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RESUMO

Ximenia americana L., conhecida no popularmente no Brasil como ameixa-do-mato, ameixa-
brava ou ameixa-do-sertdo. E pertencente a familia Olacaceae. Considerando seu uso bem
propagado na medicina popular, seus efeitos descritos na literatura e os componentes
presentes neste extrato, o presente trabalho avaliou os efeitos do extrato nebulizado das cascas
do caule de X. americana L. na toxicidade aguda, subaguda e crénica, bem como seus efeitos
ainda ndo reportados na literatura como potencial citotoxico, mutagénico em ceélulas da
medula déssea através do ensaio de micronucleo, sua resposta imunologica em leucocitos
circulantes através do ensaio de contagem diferencial de leucdcitos e o efeito carcinogénico
e/ou anticarcinogénico em cancer colorretal induzido pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em
organismos teste camundongos Mus musculus. Na avaliacdo da toxicidade aguda de acordo
com as orientac6es do guia OECD 423/2001, nenhuma toxicidade grave ou mortalidade foram
observadasnas concentracfes de 50, 150, 250, 500 e 2000 mg/kg, classificando o extrato com
baixa toxicidade, foi observado uma diminuicdo significativa na massa relativa dos 6rgaos
como: coracdo, figado, pulmdo, rins, testiculos e tiredide. Estes resultados podem estar
relacionados aos constituintes fitoquimicos tais como com potencial pré-oxidantes presentes
no extrato como flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides, e terpenoides que em altas
concentragdes podem levar & danos oxidativos. A partir desse estudo foram selecionadas trés
concentragdes para o teste de toxicidade subaguda (150, 250 e 350 mg/kg/dia), de acordo com
orientacbes OECD 407/2008 n&do foram observados sinais de toxicidade aos animais,
tampouco efeito citotéxico ou mutagénico pelo ensaio de micronicleo em medula éssea de
camundongos Mus musculusseguindo o guiaOECD 474/2016. A toxicidade cronica do extrato
nebulizado de X. americana L. foi avaliada com base no protocolo do guia OECD 452/2009,
nas concentracdes de 50,150, 250 e 350 mg/kg, ndo foi observado sinais de toxicidade ou
possivel potencial citotoxico e mutagénico de acordo com o guia OECD 474/2016. Na
avaliacdo do efeito quimioprotetor e quimiopreventivo do extrato nebulizado de X. americana
L. em células da linhagem branca tais como os leucocitos ndo demonstraram alteracdes no
processo inflamatdrio, foi possivel observar uma diminuicdo na formacéo de FCA (lesdes pré-
neoplésicas) consideradas como marcadores do cancer de célon, o extrato testado neste estudo
teve uma acdo quimioprotetora e quimiopreventiva no cancer colorretal induzido pelo
DMH.Acredita-se que esse efeito seja devido aos constituintes fitoquimicos presentes neste
extrato, tais como taninos condensados, flavonoides, acido galico, epicatequina, catequina,
quercetina, liganinas, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e
esteroides, ja que muitos desses fitoquimicos sdo reportados na literatura cientifica como de
acdo anticancerigena.

Palavras-chave: Dose Letal 50%; citotoxicidade; mutagenicidade; carcinogenicidade;

anticarcinogenicidade; focos de criptas aberrantes.



ABSTRACT

Ximenia americana L., known in the popularly in Brazil as ameixa-do-mato, ameixa-brava or
ameixa-do-sertdo. It belongs to the family Olacaceae. Considering its well-publicized use in
folk medicine, its effects described in the literature and the components present in this extract,
the present work evaluated the effects of the nebulized extract of X. americana L. stem bark
on acute, subacute and chronic toxicity, as well as its effects not yet reported in the literature
as a cytotoxic potential, mutagenic in bone marrow cells through the micronucleus assay, its
immune response in circulating leukocytes through the differential leukocyte counting assay,
and the carcinogenic and / or anticarcinogenic effect in colorectal cancer induced by 1,2-
dimethylhydrazine (DMH) in test organisms Mus musculus mice. In the acute toxicity
assessment according to the Guideline OECD 423/2001, no serious toxicity or mortality was
observed at the concentrations of 50, 150, 250, 500 and 2000 mg / kg, classifying the extract
with low toxicity, a significant decrease in the relative mass of organs such as: heart, liver,
lung, kidneys, testes and thyroid. These results may be related to the phytochemical
constituents such as pro-oxidants present in the extract such as flavonoids, saponins,
anthraquinones, alkaloids, and terpenoids that at high concentrations can lead to oxidative
damage. Based on this study, three concentrations were selected for the subacute toxicity test
(150, 250 and 350 mg / kg / day), according to Guideline OECD 407/2008 no signs of toxicity
were observed in the animals, neither cytotoxic nor mutagenic Micronucleus assay in bone
marrow of Mus musculus mice following the Guideline OECD 474/2016. Chronic toxicity of
the nebulized X. americana L. extract was evaluated based on the protocol of Guideline
OECD 452/2009 at concentrations of 50, 150, 250 and 350 mg / kg, no signs of toxicity or
potential cytotoxic potential were observed, and mutagenic according to Guideline OECD
474/2016. In the evaluation of the chemoprotective and chemopreventive effect of X.
americana L. nebulized extract in white blood cells such as leukocytes did not show changes
in the inflammatory process, it was possible to observe a decrease in the formation of FCA
(pre-neoplastic lesions) considered as markers of the colon cancer, the extract tested in this
study had a chemoprotective and chemopreventive action in colorectal cancer induced by
DMH. It is believed that this effect is due to phytochemical constituents present in this
extract, such as condensed tannins, flavonoids, gallic acid, epicatechin, catechin, quercetin,
liganins, monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, naphthoquinones, triterpenes and steroids,
since many of these phytochemicals are reported in the scientific literature as anticancer
action.

