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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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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A préatica do uso de produtos derivados de plantas e o conhecimento acerca desta
aplicacdo para fins terapéuticos vém sendo passado de geracdo a geracdo. Assim, as
comunidades humanas tém utilizado, por milénios, muitas plantas medicinais como estratégia
para tratar ou prevenir doencas (QUINTANS et al., 2002; CORREA e ALVES, 2008).

A OMS define planta medicinal como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais de seus Orgdos, substancias que possam ser utilizadas para fins terapéuticos. Para esta
organizacéo, cerca de 80 % da populagdo mundial utiliza, de algum modo, plantas medicinais
como medicamentos. Muito embora o Brasil possua a maior diversidade vegetal do mundo,
com cerca de 60.000 espécies de vegetais superiores catalogadas, desse total, apenas 8 %
foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em
suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001; GADELHA et al., 2013).

As plantas medicinais sdo utilizadas com a finalidade de auxiliar ou substituir as
terapias convencionais no tratamento de diversas doencas. Os vegetais utilizados na medicina
popular brasileira tém a sua manipulacéo realizada de forma artesanal e empirica, sem estudo
cientifico adequado. As praticas populares comuns de consumo de plantas medicinais,
principalmente nas pequenas cidades do Norte e do Nordeste brasileiros, se ddo por meio de
preparos de unguentos, de chés e infusfes, consumidos via oral ou usados em inalacdes e em
banhos de assento, (VENANCIO, 2006).

As plantas usadas na medicina popular devem ainda ser avaliadas, quanto ao
risco/beneficio do uso, por meio de estudos farmacodinamicos e toxicologicos (FARIAS,
2007). Apesar do avanco atual das pesquisas nas areas da farmacologia, o consumo de
substancias derivadas de plantas deve ser monitorado, quanto aos efeitos toxicos dessas
substancias, no sentido de alertar a populacdo sobre os seus possiveis riscos a saude
(BAGATINI et al. 2007). De acordo com Simdes et al. (2004), o consumo de plantas
medicinais requer atengdo, pois varias plantas brasileiras ainda ndo foram suficientemente
estudadas, no que se refere ao seu potencial toxicoldgico e ou mutagénico.

Muitos farmacos modernos sdo desenvolvidos a partir de produtos naturais. Estima-se
que, aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis hoje no mercado farmacéutico,
foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de fontes naturais e destes, 25% séo

provenientes de plantas medicinais (CALIXTO, 2001). O mercado da terapia a base de
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plantas medicinais movimenta em nosso pais cerca de R$ 500 milhdes, enquanto que na
Europa e EUA, o movimento em 2000, foi de 8,5 e 6,3 bilhdes respectivamente (SCHENKEL
e SIMOES 2003).

Os efeitos colaterais das drogas quimicas sintéticas sdo uma preocupacao crescente
da sociedade (LEE et al., 2015), o que tem levado a um interesse crescente pelos produtos
naturais (SHIN et al., 2013). Devido a essa procura, os produtos naturais tém sido alvo de
inimeros estudos para obtencdo de moléculas ativas com potenciais terapéuticos (TRAESEL
et al.,, 2014). Entretanto, para que esses produtos tenham uso medicinal, eles devem ser
submetidos a estudos quimicos e de toxicidade, que avaliem a sua seguranca e eficacia
(REYES-GARCIA, 2010; MELO et al., 2011).

O consumo de chas e infusdes também deve ser monitorado, visando alertar o0s
consumidores sobre os efeitos ou danos indesejaveis que esses produtos possam promover a
salde, pois, como as pessoas estdo frequentemente expostas a certas substancias com
potencias mutagénico e ou genotoxico, o que poderd desencadear danos adicionais aos seus
usuarios. Embora algumas substancias naturais isoladas possam servir como base para a
producdo de novos farmacos, o produto final deve ser rigorosamente estudado, com relacéo as
suas propriedades bioativas e toxicas, para que se possa ter um uso racional de produtos
derivados da flora (FABRI, 2012).

As plantas medicinais sdo consideradas agentes xenobiontes que podem sofrer
biotransformacao e, eventualmente, serem toxicas para o usuario, efeitos esses que podem ou
ndo se manifestarem de imediato ou permanecerem de forma assintomatica por um longo
periodo, dificultando assim a associacdo do sintoma com a ingestdo do produto natural
(LAPA et al. 2004).

2.2 Compostos derivados do metabolismo das plantas

As substancias essenciais a vida de uma planta sdo produzidas pelo seu metabolismo
primario, que sintetiza varios compostos (carboidratos, proteinas, lipideos, aminoécidos,
vitaminas e &cidos nucleicos) necessarios para a realizacdo de todas as suas funcfes vitais
(YEOH et al.,, 1979; SANTOS, 1996; CHAMPEET al., 2008). Além do metabolismo
primario, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundario, cujos
metabolitos, diferentemente dos metabodlitos primarios, apresentam, de maneira geral,
estruturas complexas, de baixo peso molecular e em baixas concentra¢cdes, mas com grande
atividade biologica (BERG e LUBERT, 2008; CHAMPEET et al.,, 2008; PEREIRA e

CARDOSO, 2012). Os produtos do metabolismo secundario conferem vantagens adaptativas
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a planta (FUMEGALLI et al., 2008) e, consequentemente, & uma maior chance de
sobrevivéncia desses organismos (SANTOS, 1999). Os compostos do metabolismo
secundario sdo essenciais para as interacGes planta/ecossistema, pois estdo relacionados,
principalmente, com a protecdo e defesa do organismo e com a atracdo de polinizadores e
dispersores de suas sementes (SANT’ANA et al., 2002; SIMOES et al., 2004). Assim, pelas
caracteristicas quimicas dos compostos secundarios, eles despertam muito interesse ndo sé
pelas atividades bioldgicas exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio
ambiente, mas também pela imensa atividade farmacoldgica que possuem (PEREIRA e
CARDOQOSO, 2012).

2.3 Constituintes fitoquimicos e suas a¢Ges antioxidantes e quimiopreventivas

Dentre os constituintes fitoquimicos estdo os polifendis, compostos derivados do
metabolismo secundario, importantes na pigmentacdo, no crescimento e reproducdo das
plantas, assim como na resisténcia contra patdgenos (GHASEMZADEH e
GHASEMZADEH, 2011). Os compostos polifendlicos podem ser subdivididos em dois
grupos, os flavonoides e os ndo flavonoides. Dentre os ndo flavonoides, esta o acido gélico,
composto com reconhecida acao protetora contra o cancer e doencas cardiacas, que, por esta
razdo, tem recebido uma atencdo especial na area da farmacologia (PEREIRA e CARDOSO,
2012; BASKARAN et al., 2016).

Os flavonoides séo conhecidos como os principais antioxidantes presentes em frutas.
Sdo fitoquimicos com elevado potencial redox, o que permite que atuem como agentes
antioxidativos (IGNAT et al., 2011; KAMILOGLU et al., 2016). Os flavonoides sdo
classificados em flavonas (apigenina, luteolina), flavondis (quercetina, miricetina), catequinas
ou flavonols (epicatequina, galocatequina), flavanonas (naringenina, hesperitina),
diidroflavonois, isoflavonas (genisteina, daidzeina), chalconas, auronas, antocianinas e
antocianidinas (cianidina, pelargonidina).

As antocianinas caracterizam um grupo de pigmentos vegetais hidrossollveis,
amplamente distribuidos no reino vegetal. Seu espectro de cor vai do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores, resultando em tons de
parpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa coloracdo a estes
pigmentos, que se encontram dispersos nos vaclolos celulares (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004). Este grupo quimico pode ser definido como glicosideos de

antocianidinas considerados excelentes antioxidantes, porque doam hidrogénio aos radicais
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livres altamente reativos, prevenindo a formacdo de novos radicais (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Ainda dentre os polifendis, temos: o grupo dos taninos, que podem ser subdivididos
em duas classes distintas, denominadas de taninos hidrolisaveis, que tem carater adstringente,
e taninos condensados (OSORIO et al., 2012); as liganinas, cuja estrutura quimica é mais
complexas, estando, geralmente, presentes nas sementes (LANDETE, 2012)

O consumo desses compostos na alimentacdo humana esta relacionado com a agédo
antioxidante e anti-inflamatoria, devido a sua capacidade de transferéncia de elétrons e ou
atomos de hidrogénio aos radicais livres, bem como a capacidade de se ligar a ions metalicos
potencialmente pré-oxidante (CRAFT et al., 2012). Eles também estdo associados a uma
reducdo do risco de cancer, doencas cardiovasculares, dermatite atopica, diabetes e doenca de
Alzheimer (KRISHNAIAH et al., 2011; KOLNIAK-OSTEK et al., 2015). Diversos estudos
tém demonstrado que o consumo diério de substancias antioxidantes pode produzir uma agéo
protetora eficaz contra 0s processos oxidativos, que naturalmente ocorrem no organismo
(DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os polifendis, de maneira geral, atuam como antioxidantes, por meio do sequestro de
diversas espécies reativas, por agirem como agente redutor e quelando metais, como o ferro e
0 cobre, prevenindo, assim a producdo de agentes oxidantes (HALLIWELL, 2007). Além
disso, os polifendis podem modular, de forma direta ou indireta, a expressdo de genes
envolvidos na sintese de enzimas dos sistemas antioxidantes (JOVEN et al., 2014). Os efeitos
dos polifendis sobre células cancerosas podem ser ainda mais complexos, pois esses
compostos podem exercer efeitos quimiopreventivos, que parecem estar associados as suas
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (WANG et al., 2014). Lee et al. (2009)
afirmam também que os polifendis podem bloguear a formacdo do tumor, por diminuir o0s
niveis de espécies reativas de oxigénio no organismo. Essa acdo protegera as células de danos
oxidativos, inibira a proliferacdo, metastase, inflamacdo e fatores de transcricdo que podem
auxiliar na formacdo do tumor, por serem capazes de modular diversas vias de transducédo de
sinais (LEE et al., 2009).

A quimioprevencao e a utilizacdo de compostos quimicos naturais ou sintéticos que
possam prevenir, bloquear ou reverter os processos carcinogénicos, por inibicdo de etapas de
iniciacdo da carcinogénese ou de progressao da malignidade (WU e HAWK, 2011). Muitos
estudos tem investigado a a¢do dos antioxidantes como compostos quimiopreventivos, pois
eles podem interagir com os radicais livres, impedindo que as moléculas vitais sejam
danificadas e melhorando o sistema de reparo (OSMAK et al., 1997; PEREIRA, 2016) ou
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ainda interagindo diretamente com o composto mutagénico, impedindo sua interacdo com o
DNA (FERGUSON et al., 2004; RESENDE, 2011).

