo. Dados analisados por Teste T de Student p < 0,05

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

Na analise macroscépica do figado e rins dos animais que receberam a dose de 2000
mg/Kg da iangambina, ndo foram observadas alteragdes na coloracdo e aspecto dos o6rgaos,
em relacdo ao grupo controle. A andlise do peso também ndo evidenciou aumento ou
diminui¢do do tamanho, pois ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,5)
quando comparado ao grupo controle (Tabela 5). Sugerindo que ndo houve indicios de
toxicidade nos rins e no figado, uma vez que, alteragdes na morfologia, aumento ou

diminui¢do, assim como sinais de hemorragia, revelam efeitos toxicologicos (GUPTA, 2018).

Tabela 5. Média e desvio padrao do peso absoluto dos 6rgdos dos animais experimentais

GRUPOS DOSE FIGADO (g) RINS
(mg/kg) (®
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 estdo apresentados como média + desvio padrio da média de seis animais,
analisados por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (ns= nao

significativo).

4.5 PARAMETROS HEMATOLOGICOS
A ingambina na dose de 2000 mg/Kg ndo causou alteracdes hematoldgica aos

camundongos (Tabela 6). Nao houve diferenga estatistica significativa entre os animais que
receberam a dose em relagdo ao grupo controle. Os valores do hemograma estdo de acordo

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

Tabela 6. Efeitos da iangambina por via oral ap6s administragdo em dose tnica (2000mg/kg)

sobre os parametros hematoldgicos em fémeas de camundongos Swiss

Parametros hematologicos Controle Iangambina Valores de
2000 mg/Kg Referéncia
(SANTOS, 2016)
Eritrécitos (10 /mm?) 9,745 + 0,4355 9,945 +0,3088 52-104
Hemoglobina (g/dL) 14,24 +0,2931 14,2 + 0,0678 11.1-14.8
Hematocrito (%) 439+ 1,24 44,58 + 1,536 32.1-46.5
VCM (um3) 46,85 + 0,5626 46,77 + 0,6048 442 - 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 (10° /mm?) 754,5+27,23 757,2 + 35,05 315-758
Neutrofilos (%) 19,11 +4,286 21,02 + 2,998 10-23
Eosinofilos (%) 0,202 + 0,081 0,192 +0,1523 0-3
Baséfilos (%) 1+0,3215 0,8333 +0,4372 0-1
Linfécitos (%) 75,2+ 3,674 77,16 + 3,498 74 -90
Mondcitos (%) 2,364 + 0,85 1,012 +£0,2648 0-5

Dados estao apresentados como média + desvio padrao 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 ndo apresentou toxicidade nos parametros
de producao e morfologia de células sanguineas dos animais experimentais. Pois o sistema
hematopoiético ¢ extremamente sensivel a atividades de agentes toxicos, principalmente
aqueles com potencial mutagénico ou citotdxico, resultando em alteracdes qualitativas ou
quantitativas, transitorias ou permanentes (MAXIE, 2015).

No estudo de toxicidade aguda em roedores na dose 2000 mg/Kg utilizando o extrato
etanolico de Litsea glutinosa, uma espécie de um género de Lauracea, os pardmetros
sanguineos também foram avaliados quanto a toxicidade hematolégica e ndo foram
evidenciados efeitos adversos na hematopoese dos animais (SUMITHREGOWDA et al.,
2017).

4.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados descritos na Tabela 7 demonstraram que houve diferenga estatistica
significativa (P<0,5), apenas na atividade hepatica monitorada pelo nivel de ALT (Aspartato
alanina-transferase), contudo, as demais atividades analisadas (Glicose, Ureia, Creatinina,
Colesterol Total e AST) ndo apresentaram diferenca estatistica 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 unica (sobre os pardmetros

bioquimicos de camundongos Swiss fémeas.

Parametros Bioquimicos Controle Iangambina
(Unidade) 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 estio apresentados como média + desvio padrao da média de seis animais, analisados
por Teste T de Student p < 0,05 comparado com grupo controle (*= diferenca estatistica

significativa).