Keywords: Lethal Dose 50%; cytotoxicity;  mutagenicity;  carcinogenicity;
anticarcinogenicity; foci of aberrant crypts.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil tem uma das floras mais ricas do mundo, comportando cerca de 19 % da
flora mundial (GIULIETTI et al., 2005), sendo um potencial provedor de espécies medicinais.
O cerrado é um importante ecossistema brasileiro que abriga 30 % da diversidade vegetal do
pais (PAGOTTO et al.,2006) e ocupa cerca de 23 % do territorio brasileiro. Na Caatinga do
Nordeste brasileiro, especialmente na regido semidrida, as plantas sdo amplamente utilizadas
na medicina popular, tendo papel significativo para tratamento de doencas em areas rurais e
urbanas (SANTOS, 2009). Porém, o uso baseado apenas em conhecimento empirico, ndo é
suficiente para validar uma planta medicinal como medicamento seguro e eficaz.

Os extratos vegetais podem provocar efeitos colaterais graves nos seres humanos e,
por esta razdo, possuem contraindicagdes, quanto ao seu uso. Assim, antes que um extrato
vegetal seja administrado como medicamento, ele necessita passar por certificacbes que
comprovem a sua qualidade e seguranca e também por padronizacdo de seu uso
(MAGALHAES, 2015). O desconhecimento sobre os possiveis efeitos adversos dos extratos
vegetais, pode proporcionar sérias consequéncias a saude humana em curto e em longo prazo
(NAVARRO-MOL, 2000).

A espécie Ximenia americana L., conhecida popularmente no Brasil como ameixa-
do-mato, ameixa-brava ou ameixa-do-sertdo (SILVA et al., 2008), pertence a familia
Olacaceae (BRASILEIRO et al., 2008). As cascas do caule desta planta vém sendo usadas na
medicina popular, contra esquistossomose, febres, diarreias e dores de dente (BURKILL,
1997); micoses (BURKILL, 1997; MORAIS et al., 2005); ulceracdes lepréticas
(OGUNLEYE e IBITOYE, 2003); ferimentos e falta de ar (FRANCO e BARROS 2006);
gastrite, infeccdo de garganta, corrimento vaginal (ALVES et al., 2007); inflamacdo e prisdo
de ventre (ROQUE et al., 2010); inflamacdo do Utero e ovarios, cicatrizante, limpeza do Utero,
limpeza do sangue, aborto, anemia, Ulcera estomacal, cancer, infec¢do urinaria, coceira,
feridas, queimaduras (OLIVEIRA et al., 2010). Diferentes formulacdes e diferentes partes da
X. americana, como casca do caule, as raizes, folhas e fruto, ttm também sido reportada na
literatura como de agdo antimalarica (BENOIT et al, 1996; TRAORE et al., 2015;
SULEMAN et al., 2018); antiviral para o virus HIV (ASRES et al., 2001); anticonvulsivante
(QUINTANS et al., 2002); antimicrobiana (OGUNLEYE e IBITOYE, 2003; OMER e
ELNIMA, 2003; MORAIS-COSTA et al., 2015); antibacteriana (KONE et al., 2004):;
anticancerigena (VOSS et al.,, 2006; PERVAIZ et al., 2015; KABRAN et al., 2017);
antioxidante (LAMIEN-MEDA et al., 2008; MAIKAI et al., 2010; ALMEIDA et al., 2016);
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analgésica (SIDDAIAH et al., 2009; HEMAMALINI et al., 2011); antipirética (SORO et al.,
2009); HEMAMALINI et al., 2011; KONATE et al.,, 2018; SILVA et al., 2018);
antiparasitaria (MAIKALI, 2011); anti-inflamatoria (OLABISSI et al., 2011; SHETTAR et al.,
2015; SILVA-LEITE et al., 2018); antidiabética (SHETTAR et al 2017); gastroprotetora
(ARAGAO et al., 2018; PANTOJA et al., 2018) e antiedematogénica (OGUNLEYE e
IBITOYE, 2003; FERNANDES et al., 2017).