As acdes quimiopreventivas dos fitoquimicos sdo bastante diversas (SURH, 2003) e
a literatura mostra que os fitoquimicos sdo capazes de modular marcadores envolvidos no
desenvolvimento do céncer de cdlon, como as enzimas COX-2 e focos de criptas aberrantes.
O consumo de alimentos ricos em fitoquimicos foi capaz de reduzir a expressao da enzima
COX-2 em ceélulas de intestino de ratos (RODRIGUEZ-RAMIRO et al., 2013;
PANDURANGAN et al., 2014; TAN et al., 2014; CAMPOS, 2017). Foram descritos diversos
estudos que investigaram a acdo de fitoquimicos na prevencdo do desenvolvimento de focos
de criptas aberrantes (FCA), como a acdo da roméd (BANERJEE et al., 2013), do extrato de
vinho tinto (MAZUE et al., 2014), do cha verde (XIAO, 2008) e de suco de mac¢d (BARTH et
al., 2005). Os efeitos observados nestes estudos podem ser explicados pelas descri¢cGes de
Clifford e Knight (2004), que sugerem uma protecdo conferida pelos polifenois, quando esses
passam pelo coldn intestinal, afirmacdo esta complementada por outros estudos (BLAUT,
2003; JENNER, 2005; SAMPAIO, 2014), que citam que quando os polifenois entram no

colon, eles sofrem metabolizacdo pela acdo das enzimas da microbiota intestinal.

2.4 Toxicidade e Mutagénese de plantas medicinais e de seus derivados

Segundo a ANVISA (2010), toda substancia derivada de plantas que precede a
sintese de compostos quimicos com fins terapéuticos sdo consideradas medicinais. Porém,
existem relatos de que extratos de plantas podem causar efeitos deletérios sobre sistemas
bioldgicos, contrariando a crenca popular de que o que € natural ndo faz mal a salde
(FIGUEIREDO, 2012).

A toxicidade ndo é uma medida direta de carcinogenicidade, mas € frequentemente
usada como um indicador para o cancer, uma vez que os testes de mutagenicidade medem um
evento inicial ou intermediario da tumorigénese (FEARON e VOGELSTEIN, 1990), pois se
por ventura, houver a fixacdo desses erros no DNA, a célula normal pode se tornar uma célula
tumoral em consequéncia destes erros fixados tornando-se cumulativos (FIGUEIREDO,
2012). Os agentes mutagénicos, ao alterar o ciclo celular, podem induzir a formacdo de
tumores, criando as condic¢Bes para que a célula se reproduza descontroladamente, podendo
invadir outros tecidos (ALMEIDA NETO et al. 2005). Esta relacdo entre mutacdes e
neoplasias € bem documentada, sendo que compostos quimicos reconhecidamente
cancerigenos sdo, em sua maioria, positivos quando testados em ensaios que medem
mutagenicidade (MARON e AMES, 1983; AMES e GOLD, 2000). Segundo De Flora (1996;



Revisdo da Literatura 20

1998), h& também evidéncias do papel das mutacdes na patogenia de doengas cronico-
degenerativas, principais causas de mortalidade na populacdo humana. Quando tais mutacoes
ocorrem nas células germinativas, elas podem originar alteracdes genéticas transmissiveis,
levando a desordens genéticas, fertilidade reduzida, sindromes fetais, malformacbes e até
abortos (RABELLO-GAY, 1991). Sendo assim as mutagdes podem promover vérias doengas
entre elas o cancer, que por sua vez, podem ser induzidas pelas alteracbes no DNA em
resposta a exposicao a varios fatores como substancias contidas em constituintes fitoquimicos.

Lapa et al. (2004) observaram que as misturas complexas presentes nas plantas
medicinais podem causar danos genéticos ao seu consumidor, danos estes que, de acordo com
os autores, podem ser assintomaticos por longos periodos de tempo, mas também podem
ocasionar efeitos nefrotdxicos, neurotdxicos, hepatotdxicos ou até mesmo, carcinogénicos.
Assim, existe a necessidade de se monitorar, por meio de ensaios toxicoldgicos, 0s possiveis
efeitos deletérios de chés, infusbes ou solucgdes extrativas usados com fins medicinais, para
que 0s usuarios possam ser alertados sobre as consequéncias que estes tipos de compostos
possam promover na satide humana (VICENTINI et al., 2001).

Os ensaios mutagénicos permitem avaliar processos que induzem danos no DNA,
tanto por acdo de agentes fisicos, como quimicos e bioldgicos. Os agentes mutagénicos
podem interagir, direta ou indiretamente, com o DNA ou com proteinas envolvidas na
integridade do genoma (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Todos 0s seres vivos sdo passiveis
de mutacdes, sendo um dos processos fundamentais para a evolucdo e a diversidade das
espécies. As mutacdes podem surgir espontaneamente ou serem induzidas pela exposi¢do aos
agentes conhecidos como mutagénicos (GRIFFITHS et al. 2001). Porém, algumas mutacGes
ndo implicam em mudancas detectiveis no organismo ou na atividade metabolica das células.
Outras afetam um nOmero pequeno de regides do genoma, quando ocorrem em genes
especificos, podem determinar vantagens ou mediar um crescimento excessivo das células de
um determinado tecido se o erro néo for corrigido (RIBEIRO e MARQUES, 2003).

2.5 Ximenia americana L.

A espécie X. americana L., pertencente a familia Olacaceae, é um arbusto, de 3a4 m
de altura, com ramos armados de espinhos, caule de casca lisa e de coloracdo vinaceo-
avermelhada, principalmente nos ramos mais jovens. Suas flores sdo pequenas e alvas, seus
frutos sdo do tipo drupa, subglobosos, de casca amarela alaranjado, medindo de 1,5 a 2 cm de
didmetro, envolvendo uma Unica semente com améndoa branca e sua polpa é esbranquicada e
doce (EROMOSELE e EROMOSELE, 2002; LORENZI e MATOS, 2002; MATQOS, 2007,
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BRASILEIRO et al., 2008; SOUZA NETO JUNIOR, 2016). No Brasil, sua ocorréncia se
estende desde o Par até a Bahia, em Minas Gerais, Goids e Mato Grosso, inclusive nos
tabuleiros litoraneos do Nordeste (MAIA, 2004; SACANDE e VAUTIER, 2006; REZANKA
e SIGLER, 2007; SARMENTO, 2015). Essa espécie é popularmente conhecida no Brasil
como ameixa-do-mato, ameixa-brava ou ameixa-do-sertdo (SILVA et al., 2008).

2.5.1 Constituintes fitoquimicos de X. americana L.

A anélise fitoquimica de extratos da casca do caule de X. americana. revelou a
presenca de polifenois, taninos e flavonoides, tais como, acido galico, catequina e quercetina
(SANTANA et al.,, 2018). Também foram encontrados nesse material altos teores de
glicosideos cardiotonicos, taninos, alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas,
terpenoides (JAMES et al., 2007; MAIKAI et al.,, 2010) e carboidratos (JAMES et al.,
2007).Anélises semelhantes realizadas com as sementes de seu fruto mostraram um teor de 70
% de Oleo fixo viscoso, de cor amarela, derivado de acidos graxos que € muito utilizado na
culinaria (BRASILEIRO et al., 2008) e como purgativo. No entanto, seu principal uso é como
emoliente, 6leo capilar, condicionador e hidratante para a pele, na fabricacdo de sabonetes e
como componente de batons e lubrificantes (REZANKA e SIGLER, 2007). Eromosele e
Eromosele (2002) identificaram 10 &cidos graxos presentes no 6leo extraidos das sementes
desta planta, dos quais 7 deles sdo do tipo insaturado. Esses estudos detectaram que o 6leo
contém 4cidos graxos essenciais como o linoléico (1,34%), o linolinico (10,31%) e o
araquidénico (0,6%), o que denota um consideravel valor nutricional a este produto.

Mevy et al.,, (2006) estudaram, em GC-MS, o oleo volatil das folhas de X.
americanaL. Os autores identificaram 33 componentes, que correspondem a 98 % do total do
6leo. O oleo estudado apresentou, 69 % de compostos aromaticos, 12,5 % de compostos
lipidicos e 13 % de terpenos. O constituinte encontrado em maior quantidade foi o
benzaldeido (63,5 %), seguido pelo cianeto de benzila (13 %) e isoforona (3,5 %), sendo este
ultimo composto ja relatado como carcinogénico. Ogunleye e Ibitoye (2003) detectaram, em
extratos das folhas da X. americanal., a presenca de flavondides e taninos, e a auséncia de
alcaldides. Freiberger et al. (1998) estimam ainda que 50 g/dia dessa planta satisfaz as
necessidades diarias de calcio de um jovem adulto de até 24 anos, e ainda tem grande
quantidade de magnésio (14 mg/g) e pequena quantidade de ferro (107 pg/g), manganés (39,4
- 49,8 ug/g) e proteinas (7,87%).
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2.5.2 Uso na medicina popular e comprovagdes cientificas da acdo de X.

americana L.

Na medicina popular e na literatura cientifica, a espécie X. americanal. tem sido
referida como uma planta com potencial medicinal. Diferentes formulacdes e diversas partes
desta planta (casca do caule, raizes, folhas e frutos) vém sendo usadas como: antimalérica
(BENOIT et al., 1996; TRAORE et al., 2015; SULEMAN et al., 2018); antiviral para 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); antimicdtica (BURKILL, 1997; MORAIS et al., 2005);
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);
analgesica (SIDDAIAH et al., 2009); antipirética (BURKILL, 1997; SORO et al., 2009);
HEMAMALINI et al., 2011; KONATE et al., 2018; SILVA et al., 2018); antiparasitaria
(MAIKALI, 2011) e em tratamentos da esquistossomose (BURKILL, 1997); anti-inflamatoria
(BURKILL, 1997; ALVES et al., 2007; OLABISSI et al., 2011; SHETTAR et al., 2015;
SILVA-LEITE et al.,, 2018); antidiabética (BURKILL, 1997; SHETTAR et al 2017);
gastroprotetora (ALVES et al., 2007; ARAGAO et al., 2018; PANTOJA et al., 2018);
antiedematogeénica (SILVA et al., 2018); para tratamentos de ulcera¢des leproticas e doencas
de pele (OGUNLEYE e IBITOYE, 2003; SATOTO, 2017; VIEIRA, 2018); cicatrizante
(OLIVEIRA et al., 2010) e em tratamentos de erupcdes de Sarampo, de queimaduras e de
picadas de animais peconhentos (SATOTO, 2017; VIEIRA, 2018).