Embora os animais experimentais que receberam a dose de 2000 mg/Kg tenha
evidenciado uma elevagdo no nivel sérico de Aspartato alanina-transferase (ALT),
apresentando diferenca estatistica do controle, podemos levar em consideracao que nao houve
comprometimento hepatico. Pois, apesar de alteragdes nas concentragdes séricas de ALT
caracterizar doenca hepatica, muitas vezes podem nao ter nenhum significado clinico, uma
vez que, o aumento de enzimas citoplasmaticas, como ALT, deve-se também a outros fatores,
como por exemplo: aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica
(WORASUTTAYANGKURN et al., 2012).

Os resultados obtidos nesse estudo ndo mostraram alteracdes significantes nos niveis
plasmaticos de ureia e creatina entre os grupos de animais tratados com a iangambina em
comparagdo ao grupo controle, sugerindo o ndo comprometimento da atividade renal, pois
estes compostos nitrogenados nao proteicos (NPN) sdo considerados marcadores desta funcao
(KIRSZTAJINS; BASTOS, 2015). Assim como, mais uma vez sugere O nao
comprometimento hepatico, uma vez que, a ureia ¢ um produto da degradacdo do
metabolismo dos aminoacidos, produzida a partir da amoénia no ciclo da ureia hepatica
(NELSON; COX, 2018).

Resultados semelhantes foram encontrados em extratos de Persea americana Mill,
uma espécie de outro género de Lauraceae, onde ndo foi evidenciado potencial toxico para
camundongos fémeas na dose de 2000 mg/Kg. Embora tenham observado um aumento nos
niveis séricos de marcadores hepaticos (AST e ALT) constatou-se o ndo comprometimento do
figado, assim como, ndo houve comprometimento da atividade renal (KAMAGATE et al.,

2016).

4.7 PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Para avaliacdo mais detalhada dos possiveis efeitos toxicos da iangambina na dose de
2000 mg/Kg sobre os 6rgaos dos camundongos, foi realizada uma avaliacao histopatologica
dos rins e figado, 6rgdos alvos de efeitos toxicologicos (GUPTA, 2018).

A andlise histopatologica do figado dos animais que receberam a dose de 2000 mg/Kg

da iangambina revelaram caracteristicas semelhantes ao grupo controle, com a manutencao da
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arquitetura histologica do 6rgdo, distribui¢do normal da veia centrolobular, das estruturas do
espaco porta ¢ dos capilares sinusdides. Os espacos portais encontram-se regularmente
distribuidos, cuja matriz apresenta a triade portal de Glisson composta de um ramo da artéria
hepética, um ramo da veia porta e um ducto biliar (Figura 9).

Em uma andlise histologica do figado normal encontram-se hepatdcitos, os quais
apresentam nticleo central, arredondado com um ou dois nucléolos bem evidenciados. Estas
células se agrupam formando os lobulos hepaticos. Em cada 16bulo hepatico encontram-se
uma veia centrolobular, veia porta, uma artéria hepatica, um ducto biliar e vasos linfaticos.
Os espacos entre os lobulos s3o chamados de sinusoides (capilares hepaticos compostos por
células endoteliais tipicas de capilares sanguineos e macrofagos chamados de células de
Kupffer). As células de Kupffer sdo estreladas, ativamente fagocitarias, e tem a caracteristica
de englobar hemécias remanescentes, residuos e materiais particulados (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2017).

Extratos hidroalcoolicos de Litsea floribunda, uma espécie da familia Lauraceae,
também ndo causaram mortalidade ou efeitos toxicoldgicos em todos os pardmetros
analizados ou hepatotoxicidade na dose de 2000 mg / kg, sendo considerado praticamente nao
toxico (DEVIKA; NALINI, 2018).

A estrutura do rim sem alteragdes patoldgicas consiste na presenga de uma capsula de
tecido conjuntivo denso e duas zonas denominadas medular e cortical. Na zona medular
identifica-se estruturas cOnicas ou piramidais (pirdmides de Malpighi), tais estruturas entram
em contato com a zona cortical que ¢ continua e ocupa os espagos deixados pelas piramides.
Ha ainda a presenga de estruturas vasculares denominadas de corpusculos de Malpighi do rim,