Analise fitoquimica do extrato da casca do caule de X. americana mostrou que este
material apresenta polifenois, taninos e flavonoides, tais como, acido galico, catequina e
quercetina (SANTANA et al., 2018), altos teores de glicosideos cardioténicos, taninos,
alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas e terpenoides (MAIKAI et al., 2010;
JAMES et al. 2007) e carboidratos (JAMES et al. 2007). Estes compostos sao reportados na
literatura como de acdo quimiopreventiva contra o cancer e doencas cardiacas (BASKARAN
et al., 2016), para diabetes e Alzheimer (KRISHNAIAH et al., 2011; KOLNIAK-OSTEK e
OSZMIANSKI, 2015).

Considerando os efeitos descritos na literatura e 0s componentes quimicos da X.
americana L., o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do seu extrato
nebulizado em camundongos Mus musculus, linhagem Swiss. Neste estudo, foram realizados
ensaios de: toxicidade aguda, subaguda e crbnica; potencial citotoxico e mutagénico, sobre
celulas da medula 6ssea, por meio do ensaio do micronlcleo; resposta imunolégica em
leucdcitos circulantes, pelo ensaio de contagem diferencial de leucdcitos; efeitos
carcinogénicos e anticarcinogénicos em tecido colorretal, ap6s inducdo por 1,2-
dimetilhidrazina (DMH).
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6. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, sobre os efeitos toxicos,
quimioprotetores e quimiopreventidos de diferentes concentragdes do extrato nebulizado da
casca do caule de Ximenia americana L., sobre camundongos (Mus musculus), linhagem

Swiss, podemos concluir:

- A toxicidade aguda, avaliada nas concentracfes de 50, 250, 500 e 2000 mg/kg, o
extrato de nebulizado da casca do caule X. americana, ndo induziu letalidade dos
individuos, para a maior concentracdo estudada (2000 mg/kg), o que indica que
extrato testado tem baixa toxicidade, se enquadrando entdo na Classe 5 das
substancias com DL50 superior a 2000 mg/kg, conforme sugere o guia OECD
423/2001. Na avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos dos animais tratados com o
extrato nebulizado de X. americana, ocorreu uma diminuicdo do todos os 6rgaos dos
animais (coracdo, figado, pancreas, pulmdes, rins, testiculos e tireoide), indicando
um possivel dano. Os efeitos observados podem ter sido desencadeados pela
presenca de fitoquimicos no extrato, tais como polifendis, taninos e flavonoides, que

sdo compostos, que podem induzir efeitos pro-oxidantes na célula.

- Na avaliagdo da toxicidade subaguda, realizada de acordo com as orientagdes do
guia OECD 407/2008 - doses repetidas, o extrato nebulizado da casca do caule de X.
americana, nas concentracdes de 150, 250 e 350 mg/kg/dia, no periodo de 28 dias de
tratamento, ndo apresentou sinais de toxicidade para camundongos, porém, ocorreu a
morte de um individuo na maior concentracdo testada (350 mg/kg/dia). Neste
periodo de experimentacdo e concentracdes avaliadas, o extrato de nebulizado X.

americana nao apresentou potencial citotdxico e mutagénico.

- Na avaliacdo da toxicidade cronica, (OECD 452/2009) e da carcinogenicidade de
cdlon, o extrato nebulizado da casca do caule de X. americana, ndo apresentou sinais
de toxicidade, citotoxicidade ou de mutagenicidade em medula éssea e
carcinogenicidade de colon, quando camundondos da linhagem Swiss foram
expostos as concentracdes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia, por um periodo de 12
semanas (84 dias) de tratamento.
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- Na avaliacdo da anticarcinogenicidade de cdlon, o extrato nebulizado da casca do
caule de X. americana nas concentragdes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia, periodo
de 12 semanas (84 dias) de tratamento apresentou um efeito quimioprotetor e
quimiopreventivo de colon em camundongos Mus musculus. Este efeito foi avaliado
pela reducdo de danos colorretal, que foi induzido pela 1,2-dimetilhidrazina
(DMH),por meio da contagem de focos de criptas aberrantes (FCA).

- Pelos resultados obtidos neste estudo, podemos inferir que o extrato nebulizado da
casca do caule X. americana possui baixa toxicidade e um efeito ndo citotoxico e
mutagénico, além de ndo induzir carcinogénese colorretal, em uso cronico, nas
concentracdes avaliadas 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia,. Foi observado também que,
nestas mesmas concentracdes, 0 extrato apresentou um efeito quimioprotetor e

quimiopreventivo para cancer de colon.

- Todo o estudo foi realizado com camundongos Mus musculus machos, e os efeitos
quimioprotetor e quimiopreventivo foram investigados em intestino porcéo

colorretal.
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