2.6 Cancer

O cancer é 0 nome genérico dado a um conjunto de doencas que tém em comum 0
crescimento desordenado de células e um potencial invasivo para tecidos e 6rgéos. O processo

carcinogénico (formacao de cancer) € subdividido em trés estagios:

- Estagio de iniciacdo. Neste estagio, as células sofrem alteragdes irreversiveis em seu
genoma, devido a danos no DNA, nos cromossomos ou ainda no epigenoma celular.
Os iniciadores podem ser substancias quimicas endégenas, como os radicais livres, ou
exogenas, como 0s xenobioticos. Alteracdes que levam a ativagdo de proto-oncogenes

ou a inativacdo de genes supressores de tumor podem ser classificadas como eventos
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iniciadores de tumor (YUSPA e POIRIER, 1988; WEITZMAN e GORDON, 1990;
JONES e BAYLIN, 2002; HALLIWELL, 2007; CAMPOS, 2017).

- Na promocéo do tumor, os danos gendémicos sofridos pelas células podem resultar em
alteracdes na expressao de genes que regulam a diferenciacéo e o crescimento celular.
Nesta fase, as células j& inicializadas sofrem expansdo clonal seletiva, proliferacdo
celular e ou inibicdo da apoptose, podendo resultar na formagdo de um tumor
benigno. Este estagio € normalmente reversivel, pois a promog¢édo do tumor é mediada
por agentes promotores que, se deixarem de existir, permitem a regressao das lesoes.
Os xenobidticos e substancias enddgenas, como os radicais livres e proteinas
inflamatorias, podem atuar como agentes promotores (CAIRNS, 1975; VERMA e
BOUTWELL, 1980; YUSPA e POIRIER, 1988; WEITZMAN e GORDON, 1990;
JONES e BAYLIN, 2002; POLLOCK, 2006; HALLIWELL, 2007; CAMPOS, 2017).

- Na progressao ocorrem mudancas adicionais no genoma que induzem a transformagéo
de lesdes pré-malignas em lesGes malignas que normalmente vém acompanhadas de
rapido crescimento, invasdo, metéstase e instabilidade genética (WEITZMAN e
GORDON, 1990; POLLOCK, 2006; HALLIWELL, 2007; CAMPQS, 2017). Durante
o desenvolvimento do cancer, a célula tumoral adquire importantes caracteristicas, que
vdo permitir que a célula sobreviva, prolifere e dissemine (HANAHAN e
WEINBERG, 2000; CAMPQS, 2017).

A transi¢do de uma célula normal para uma neoplasica acontece por uma série de
alteracBes genéticas e epigenéticas em genes supressores de tumor e proto-oncogenes
(FEMIA et al., 2008). Os genes supressores de tumor sdo genes que, ao serem inativados,
aumentam a chance de crescimento tumoral, pois normalmente eles atuam reparando danos no
DNA, desacelerando o ciclo celular ou controlando a apoptose. A inibi¢do total ou parcial
desses genes pode resultar em um tumor.

Os proto-oncogenes sdo genes presentes nas células normais que costumam agir no
ciclo celular. Assim, a expressdo aumentada de algum desses genes, por uma mutacdo, por
exemplo, resulta em um crescimento celular descontrolado, que também, desencadea o
aparecimento de um tumor. Quando um proto-oncogene deixa de funcionar e a sua expressao
é alterada, ele passa a ser chamado de oncogene (COOPER, 2000; WEINBERG, 2014).

Em 2011, Hanahan e Weinberg publicaram um estudo sugerindo duas caracteristicas
adquiridas pelas céelulas tumorais: reprogramacdo do metabolismo energético e escape do

sistema imunoldgico. A ativacdo do processo inflamatorio € uma resposta do organismo a
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alguma situacéo de injuria celular. Se essa injuria for logo sanada pelo sistema imunoldgico,
isso €, em curto periodo de tempo, ndo haverd comprometimento para a célula afetada.
Contudo, se a resposta inflamatoria se torna cronica, ela pode causar diversas doencas
(VENDRAMINI-COSTA e CARVALHO, 2012), dentre elas o cancer. I1sso acontece porque a
inflamacdo croénica induz uma série de alteragdes nos tecidos como o remodelamento e perda
da arquitetura normal do tecido e danos nas biomoléculas, via estresse oxidativo (DE VISSER
et al., 2006). No cancer, a inflamacdo também pode induzir proliferacdo, crescimento e
angiogénese tumoral, invasdo do tecido e metastase (MANTOVANI et al., 2008; MURDOCH
et al., 2008; EGEBLAD et al., 2010; QIAN e POLLARD, 2010; CAMPQS, 2017).

A importéncia da inflamacdo nos trés estagios do desenvolvimento de céncer
(iniciacdo, promocéo e progressdo) € amplamente descrita na literatura (GRIVENNIKOV et
al., 2010; GRIVENNIKOV e KARIN, 2010). Em alguns casos, como no cancer de cdélon
associado a processos inflamatérios (colite), a inflamacdo também pode atuar como um
agente iniciador, induzindo tanto alteracGes epigenéticas como no DNA (GRIVENNIKOV e
KARIN, 2010).

A ideia de gue o sistema imunologico desempenharia um papel antitumoral teve sua
popularidade aumentada e diminuida ao longo do século passado (FISHER et al., 2014). Isso
porque, apesar dos efeitos pro-tumorais, a inflamacéo também pode ativar células do sistema
imunolégico, favorecendo o reconhecimento e a eliminacdo de células cancerigenas em um
processo denominado de “vigilancia imunolédgica contra tumores” (SMYTH et al., 2006). O
conceito de que células do sistema imunoldgico podem reprimir o crescimento tumoral, foi
proposto por Ehrlich (1909). Muitos anos depois, Burnet et al. (1970) demonstraram que
camundongos apresentavam antigenos tumorais, criando assim o conceito de vigilancia
imunoldgica. Essa teoria propde que é funcdo do sistema imunoldgico reconhecer e destruir
células transformadas. Com o passar dos anos e a melhora de recursos tecnoldgicos na
pesquisa, essa ideia foi aprimorada e expandida, sendo, atualmente, rconhecido que tanto a
imunidade inata quanto a adquirida participam da vigilancia imunoldgica (SMYTH et al.,
2006).

A enzima ciclo-oxigenase-2 (COX -2) € pouco expressa em tecidos normais.
Entretanto a expresséo de seu gene é fortemente ativada por estimulos pré-inflamatorios, logo
no inicio do processo inflamatorio (LASA et al., 2000). Essa enzima catalisa a reacdo de
conversdo do acido araquiddnico em prostaglandina que, por sua vez, serve de substrato para
a formacdo de diversas prostaglandinas e tromboxanos (LINKOUS e YAZLOVITSKAYA,

2010). A regulagdo da expressdo da COX-2 acontece em nivel transcricional e pos-
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transcricional (LASA et al., 2000). As prostaglandinas sdo capazes de modular a expressdo
desta enzima, alterando a estabilidade de seu mRNA e ativando a regido promotora do seu
gene (SALES et al., 2008). Além disso, sua expressdo é aumentada por acdo de fatores de
crescimento, citocinas, hipoxia, oncoproteinas e promotores de tumor (GREENHOUGH et al.,
2009; KHAN et al., 2011). Diversos estudos vém apontando um aumento da expresséo da
COX-2 em células cancerigenas (SINICROPE e GILL, 2004; GREENHOUGH et al., 2009;
WARREN et al., 2009), principalmente em cancer de cdlon, onde a sua expressao aparece
aumentada em 85 % dos carcinomas colorretais em humanos (EBERHART et al., 1994). Esse
aumento exerce um papel fundamental no desenvolvimento do tumor e estd associado a um
pior prognostico e uma menor sobrevida destes pacientes (DE GROOT et al., 2007).
Concomitantemente, a literatura mostra que a inibicdo da COX-2 em ratos submetidos a
aplicacdo de azoximetano (droga que induz cancer de colon) resulta em prevencdo do
desenvolvimento de cancer de colon (OSHIMA et al., 1996; KAWAMORI et al., 1998). Além
disso, estudos mostram uma menor incidéncia de cancer de colon em individuos que fazem
uso de anti-inflamatorios nao esteroidais, ja que estas drogas inibem a COX-2 (KELLOFF et
al., 1999).

2.6.1 Cancer de colon

O céncer de cdlon € o terceiro diagnostico mais comum em homens e o segundo em
mulheres. A cada ano sdo registrados, mundialmente, 1,3 milhdes de novos casos e mais de
650.000 mortes (TORRE et al., 2015; PEREIRA, 2016). No Brasil, segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) (2014), em 2013 foram registradas 13.961 mortes relacionadas
com os canceres de colon e reto, e em 2016 foram estimados 34.280 novos casos, sendo
16.660 em homens e 17.620 em mulheres (INCA, 2016).

O desenvolvimento do cancer de colon engloba diferentes fatores de riscos: pré-
disposicdo genética, inflamacdo intestinal cronica, mutagénicos ambientais, patdgenos
intestinais (TERZIC et al., 2010) e alimentacdo (TETE et al., 2012). Os canceres de célon
causados por predisposices genéticas representam uma baixa porcentagem (20 %) da
ocorréncia desta doenca (RUSTGI, 2007), enquanto que os fatores ambientais sdo 0s seus
maiores responsaveis (TERZIC et al., 2010). Estudos de Yang et al., 2016 mostraram que 0S
fatores ambientais, envolvidos com a dieta e estilo de vida, sdo 0s mais importantes a serem
considerados na génese de tumores. Os autores citam que aproximadamente 90% dos
tumores do intestino grosso, estdo relacionados com uma dieta rica em carne vermelha ou

processada, com alto teor de gorduras, baixo teor de fibras, baixos consumos de calcio, acido
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félico e de vitamina D. Postula-se que altas concentracBes de ferro presentes na carne
vermelha promovam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais
hidroxila, aumentando o estresse oxidativo sobre o epitélio colénico e ocasionando a
formacdo de pdlipos e tumores malignos. (PIERRE et al., 2006). A primeira alteragéo,
observada no colon, que pode resultar em um cancer é a formacdo de focos de criptas
aberrantes (FCA). FCA sdo aglomerados de glandulas anormais que aparecem antes mesmo
do aparecimento do pélipo propriamente dito. Os canceres de colon frequentemente comecam
como um polipo de crescimento benigno que se desenvolve no revestimento interno do célon
ou reto. Os polipos mais comuns sdo denominados adenomas ou adenomatosos (STRYKER
et al., 1987; PEREIRA, 2016). Os adenomas surgem a partir de células glandulares produtoras
de muco, responsaveis pela lubrificacdo do intestino grosso. Embora todos os adenomas
tenham a capacidade de se tornarem malignos, calcula-se que menos de 10 % deles progridam
para um cancer invasivo (LEVINE e AHNEN, 2006; RISIO, 2010).