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

Legenda: 1- Controle: detalhe do espaco porta, no qual se observa a Veia Porta hepatica (VP),
Ducto biliar (DB) e Artéria (Ar), também os capilares sinosoides (CS) e as células de Kupfer
(K); 2- Iangambina 2000 mg/Kg: observa-se os aspectos da arquitetura histolégica mantida e
semelhante ao grupo controle, o espaco porta e sua estruturas com distribui¢do normal; 3-
Controle: sdo observados hepatocitos (H) com tamanho regulares ¢ uma veia centro-lobular
(CL). 4- Tangambina 2000 mg/Kg: assim como no grupo controle, os hepatocitos de tamanho
regulares e veia centro-lobular com distribuicdo 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 histologica, com arquitetura glomerular e
tubular preservada. Foram encontradas apenas algumas alteracdes histologicas, reacionais,
focais, minimas, como: infiltrado inflamatério linfoplasmocitdrio (Figura 11). Nao houve
diferenca estatistica no diametro do espaco capsular (capsula de Bowman) nem no tamanho
(area e perimetro) dos glomérulos quando comparados aos dos animais do grupo controle
(Tabela 8). Estes resultados indicam que a iangambina na dose 2000 mg/Kg ndo exibiu de

alteracdes nefrotoxicas.

Tabela 8. Morfometria expressa em um do espago capsular (Capsula de Bowman) e da area e
perimetro dos glomérulos dos rins dos animais experimentais

MORFOMETRIA TANGAMBINA 2000mg/Kg CONTROLE

Diametro do espaco 22803 + 808,8 ns 25018 +799,5 ns
capsular (um)
Area dos 49462 + 3782 ns 47087 + 2538 ns
glomérulos (um?)
Perimetro dos 731014 £24970 ns 767677 +20255 ns

glomérulos (um)

Dados apresentados como média + desvio padrao da média de seis animais, analisad os por

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

Uma avaliagdo associando-se resultados bioquimicos e histopatologicos confirma que
a iangambina ndo promoveu lesdes renais comprometedoras na dose aguda estudada.

No estudo de toxicidade aguda do extrato etandlico de Cinnamomum cassia, uma
espécie da familia Lauraceae, realizado na dose méaxima (2000 mg/Kg), foram encontrados
resultados semelhantes, uma vez que também ndo houveram alteragdes nos parametros
fisiologicos (pesos corporais e consumo de agua e ragdo), parametros hematoldgicos,
parametros bioquimicos, € nao foram observadas alteragdes 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 capsula do tecido conjuntivo (TC) e os
glomérulos (G) (HE 20x); b: Iangambina 2000 mg/Kg- Zona cortical com caracteristicas
semelhante ao grupo controle (HE 20x). ¢: Controle - Glomérulo de Malpighi, tabulo
contorcido proximal (TCP) e distal (TCD) (HE 400x); d: langambina 2000mg/Kg - Infiltrado
linfoplamocitario (I) (HE 400x). e: Controle - Glomérulo (G) preservado envolvido por
capsula de Bowman (CB), macula densa (MD) (HE 1000x); f: Iangambina 2000 mg/Kg-
Glomérulo (G) preservado com caracteristicas semelhantes ao grupo controle (HE 1000x).
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5 CONCLUSAO

A iangambina isolada das folhas de Ocotea dukei, em tetes in vitro e in vivo, ndo mostrou
ser citotdxica, genotdxica e mutagénica, bem como, apresenta um valor de DL50 acima de
2000 mg/kg, portanto, foi considerada de baixa toxicidade ou praticamente ndo tdxica para
camundongos Swiss, 0s quais permaneceram com estrutura ¢ morfologia do figado e dos rins

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

ANEXO A — Parecer de aprovagio do comité de Etica de uso Animal (CEUA)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves. s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
Fones: 2126 8842
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Recife, 20 de dezembro de 2018
Oficio n® 110718

Da Comiss&o de Etica ne Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.? lvone Anténia de Souza

Departamento de Antibioticos

Centro de Biociéncias

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.023060/2018-50

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagio da Toxicidade Aguda da
langambina em Camundongos Swiss.” registrada com o n° 2307&023060/2018—50,
sob a responsabilidade de Prof.? Ivone Anténia de Souza que envolvem a produgio,
manutencéo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAQ ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 18/12/2018.
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Laboratorio de Farmacologia e
Cancerologia Experimental (Bioterio do
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ANEXO B - Espectro de 'H-RMN da iangambina.
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ANEXO C - Espectro de *C-RMN da iangambina.
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