Estudos tém demonstrado fortes evidéncias de que o fendmeno inicial, que induz as
células normais do co6lon a se tornarem polipos adenomatosos, pode ser desencadeado por
agentes genotoxicos existentes no lumen intestinal (RIBEIRO et al., 2008; PRIOLLI et al.,
2013). Os agentes genotoxicos sdo caracterizados por uma atividade bioldgica primaria ou
metabdlica, capaz de alterar o DNA. A genotoxicidade ocorre quando as células estdo
expostas a agentes toxicos, resultando em mudancas na estrutura dos cromossomos
(clastogénese) ou na sequéncia de bases do DNA (mutagenicidade) (RIBEIRO et al., 2008).

Os danos oxidativos no DNA, causados por espécies reativas de oxigénio (EROS),
espécies reativas de nitrogénio (ERNS) ou pelos grupos metila, desencadeiam processos
inflamatorios nas células da mucosa do col6n, que aumentam o nimero e o tamanho dos focos
de criptas aberrantes (FCA) presentes neste tecido (TRAVERSO et al., 2002). Essa
inflamacdo, possivelmente, esteja envolvida com o desenvolvimento de cancer no trato
digestivo (AMES et al., 1993; PEREIRA, 2016).

Os FCAs apresentam caracteristicas topograficas e histoldgicas diferentes das criptas
normais, podendo ser identificados por microscopia (BIRD, 1987). Assim como no cancer de
cblon, os FCAs sdo também mais encontrados na porcéo distal do colon (ALRAWI et al.,
2006). Estas lesdes apresentam algum grau de instabilidade genémica, sendo ja identificados
cerca de 40 mutacdes nos proto-oncogenes e nos genes supressores de tumor (GUPTA et al.,
2007) e observados defeitos na via de reparo de bases mal pareadas (JACOB e PRAZ, 2002).
Diversas alteracGes proteicas, como a expressdo da COX-2, ja foram detectadas em FCAs

(KHAN et al., 2013). Entre os diferentes mecanismos moleculares de carcinogénese
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colorretal, a via inflamatoria tem ganhado destaque nas Ultimas décadas como fator
predisponente. A inflamagdo comumente observada na doenca de Crohn e na retocolite
ulcerativa, promove mutacGes cumulativas que culminam com o desenvolvimento de
displasia, adenomas e carcinomas colorretais (ALBERTS et al., 2000).

Os FCA sdo considerados biomarcadores intermediarios confiaveis para
carcinogénese colorretal, tanto em humanos quanto em modelos animais (BIRD, 1995). Elas
seguem um padrdao de mdaltiplos estagios teorizado por Fearon e Vogelstein (1990). Tais
alteracdes sdo diretamente responsaveis por um evento especifico, dentro da sequéncia que
conduz ao céncer de cdlon, contribuindo para o “inicio” da transformagdo neoplasica do
epitélio saudavel ou determinam a "progressdo” para estdgios mais malignos da doenca
(COLUSSI et al., 2013).

A carcinogénese colorretal é um processo de tumorizacdo gradual que pode durar
varios anos, iniciando com um Unico evento mutacional em uma célula, até a malignidade
detectavel. Por essa razdo, vérias acGes quimiopreventivas podem ser utilizadas ou testadas
em diversos modelos experimentais como, por exemplo, em modelos animais, com a
finalidade de cessar ou alterar o curso do processo patolégico (RONCUCCI e MARIANI,
2015). Atualmente, ha duas estratégias de prevencdo contra o cancer colorretal: a prevencédo
primaria, que reduz a incidéncia da doenca, por evitar ou impedir a acdo dos fatores de risco;
e a prevencao secundaria, que visa a deteccdo precoce de lesbes préneoplasicas ou neoplésicas
no intestino grosso de populacbes com alta predisposicdo de desenvolvimento de cancer
(VARMUS, 2006; RONCUCCI e MARIANI, 2015). Giovannucci (2002) cita que os dados
disponiveis na literatura indicam que a prevencdo priméaria do cancer colorretal € viavel, pois,
aproximadamente, 70 % deles podem ser, pelo menos em teoria, evitados por mudancas na

dieta e no estilo de vida.

2.6.2 Inducédo da carcinogénese colorretal (CCR)

Atualmente, existem diversos modelos animais para estudar o cancer colorretal. Cada
um mimetiza, em parte, a carcinogénese colorretal humana, sendo possivel, testar diversas
modalidades terapéuticas que ndo seriam viaveis de serem testadas em seres humanos. A
pesquisa basica do CCR cresceu com modelos animais, principalmente com roedores, que se
tornaram os pilares para a compreensdo da patogénese e para o desenvolvimento de novas
terapias (MOSER et al., 1990; EDELMANN e EDELMANN, 2004; REICHLING et al.,
2005; PEREIRA, 2016). Os roedores possuem muitas vantagens, como por exemplo,

semelhangas anatémicas e bioldgicas com seres humanos, pequeno porte, facilidade de
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manuseio, capacidade de reproducdo, curto tempo de gestacdo e manipulacdo genética
acessivel, por essa razdo, sdo muito utilizados em pesquisas pré-clinicas (MADDISON e
CLARKE, 2005; FRESE e TUVESON, 2007; HE et al., 2015). Os modelos animais mais
utilizados s@o aqueles onde a carcinogénese colorretal pode ser induzida quimicamente, pois
proporcionam testes mais rapidos e de fécil reproducgdo, além de mimetizarem a via adenoma
carcinoma que ocorre no cancer humano (TONG et al., 2011).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) define a 1,2-
dimetilhidrazina DMH como um composto genotoxico e classifica-a na categoria do Grupo
2A de carcindgenos provaveis para humanos (IARC, 1999). A DMH e seu metabdlito o
azoximetano (AOM) s&o os carcin6genos mais usados em estudos de carcinogénese colonica.
Ambos sdo de acdo indireta, cuja ativacdo se inicia por uma série de reacdes oxidativas que
ocorre no figado, via CYP 2E1, e seus metabdlitos séo transportados pelo sangue ou pela bile
para o intestino grosso, que é o principal alvo da acéo desse agente (NEWELL e HEDDLE,
2004, TANAKA, 2009; MOURA, 2015). Os produtos do metabolismo desses compostos
induzem a formacdo de grupos metil, que funcionam como adutos de DNA, promovendo
mutagdes pontuais, separacdo aberrante de cromatides irmas e inducdo de apoptose no colon,
que aumentam a proliferacdo de colondcitos. A DMH é usada como agente carcinogénico
completo, pois induz as etapas de iniciacdo e promocao e possui uma alta especificidade de
acdo para o célon de varias espécies de roedores (NEWELL e HEDDLE, 2004; MOURA,
2015). As lesdes iniciais que surgem no colon dos roedores sdo denominadas de FCA. Estas
sdo consideradas lesdes pré-neoplésicas e marcadoras de cancer de colon, por isso utilizadas
como biomarcador em estudos experimentais de quimioprevencdo (CORPET, 2005;
PEREIRA, 2016). Essas lesdes sdo encontradas em seres humanos acometidos pela polipose
ou cancer de célon (RAJU, 2008; MOURA, 2015).

As criptas aberrantes (CA), descritas primeiramente por Bird em 1987, podem ser
identificadas na mucosa do célon, por apresentarem uma abertura luminal alterada, mais
espessas e maiores que as adjacentes, que podem ser tnicas ou formar focos (TUDEK et al.,
1989). Essas mudancas também podem ser encontradas no CCR esporédico humano. Além
disso, cada estadgio da tumorigénese colorretal também abrange alteracdes epigenéticas
particulares (PERSE e CERAR, 2011). Estas sdo observadas, com maior frequéncia, no célon
médio e distal, tanto em roedores como em humanos e sdo consideradas precursoras da
carcinogénese de colon (DI GREGORIO et al., 1997; BONONI et.al., 1999; RODRIGUES et
al., 2002; PERSE e CERAR, 2011). Os FCA apresentam indices de proliferacdo celular
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maiores que os da mucosa normal (POLYAK et al., 1996; SHPITZ et al., 1997; MOURA,
2015).

A ocorréncia da neoplasia colorretal tem sido historicamente embasada na sequéncia
adenoma-carcinoma, tendo como substrato inicial a ocorréncia de muta¢cdes cumulativas em
diferentes genes. Estudos tém demonstrado fortes evidéncias de que o fenbmeno capaz de
induzir, mais precocemente, as células normais do célon a se tornarem pélipos adenomatosos,
¢ a promocdo de dano na molécula de DNA, o qual pode ser desencadeado por agentes
genotoxicos existentes no lumen intestinal. (RIBEIRO et al., 2008; PRIOLLI et al., 2013;
GUINNEY et al., 2015) Sabe-se que os danos oxidativos no DNA, por exemplo, causados por
espécies reativas em excesso, provocam processos inflamatorios crbnicos e ocasionam
alteracdes arquitetural na mucosa colénica normal. (SCHMUTTE et al.,1996; WHEELER et
al., 2003; WHEELER et al., 2005). Estas ERs, ao gerarem danos oxidativos ao DNA, podem
desencadear mutacfes que comprometem genes responsaveis pelo controle do ciclo celular,
gerando clones com autonomia proliferativa, iniciando assim 0 processo de carcinogénese
colorretal. (WHEELER et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Considerando que o cha das cascas de Ximenia americana L. vém sendo utilizado na
medicina popular para diversas patologias, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
toxico (agudo, subagudo e cronico), citotdxico e mutagénico e os possiveis efeitos
carcinogénicos e anticarcinogénicos, utizando como organismo teste camundongos M.

musculus, linhagem Swiss.

3.2 Obijetivos especificos
- Avaliar a toxicidade aguda, do extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L.;

- Avaliar a toxicidade subaguda, acdo citotoxica e mutagénica do extrato nebulizado da casca
do caule de X. americana L. em eritrocitos da medula 6ssea de camundongos M. musculus,por
meio do ensaio de MN, em analise de Eritrocitos Policromaticos (PCE) e Eritrécitos
Normocromaticos (NCE);

- Avaliar a toxicidade crbnica, acdo citotoxica, mutagénica e carcinogénica do extrato
nebulizado da casca do caule de X. americana L. em eritrocitos da medula oOssea de
camundongos M. musculus, por meio do ensaio de MN, analise de Eritrocitos Policrométicos
(PCE), Eritrécitos Normocromaticos (NCE) e em célon de camundongos, por meio do ensaio

de focos de criptas aberrantes (FCA);

- Investigar os possiveis efeitos anticarcinogénicos (quimioprotetor e quimiopreventivo) do
extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L. sob o tecido colorretal de
camundongos M. musculus, por meio de FCA e analise de reducdo de danos;

- Avaliar o efeito do extrato nebulizador da casca do caulde de X. americanal. em células
sanguineas, utilizando para esta avaliacdo o ensaio de contagem diferencial de leucocitos
(CD).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
411 Material Botanico

4.1.1.1 Obtencao do Material Botanico
As cascas de Ximenia americana L. foram coletadas na regido semiarida do Estado
da Paraiba e sua exsicata foi depositada no Herbéario Professor Jayme Coelho de Morais da
Universidade Federal da Paraiba, sob numero de registro EAN-14049.

4.1.1.2 Obtencao do Extrato nebulizado de cascas de Ximenia americana L.

O material vegetal foi seco a 40 °C, pulverizado em moinho de facas, com
granulometria de 10 mesh. O extrato hidroalcoolico foi obtido por maceracdo a frio do
material vegetal, utilizando como solvente agua:etanol (30:70, v/v), por 3 dias, e submetido a
secagem por aspersao em spray drying da marca LabPlant® com temperatura de entrada a
140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O adjuvante de secagem foi o didxido de silicio coloidal
(Aerosil 200®), na proporcao de 20 %, em relacdo ao residuo seco.

4.1.2 Agentes Quimicos

A substancia utilizada no controle positivo (CP) nos ensaios de mutagénese, para
inducdo de micronucleo, e anticarcinogénese, para a inducéo de carcinogénese colorretal, foi a
1,2-dimetilhidrazina (DMH marca Sigma®, CAS: n° 306-37-6), na concentragdo de 20 mg/kg,
diluida em solugdo de EDTA (0,37 mg/ml).

4.1.3 Animais Experimentais

Foram utilizados, em cada tratamento 5 camundongos machos da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas. Os animais,
adquiridos da Universidade Estadual Paulista (UNESP)/Instituto de Biociéncias, Campus de
Botucatu, permaneceram por todo periodo experimental no biotério da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)/Instituto de Biociéncias, Campus de Rio Claro.
A temperatura do ambiente foi mantida a 22+2 °C e umidade relativa do ar a 555 %, em
ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais receberam agua e ragdo comercial ad libitum, por
todo periodo experimental. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com

0s principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a
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aprovacdo do Comité de Etica em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro, Protocolo:
26/2016.

4.2 Métodos

4.2.1 Administracdo do extrato nebulizado de cascas de X. americanal.

As diferentes concentracdes do extrato nebulizado de X. americana L, obtidas por
diluicdo do extrato nebulizado em agua destilada, foram administradas aos camundongos,

pelo método de gavagem gastrica, na proporcao de 0,1 ml/10 g de peso corpéreo (p.c).

4.2.2 Administracdo da DMH (1,2-dimetilhidrazina)

A concentracdo de 20 mg/kg de DMH, diluida em solucdo de EDTA (0,37 mg/ml),
foi administrada aos animais pela via intraperitoneal (i.p), na proporcdo de 0,1 ml/10 g de

peso corpéreo (p.c).

4.2.3 Administracdo do EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético)

Foi preparada uma solugéo aquosa de EDTA a 37 % (pH 6,5), que foi utilizada na
diluicio da DMH utilizada nos grupos de controle positivo e nos grupos de
anticarcinogenicidade. Enquanto esses grupos recebiam, via intraperitoneal (i.p.) a DMH
diluida em EDTA, o grupo controle negativo recebeu, também por via i.p., apenas a solucao
de EDTA na proporgdo de 0,1 ml/10 g de peso corpéreo (p.c), para simular o mesmo estresse

nos animais experimentados.

4.2.4 Coleta de sangue para contagem diferencial de leucécitos (CD)

As coletas de sangue foram realizadas em dois periodos, sendo eles, 24 h antes do
inicio da experimentacdo e momentos antes da eutanasia, que aconteceu 24 h apds a ultima
administracdo do extrato. Foi coletado por pun¢do caudal, com o auxilio de uma agulha de
calibre de 30x7mm, uma gota de sangue periférico. Este sangue foi utilizado para a confec¢éo
de esfregacos sanguineos, que foram fixados em &lcool 70 %. Apds a secagem, as laminas
foram coradas, por 5 minutos, no corante Leishman, seguido de adicdo de &gua destilada e
deixadas para corar por mais 10 minutos. Apds esse processo, as laminas foram deixadas em
temperatura ambiente, até sua completa secagem, para serem, entdo, montadas com Entelan®,

para analise posterior.
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4.2.5 Eutanasia dos animais e coleta do material bioldgico

Apbs o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, sem a utilizacdo de meios analgésicos. Seus orgaos foram retirados, observados
macroscopicamente, pesados e devidamente acondicionados, para possiveis analises
posteriores.

O peso relativo dos 6rgdos foi calculado pela seguinte férmula:

Peso Relativo=a/b

Onde:
a = peso do 6rgéo
b = peso corpéreo do animal

4.2.6 Bioensaios

4.2.6.1 Ensaio de microntcleo em medula 6ssea (MN)

Apds a eutandsia dos animais, foram retirados, com o auxilio de uma tesoura, 0s
fémures dos mesmos. Para extracdo da medula 6ssea, foram realizadas seccdes nas epifises
dos ossos, para que o canal medular ficasse exposto. Com auxilio de uma seringa, foi
introduzida uma agulha no canal medular, para a inje¢cdo 3 mL de soro bovino fetal (SBF).
Esse processo foi repetido por vérias vezes, até a total retirada da medula. O material foi
acondicionado em tubos falcon® e centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e a suspensdo obtida foi homogeneizada, para entdo serem confeccionados 0s
esfregacos medulares. As laminas com as extensdes medulares foram fixadas em alcool 70 %
por 5 minutos, secas e coradas. A coloracdo seguiu as etapas: passagem pela solucdo de
Wright por 3 minutos; por solucdes de Wright e tampao fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto; e
em uma mistura de tampdo fosfato, agua destilada e corante Giemsa (10:10:1) por 10 minutos.
Na sequéncia, as laminas foram lavadas em agua corrente, para a retirada do excesso de
corante, e depois de secas, montadas em Entelan®. Este protocolo de coloracéo é indicado
para a observacdo diferencial dos eritrocitos policromaticos (PCEs) e eritrdcitos
normocromaticos (NCEs) (RIBEIRO et al.,2003). Foram confeccionadas, para cada animal
experimentado, 2 laminas, que foram observadas, em teste-cego, em microscopio de luz
(objetiva de 100x).

4.2.6.1.1 Ensaio de citotoxicidade

Foram contados 500 PCEs por animal e observados, dentre eles, os NCEs. A
frequéncia dos NCEs foi calculda pela formula:
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Numero de PCE/nimero de NCE
Os resultados obtidos foram submetidos ao teste estatistico correspondente a

normalidade encontrada.

4.2.6.1.2 Ensaio de mutagenicidade

Foram contabilizados o numero de MNPCE presentes em 4000 PCE/animal. Os
valores médios de MNPCE obtidos em cada tratamento realizado foram submetidos ao teste

estatistico de acordo normalidade encontrada.

4.2.6.2 Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Para o desenvolvimento dos ensaios de FCA e avaliagdo carcinogénica e
anticarcinogénica de cdlon, foi retirado o intestino grosso dos animais e realizada, com o
auxilio de um fio de algodéo, a ligadura na porcao do ceco e na porcao do reto. O intestino foi
lavado com solucéo fisioldgica 9 %, injetando, com auxilio de uma seringa, essa solucdo no
intestino, para a retirada das fezes. Quando o intestino ficou completamente inflado, 0 mesmo
foi seccionado longitudinalmente, com o auxilio de uma tesoura, e suas extremidades foram
presas com alfinetes emborrachados em placas de isopor®. Essa placa foi mergulhada em
solucdo de formalina tamponada a 10 %, para fixacdo por, no minimo, 24 horas.

No momento da analise, o intestino foi corado com Giemsa 10 % por 10 minutos e
montado em uma lamina de vidro, de modo que a mucosa ficasse voltada para cima. A andlise
das laminas foi feita em microscopia de luz, (objetiva de 40x), para avaliacdo, identificacdo e
quantificacdo dos FCA, de acordo com a técnica de Bird (1987). Foram contabilizados 0s
FCA que apresentaram < 3 CA e > 3CA por animal, nimeros esses que foram submetidos a
andlise estatistica, levando em consideracdo a média dos dois parametros (< 3 e > 3), de
acordo com o teste de normalidade.

4.2.6.3 Reducéo de danos de FCA
A porcentagem de reducdo de danos de FCA no célon dos camundongos,

ocasionadas pelos extratos de X. americana L., foi calculada pela formula:
% RD=[(a-b)/(a-c)] x100

Onde:

a = média de FCA do CP;

b = média de FCA dos tratamentos;
¢ = média de FCA do CN.
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4.2.6.4 Ensaio de contagem diferencial de leucdécitos (CD)

As coletas e andlise das laminas de esfregacos sanguineos foram realizadas conforme
ja descrito no item 4.2.4. As laminas, foram observadas em microscopio de luz (objetiva de
100x), em teste cego, sendo contado um total de 100 leucdcitos/animal. A metodologia
aplicada na realizacdo da contagem diferencial destas células permitiu determinar o percentual
e 0 numero absoluto de linfécitos, neutrofilos, mondcitos, eosinodfilos e basofilos dos animais

experimentados.
4.2.7 Delineamentos experimentais

4.2.7.1 Avaliacdo de toxicidade oral aguda, citotoxicidade e mutagenicidade do

extrato nebulizado de cascas de X. americana L. em camundongos Mus musculus

A metodologia usada para a avaliacdo da toxicidade aguda, citotoxicidade e
mutagenicidade do extrato nebulizado de cascas do caule de X. americana L. seguiu o
protocolo descrito no Guia OECD 423/2001 (Toxicidade Oral Aguda - Método de Classe
Téxica Aguda). Foi administrado, via gavagem, 0,1 ml/g de p.c. de extrato nebulizado de X.
americana L.nas concentracdes de 50; 250; 500 e 2000 mg/kg, sendo 5 animais/grupo. O
grupo Controle Negativo (CN) (n= 5 animais) recebeu apenas agua, totalizando 25 animais
experimentados neste estudo. As concentracGes e 0 CN foram administrados uma Unica vez.
Os animais foram observados no periodo de 0, 15, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos, posteriores
a administracdo, e durante os 14 dias seguintes, a cada 24 horas.

Os parametros de toxicidade foram avaliados pelo nimero de mortes, e pelo estado
geral de comportamento, como alteracdo na locomocdo, alteracdo do tdnus muscular,
frequéncia respiratoria, excitagdo, hipnose e convulsdo. Foram observados também a variagédo
de peso e o consumo de racao e de agua. Ao final do periodo dos 15 dias do ensaio (16° dia de
experimentecdo), os animais foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e seus 6rgaos
pesados e avaliados macroscopicamente. A medula dssea do fémur dos animais foi coletada e
utilizada na avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade do extrato, por meio do ensaio do
micronucleo (MN) (Tabela 1).
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4.2.7.2 Avaliagéo toxicidade oral subaguda, citoxicidade e mutagenicidade do extrato

nebulizado de cascas de X. americana L. em camundongos Mus musculus

Foram estabelecidas, a partir dos ensaios de toxicidade aguda, trés concentragdes do
extrato nebulizado (150, 250, 350 mg/kg), que foram administradas (0,1 ml/g de p.c.), por 28
dias consecutivos, via gavagem, em camundongos M. musculus, sendo5 animais/grupo.O
grupo CN (n= 5 animais) recebeu apenas &gua, totalizando 25 animais experimentados neste
ensaio. Apos o final do experimento, os animais foram observados quanto aos parametros de
toxicidade, variacdo de peso, consumo de agua e de racdo. Ao fim do periodo de 28 dias de
tratamento, e 29 dias de experimentacdo, os animais foram eutanasiados, por deslocamento
cervical, e seus 6rgdos pesados e avaliados macroscopicamente. A medula éssea do fémur de
todos os animais foi coletada e utilizada na avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade do

extrato, por meio do ensaio do MN (Tabela 1).

Tabela 1: Desenho experimental dos tratamentos realizados nos ensaios de toxicidade
aguda e subaguda, comdiferentes concentracfes do extrato nebulizado de
cascas de X. americana L. e diferentes periodos de experimentacao

Periodos
Administracdo Observacao Eutanasia

Ensaios Concentracdes

CN
50 mg/kg
Toxicidade aguda 250 mg/kg 1 dia 14 dias 15° dia
500 mg/kg
2000 mg/kg
CN

i 150 mg/kg/dia . . o 4:
Toxicidade Subaguda 250 mg/kg/dia 28 dias 28 dias 29° dia

350 mg/kg/dia

CN: controle Negativo

42.7.3 Avaliagdo da toxicidade oral cronica, citotoxicidade e mutagenicidade do
extrato nebulizado de cascas de X. americana L. em medula 6éssea e da

carcinogenicidade em c6lon de camundongos Mus musculus

Para as avaliagOes da toxicidade cronica, da citotoxicidade e da mutagenicidade (pelo
ensaio de MN em medula 6ssea) e a avaliacdo da carcinogenicidade (pelo ensaio de focos de
criptas aberrantes- FCA) em intestino grosso na porgéo colorretal, foi administrado, via

gavagem, 0,1 ml/10g de p.c. de extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L. nas
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concentragdes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia (determinadas pelo teste de toxicidade aguda
do extrato), sendo 5 animais/grupo. Os grupos CN e CP receberam agua, diariamente, durante
todo o periodo do experimento. Da 5% a 8° semana, 0 CN também recebeu uma dose semanal
de EDTA e o CP uma dose semanal de DMH mais agua via gavagem gastrica diariamente
(Tabela 2). Os animais dos grupos tratados com X. americana L. receberam o0 extrato
nebulizado diariamente, via gavagem géstrica, durante as 12 semanas de experimentacéo,
sendo que: da primeira a quarta semana, foi administrado, diariamente o extrato nebulizado de
X. americana L.; da quinta a oitava semana foi administrado, diariamente, o extrato
nebulizado de X. americana L. juntamente com uma dose semanal de EDTA, administrado
uma vez por semana. Da nona & décima segunda semana, os animais receberam diariamente, o
extrato nebulizado de X. americana. Todos 0s ensaios (grupo tratado com X. americana L. e
0s grupos controles) foram realizados com n=5 individuos cada, totalizando 30 animais
experimentados.

As coletas de sangue periférico, usadas para contagem diferencial de leucdcitos,
ocorreram como descrito no item: 4.2.4. Por todo o periodo experimental, os animais foram
tratados com agua destilada e racdo comercial ad libitum. Apo6s as 12 semanas, 0S animais
foram submetidos a eutanasia, por deslocamento cervical, e entdo realizada a coleta da medula
Ossea do fémur, para a realizacdo do ensaio do microndcleo (MN), e coletado o intestino
grosso, para a realizacdo do ensaio de (FCA), conforme apresentado na tabela 2. Também
foram coletados, apds a eutanasia, todos os 6rgdos, que foram pesados e observados
macroscopicamente. Estes 6rgaos foram devidamente armazenados, para possiveis avaliagdes

futuras.

Tabela 2: Desenho experimental dos tratamentos realizadosnos ensaio de
toxicidade crénica, citotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade, com diferentes concentracbes do extrato
nebulizado de casca de X. americana L.

Periodo
Tratamentos
1°a 4° semana 5°a 8° semana 9°a 12° semana
CN ) Agua + ]
Agua Agua
g EDTA g
CP . Agua + <
Agua Agua
g DMH g
Trat. Crbnico X. americana L. X. amezgs:a L+ X. americana L.

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Agua administrada via gavagem; X. americana L.
administrada via gavagem; EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético, administrado via

intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina, administrado via intraperitoneal.
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4.2.7.4 Avaliacéo da atividade anticarcinogénica de célon do extrato nebulizado de

cascas de X. americana L.em camundongos Mus musculus

A avaliacdo do efeito anticarcinogénico foi realizada para quatro diferentes
concentracdes do extrato nebulizado de cascas do caule de X. americana L. (50, 150, 250 e
350mg/kg/dia). Os animais foram subdivididos em 6 diferentes grupos experimentais: grupos
controle CN, CP e grupos tratados com extratos nebulizado de X. americana L. (pré-
tratamento; tratamento simultaneo; pds-tratamento e tratamento continuo), submetidos as
diferentes concentracdes testadas. Cada grupo contou comum n=5 animais, totalizando 90
animais experimentados. Os animais foram submetidos ao tratamento por 12 semanas
conforme protocolo sugerido por Mauro et al. (2008), com modificagdes. O delineamento dos

tratamentos esta disposto na tabela 3.
4.2.7.4.1 Grupos Controles

427411 Tratamento Controle Negativo (CN)

Os animais receberam da primeira & quarta semana de experimentacéo, via gavagem
gastrica, 0,1ml/10g de peso corporeo (p.c) de agua. Da quinta a oitava semana, 0s animais
receberam diariamente agua, via gavagem gastrica, e, semanalmente, 0,37 mg/ml da solugéo
de EDTA, via intraperitoneal- i.p, sendo 0,1ml/10g p.c/semana. Este procedimento foi
adotado para provocar 0 mesmo estresse dos animais que receberam intraperitonealmente o
agente indutor de mutagenicidade e carcinogenicidade (DMH). Da oitava a décima segunda
semana, 0s animais receberam diariamente (via gavagem gastrica) agua.

As coletas de sangue periférico, utilizadas para contagem diferencial de leucdcitos,
ocorreram conforme descrito no item: 4.2.4. Os animais foram tratados com agua e ragéo
comercial ad libitum, durante todo o periodo experimental.

Apds as 12 semanas, 0s animais foram submetidos a eutandsia, por deslocamento
cervical, e entdo coletado o intestino grosso, para a realizacdo do ensaio de (FCA), conforme
descrito no item: 4.2.6.1.3. Também foram coletados, ap0s a eutanasia, todos os 6rgaos que
foram pesados e observados macroscopicamente. Estes 6rgdos foram devidamente

armazenados, para possiveis avaliag@es futuras.

4.2.7.4.1.2. Tratamento Controle Positivo (CP)
Os animais receberam &gua, via gavagem gastrica, da primeira a quarta semana de

experimentacdo. Da quinta & oitava semana, eles receberam quatro doses de DMH, (via i.p),
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sendo administrada uma dose por semana, na concentracdo de 20mg/kg, nos demais dias deste
periodo foi administrado agua, via gavagem gastrica. Da nona a décima segunda semana, 0s
animais receberam agua, diariamente, por gavagem gastrica. A alimentacao, eutanasia e as

coletas ocorreram conforme descrito no item 4.2.7.4.1.1.
4.2.7.4.2 Grupos de tratamento com o extrato nebulizado de casca de X. americana L.

427421 Pré- Tratamento

Os animais receberam, da primeira a quarta semana, via gavagem gastrica, extrato
nebulizado de cascas de X. americana L. Da quinta a oitava semana, foram administradas (via
i.p) quatro doses de DMH, sendo uma dose por semana, além de receberem também,
diariamente, 4gua. Da nona a décima segunda semana, 0s animais receberam, diariamente,
agua por via gavagem gastrica. A alimentacdo, eutanasia e coletas ocorrerdo conforme
descrito no item 4.2.7.4.1.1.

427422 Tratamento Simultaneo

Os animais receberam, entre a primeira e a quarta semana agua, via gavagem
gastrica. Da quinta a oitava semana, foram administrados, diariamente, o extrato nebulizado
de cascas de X. americana L.,juntamente com a administracdo de uma dose semanal de DMH
(via i.p). Da nona a décima segunda semana, 0s animais receberam apenas agua. Apos este
periodo, ocorreu a eutanasia e a coletas como descrito no item 4.2.7.4.1.1.

427.4.2.3 Pés-tratamento

Neste tratamento, 0s animais receberam agua da primeira a quarta semana (via
gavagem). Da quinta a oitava semana, eles receberam, diariamente, dgua (via gavagem) e
quatro doses de DMH (via i.p), sendo uma dose desta droga por semana. Da nona a décima
segunda semana, 0s animais receberam extrato nebulizado de cascas de X. americana L.
diariamente. Ap0s este periodo, ocorreu a eutanasia e as coletas ocorreram, conforme descrito
no item 4.2.7.4.1.1.

427424 Tratamento Continuo

Os animais receberam, diariamente, da primeira a quarta semana (via gavagem), o
extrato nebulizado de cascas de X. americana L. Da quinta a oitava semana, foi administrado,

diariamente, via gavagem, o extrato de X. americana L., juntamente com as quatro doses de
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DMH (via i.p), sendo uma dose por semana. Apos este periodo, da nona a décima segunda
semana, 0s animais receberam, diariamente, o extrato de X. americana L. A eutanasia e as
coletas ocorreram como descrito no item 4.2.7.4.1.1.

Tabela 3:Desenho experimental dos tratamentos realizados nos ensaio de
antimutagénese e anticarcinogénese com diferentes concentragdes de
do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.

Periodo
Tratamentos
1°a 4° semana 5°a 8° semana 9°a 12° semana
CN < Agua + ]
Agua Agua
g EDTA g
CP . Agua + <
Agua Agua
g DMH g
. . Agua + .
Pré-tratamento X. americana L. DMH Agua
. . p X. americana L. + <
Trat. Simultaneo Agua DMH Agua
] < Agua + .
Pds- Tratamento Agua DMH X. americana L.
Trat. Continuo X. americana L. X. amegﬁjllﬂla L.+ X. americana L.

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; EDTA: 4&cido etilenodiamino tetra-
acético, administrado via intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina, administrado via

intraperitoneal, Agua administrada via gavagem; X. americana L. administrada via
gavagem

4.2.8 Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com a distribuicdo dos dados,
conferidos pelo teste de normalidade D’ Agostino & Pearson. Para os dados paramétricos, foi
aplicado o teste estatistico ANOVA/Dunnet e, para 0s dados ndo paramétricos, o teste de
Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as analises estatisticas, os dados foram submetidos ao software
IBM® SPSS® Statistcs (versdo 22). Os resultados que obtiveram niveis de significancia (p <
0,05), foram considerados estatisticamente significativos.



Resultados 41

5. RESULTADOS

ARTIGO 1-Avaliacdo da toxicidadeaguda e subaguda, citotoxicidade e mutagenicidade

do extrato nebulizado de cascas Ximenia americana L. para camundongos Mus musculus

ARTIGO 2- Avaliacdo da toxicidade cronica, citotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade do extrato nebulizado de cascas Ximenia americana L. em

camundongos Mus musculus

ARTIGO 3-Efeito quimiopreventivo do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.
para carcinogénese colorretal, induzida pela 1,2-dimetilhidrazina, em camundongos Mus

musculus
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Resumo

Ximenia americana L. € uma planta muito utilizada na medicina popular, com varios estudos
cientificos comprovando seus fins terapéuticos. Porém, até 0 momento, ndo existem estudos
com esta espécie, que avalie o efeito toxigenético que o extrato nebulizado de X. americana
L. pode ocasionar a saude. Este trabalho avaliou a toxicidade aguda e subaguda e o efeito
toxigenético, pelo ensaio de micronucleo em medula 6ssea de camundongos Mus musculusdo
extrato nebulizado das cascas do caule de X. americana L.,de acordo com as diretrizes
estabelecidas pela OECD. Nenhum sinal de toxicidade ou mortalidade foram observados na
toxicidade aguda, o que permite classificar o extrato estudado como de baixa toxicidade. A
partir desse estudo, foram selecionadas trés concentracfes para serem usadas no teste de
toxicidade subaguda, os resultados mostraram que a maior concentracdo testada neste ensaio
(350 mg/kg/dia) induziu a morte de um individuo, dos cinco expostos a0 mesmo extrato ena
avaliagcdo toxigenética deste mesmo ensaio ndo ocorreu efeito citotdxico ou mutagénico. No
ensaio de toxicidade aguda, foi observada uma diminuig&o significativa no peso relativo dos
orgaos, como: coragdo, figado, pulmao, rins, testiculos e tireoide. Estes resultados podem
estar relacionados aos constituintes fitoquimicos presentes no extrato nebulizado de X.

americana L., que podem apresentar um potencial pré-oxidante, dado pela presenca de
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flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides, e terpenoides que, em altas concentragdes,

podem levar a danos oxidativos.

Palavras-chave: Dose Letal 50%; toxicidade de doses repetidas; avaliacdo toxigenética,

micronucleo; alteracdo na massa dos 6rgaos, ameixa do mato.

1. Introducéo

O uso de plantas medicinais, h4 muito tempo, esta presente na cultura popular,
devido a visdo de que o que € natural ndo faz mal a salde, portanto consideradas de uso
seguro (ASIIMWE et al., 2014). Porém, existem relatos de que muitas plantas medicinais
podem ser toxicas e desencadear sérios efeitos adversos aos organismos (HAQ, 2004; PARK
et al., 2010; GEORGE, 2011). De todos os tratamentos a base de plantas ja realizados, poucos
foram avaliados em ensaios clinicos, quanto a eficacia e seguranca (CHENG et al., 2009),
mas muitos estudos vém sendo realizados com produtos naturais, com o propoésito, apenas, de
obtencdo de moléculas ativas com potenciais terapéuticos (TRAESEL et al.,, 2014).
Entretanto, esses produtos, para serem usados de forma segura devem, além de passar por
estudos quimicos, passarem também por avaliacdo de sua toxicidade (REYES-GARCIA,
2010; MELO et al., 2011). Assim, € necessario avaliar a relagdo entre o risco e o beneficio do
uso de produtos naturais, por meio de estudos farmacodindmicos e toxicolégicos (FARIAS,
2007).

A espécie Ximenia americana L. é uma planta tropical encontrada na Africa, India,
Nova Zelandia, América Central e América do Sul (SACANDE e VAUTIER, 2006; FEYSSA
et al., 2012; SARMENTO et al., 2015). Diversos nomes sdo atribuidos a esta planta que
popularmente é conhecida no nordeste do Brasil como ameixa do mato, ameixa brava, ameixa
azeda ou ameixa do sertdo (SILVA et al., 2008; ARAUJO et al., 2009). X. americana L.,
amplamente utilizada na medicina popular (GRONHAUG et al., 2008; JAMES et al., 2008;
LE et al.,, 2012), é uma planta arbérea de 3-4 metros de altura, que pertence a familia
Olacaceae. Apresenta casca fina de cor avermelhada ou cinza, com textura lisa ou pouco
rugosa; folhas pequenas, simples, inteiras alternadas, pecioladas, oblongas, glabras; e flores
branco-amareladas, aromaticas, com pétalas recurvadas, dispostas em racemos curtos, axilares
ou terminais (LORENZI e MATOS, 2002; MATOS et al., 2007; BRASILEIRO et al., 2008;
LE et al., 2012). Possui frutos aromaticos do tipo drupa subglobosa de cor amarelo alaranjado,
medindo de 1,5 a 2 cm de didametro, envolvendo uma Unica semente com améndoa branca.
Apresenta polpa de consisténcia firme e sabor doce (EROMOSELE e EROMOSELE, 2002).
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Anadlises fitoquimicas revelaram a presencga de compostos bioativos em X. americana
L. como as saponinas, carboidratos, glicosideos cianogénicos, flavonois, taninos, alcaloides,
antraquinonas e terpenos (OGUNLEYE e IBITOYE, 2003; JAMES et al., 2007; MAIKAI et
al., 2008; CARTAXO et al., 2010).

Na medicina popular, as cascas do caule de X. americana L. sdo muito utilizadas
como medicinais e tém sido indicadas para tratamento de vérias patologias, como:
esquistossomose, febre, diarréia, micose e dor de dente (BURKILL, 1997; MORAIS et al.,
2005), malaria, ulceragdes lepréticas e doencas de pele (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), inflamagdo do utero e ovarios, cicatrizante, limpeza do Utero, limpeza do sangue,
aborto, anemia, Ulcera estomacal, cancer, infeccdo urinaria, coceira, feridas e queimaduras
(OLIVEIRA et al., 2010).

Extratos nebulizados sdo extratos secos obtidos por processos de atomizagdo. A
nebulizacdo consiste em dispersar um extrato liquido hidroalcodlico, associado a um
composto adjuvante (como por exemplo o aerosil®), em mintsculas goticulas e seca-las,
instantaneamente, em uma corrente de ar quente, gerando, neste processo, um pé finissimo.
Como esse processo de dispersdao e secagem é muito rapido, o extrato nebulizado sofre
pouquissimas perdas e transformacdes de seus constituintes. Sendo assim, é amplamente
utilizado na farmacologia, o que faz com que muitos laboratorios farmacéuticos realizem esse
tipo de secagem, para que essas sejam disponibilizadas para uso em formulacdes fitoterapicas
(COUTO, 2011).

Muitos estudos fitoquimicos ja foram realizados com a espécie X. americana L.,
comprovando que esta planta tem potencial para ser usada como medicinal (MAIKAI et al.,
2008; ALMEIDA et al. 2016; LIMA et. al, 2016; ARAGAO et al., 2018; SANTANA et al.,
2018), contudo poucos estudos avaliaram se ela apresenta alguma potencialidade tdxica.
Alguns autores avaliaram a toxicidade aguda do extrato nebulizado das cascas do caule de X.
americana em ratos Wistar (MAIKAI et al., 2008; AGYIGRA et al., 2017; ARAGAO et al.,
2018) e, em todos esses estudos, 0 extrato estudado ndo apresentou sinais de toxicidade, para
o periodo avaliado. Até o momento, ndo foram encontrados na literatura cientifica estudos de
citotoxicidade e mutagenicidade para a planta X. americana L., independente do tipo de
formulagéo usada.

Considerando que a espécie X. americana L. é uma planta amplamente utilizada na

medicina popular, para varios fins terapéuticos; € bem conhecida quanto aos seus constituintes
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fitoquimicos, mas pouco estudada quanto aos seus possiveis efeitos tdxicos; ainda néo
estudada, quanto aos seus potenciais citotoxico e mutagénico; e tampouco avaliada, na forma
de extrato nebulizado, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito toxico,
citotoxico e mutagénico de extrato nebulizado das cascas do caule de X. americana L. em

medula 6ssea de camundongos Mus musculus.

2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal e preparacéo do extrato

A espécie Ximenia americana L., avaliada neste estudo, foi coletada na regido
semiarida do Estado da Paraiba e sua excicata depositada no Herbario Professor Jayme
Coelho de Morais da Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero de registro EAN-14049.
As cascas dos caules desta planta foram secas a 40 °C, pulverizadas em moinho de facas e
processadas por maceracdo a frio com agua e etanol (30/70 %, respectivamente), para a
obtencdo do extrato hidroalcodlico. O extrato hidroalcdolico foi submetido, por 3 dias, a
secagem por aspersdo em spray drying (LabPlant®), com temperatura de entrada de 140 °C e
fluxo de 3 mL/min. O adjuvante de secagem foi o di6xido de silicio coloidal (Aerosil 200%),

na proporcao de 20 %, em relagdo ao residuo seco.

2.2. Animais
Foram utilizados, em cada tratamento, 5 camundongos machos da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas. Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA) e com a aprovagdo do Comité de Etica em Uso animal
(CEUA) do IB/UNESP-RIo Claro (Protocolo: 26/2016).

2.3. Ensaio de Toxicidade aguda

A toxicidade aguda do extrato nebulizado de cascas de X. americana L. foi
determinada com base no protocolo do Guia OECD 423/2001 (Toxicidade Oral Aguda-
Método de Classe Toxica Aguda). Para a realizacdo deste bioensaio, foi administrado, uma
unica vez, pelo método de gavagem gastrica em camundongos Mus musculus, 0,1 ml/10 g de
p.cdo extrato nebulizado de cascas de X. americana L., nas concentragdes de 50, 250, 500 e
2000 mg/kg. O grupo Controle Negativo (CN) recebeu a mesma dose de agua, em
substituicdo ao extrato, para simular o mesmo estresse sofrido pelo animais tratados (Tabela

1). Os animais foram observados nos tempos 0, 15, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apos a
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administracdo e a cada 24 horas, pelos 14 dias seguintes. Os parametros de toxicidade foram
avaliados pelo nimero de mortes, estado geral de comportamento, como alteracdo na
locomocdo, alteracdo do tonus muscular, frequéncia respiratdria, excitacdo, hipnose,
convulsdo, salivacdo, pilo-erecdo, lacrimejamento, diarréia, efeitos sobre respiracdo e
contorgdes abdominais. Foram observados também variacdo de peso corpéreo e de consumo
de racdo e &gua. Ao fim do periodo de 14 dias do inicio do experimento, os animais foram
eutanasiados, por deslocamento cervical, seus Orgdos retirados, para serem pesados e
avaliados macroscopicamente. Neste ensaio de toxicidade aguda, foram experimentados um

total de 25 animais, n=5 animais/grupo de tratamento.

2.4. Ensaio da Toxicidade subaguda

A toxicidade subaguda do extrato nebulizador de cascas de X. americana L. foi
determinada com base no protocolo do Guia OCDE 407/2008 (Toxicidade de doses
repetidas). A partir do ensaio de toxicidade aguda, foram determinadas trés concentragdes
(150, 250 e 350 mg/kg/dia) que foram administradas, na proporcao de 0,1 ml/10 g (p.c) aos
camundongos Mus musculus para a avaliacdo da toxicidade subaguda. Os animais receberam
as concentracgdes de extrato descritas acima uma vez ao dia, por 28 dias consecutivos. O grupo
CN recebeu, durante 0 mesmo periodo de experimentacdo, apenas agua, que foi administrada
da mesma forma dos tratamentos com X. americana L. (via gavagem gastrica) (Tabela 1).
Durante o periodo experimental os parametros de toxicidade foram observados conforme o
item 2.3. Ap6s a eutanasia seus o6rgdos foram retirados, pesados e avaliados
macroscopicamente, a medula 6ssea foi coletada para a realizacdo do teste de micronicleo
(MN), para avaliagdo do potencial citotoxico e mutagénico do extrato. Neste teste de

toxicidade subaguda, foram experimentados 20 animais, n=5 animais/grupo de tratamento.

2.5. Delineamento Experimental
Os experimentos realizados neste estudo, foram processados em momentos

diferentes e estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Delineamento experimental dos tratamentos realizados com as diferentes
concentracdes de Ximenia americana L. e 0s periodos de experimentacao
aolicados em cada teste realizado

Periodos
Administracdo Observacdo Eutanasia

Ensaios Concentragbes

CN
50 mg/kg
Toxicidade Aguda 250 mg/kg 1 dia 14 dias 15° dia
500 mg/kg
2000 mg/kg
CN

Toxicidade Subaguda 150 mg/kg/d?a 28 dias 28 dias 29° dia
250 mg/kg/dia

350 mg/kg/dia

CN: Controle Negativo.

2.6. Ensaio de Micronucleo (MN)

A avaliacdo de MN em células de medula 6ssea de roedores foi realizada seguindo os
protocolos descritos por Schimid (1975), Ribeiro (2003), Maistro (2014) e OECD 474 (2016).
Para extracdo da medula dssea, foram realizadas sec¢des nas epifises dos fémures, para que o
canal medular ficasse exposto. Os fémures de cada animal, com as epifises ja abertas, foram
lavados, em tubos Falcon®, injetando no canal medular, com o auxilio de uma seringa, 3 ml
de soro fetal bovino (SFB). Esse soro foi aplicado no canal medular por vérias vezes, até que
toda medula fosse retirada. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e a suspenséo celular obtida foi homogeneizada para ser usada na
confeccdo de laminas das distensfes medulares. A coloragdo das laminas seguiu o protocolo
descrito por Ribeiro et al. (2003), com modificacdes, conforme descrito a seguir. As laminas
foram fixadas em alcool 70 % por 5 minutos, secas e coradas, sequencialmente, pela solucéo
de Wright por 3 minutos, solucdo de Wright e tampdo fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto, e em
uma mistura de tampdo fosfato, dgua destilada e corante Giemsa (10:10:1), por 10 minutos.
Na sequéncia, as laminas foram lavadas em agua corrente, para a retirada do excesso de
corante e, depois de secas, foram montadas em Entelan® As laminas de cada animal

experimentado foram analisadas, em teste cego, em microscopia de luz (objetiva de 100x).

2.7. Analise do Potencial Citotoxico
A citotoxicidade do extrato nebulizado de X. americana L. foi estimada pelo nUmero

de NCE presente dentre 500 PCE analisadas por animal (n=5), nos diferentes ensaios
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realizados. O nimero de PCE foi dividido pelo nimero de NCE e os resultados obtidos neste
calculo, para os diferentes tratamentos, foram submetidos a anélise estatistica, de acordo com

o teste de normalidade.

2.8. Analise do Potencial Mutagénico
Foram contados os MNPCE dentre 4000 PCE analisados por animal, nos diferentes
ensaios realizados. O numero de MNPCE/animal foi comparado estatisticamente, com 0s

resultados obtidos no CN.

2.9. Calculo do Peso relativo dos 6rgaos
O peso relativo dos o6rgaos foi calculado pela seguinte formula:
Peso Relativo=a/b
Onde:
a = peso do 6rgao

b = peso corpdreo do animal

2.10. Anélise estatistica

A comparacdo dos resultados obtidos nas analises foi realizada de acordo com a
distribuicdo dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi
aplicado para os dados paramétricos o teste estatistico ANOVA/Dunnet e para 0S nao
paramétricos o de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para essas analises estatisticas, foi usado o
software IBM® SPSS® Statistcs (versdo 22). Os resultados que obtiveram niveis de
significancia (p<0,05), quando comparados com o controle negativo, foram considerados

estatisticamente significativos.

3. Resultados
3.1. Exame fisico e comportamental
O extrato nebulizado de cascas de X. americana L.ndo indicou qualquer
manifestacdo de toxicidade ou dano a salde dos animais tratados, para as diferentes
concentracdes e periodos testados. Ndo foram observadas alteragfes no ténus muscular, na
frequéncia respiratoria, excitacdo, hipnose, convulsdo, salivagéo, pilo-erecdo, lacrimejamento,
diarreia e contor¢des abdominais. Os animais mantiveram suas atividades de locomocéo e

socializagéo dentro da normalidade.
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3.2. Letalidade
N&o houve mortes entre os individuos do ensaio de toxicidade aguda. No ensaio de
toxicidade subaguda, houve morte de um individuo, para a concentracdo de 350 mg/kg/dia
(Tabela 2).
Tabela 2: Toxicidade aguda e subaguda do extrato

nebulizado de Ximenia americana L. em
camundongos Mus musculus

Ensaios Concentracdes Letalidade
CN 0/5
50 mg/kg 0/5
Toxicidade Aguda 250 mg/kg 0/5
500 mg/kg 0/5
2000 mg/kg 0/5
CN 0/5
- 150 mg/kg/dia 0/5
Toxicidade Subaguda 250 mg/kg/dia /5
350 mg/kg/dia 1/5

CN: Controle Negativo.

3.3. Consumo de agua e racao
Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas, quanto ao consumo
de 4gua e racdo dos animais dos grupos tratados com o extrato nebulizado de X. americana L.,

guando comparados ao do grupo CN (Tabela 3).

Tabela 3: Consumo de agua e racdo dos camundongos tratados com extrato
nebulizado de Ximenia americana L. e dos camundongos do controle

negativo

Ensaios Concentragdes Consumo de Agua Consumo de Ragéo
CN 77+£14,8 70,6+8,19
50 mg/kg 7746,70 73,5+9,19
Toxicidade Aguda 250 mg/kg 75+7,90 74,6+4,41
500 mg/kg 76+6,50 77,6+7,15
2000 mg/kg 76+6,50 69,3+7,17
CN 86+23,2 74,1+11.,4
- 150 mg/kg/dia 80+11,9 70,4+11,3
Toxicidade Subaguda oy 1 dia 93+16,0 75,8+12,4
350 mg/kg/dia 85+16,0 67,7+6,36

CN: Controle Negativo; Valores expressos em médiatdesvio padrdo da média, consumo de
agua (mL), consumo de racdo (Q).
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Na avaliagdo do peso corporeo dos animais dos grupos tratados com o extrato
nebulizado de cascas de X. americana L., ndo foi observada diferenga estatisticamente
significativa, quando comparado com os individuos do CN, como mostra a tabela 4. No
ensaio de toxicidade aguda, 0 peso corporeo dos animais variou de 29,7+0,45 a 30,4+1,20, o
peso final variou de 30,2+1,71 & 31,5+1,51 e o ganho de peso variou de 0,46+1,68 a
1,26+1,13. No ensaio de toxicidade subaguda, o peso inicial variou de 25,6+1,23 a 28+1,36, 0
peso final variou de 26,8+2,11 a 30,4+1,79 e o ganho de peso variou de 0,32+2,78 a
2,40+0,66 (Tabela 4).

3.5. Avaliacdo macroscépica e peso relativo dos 6rgaos

Na avaliacdo macroscopica dos Orgdos dos animais expostos as diferentes
concentracdes do extrato nebulizado de X. americana L., ndo foram observadas quaisquer
alterac6es na morfologia geral do 6rgao, ou na sua coloragdo, quando comparado ao grupo
CN. No ensaio de toxicidade aguda, foi observado que o peso relativo dos 6rgdos dos animais
tratados com X. americana L.apresentou uma diminuicdo estatisticamente significativa,
guando comparados aos resultados do CN. Foi observada uma diminuicdo do peso do
coragdo, para as concentracdes de 50, 250 mg/kg; figado, para a concentracdo de 250 mg/kg;
pancreas, para as concentracdes de 250, 500 e 2000 mg/kg, sendo que na concentragdo mais
alta (2000 mg/kg) este 6rgdo apresentou uma reducdo no peso 3 vezes maior que a observada
na menor concentracdo (50mg/kg); pulméo, para a concentracdo de 250 mg/kg; rins, para as
concentracdes de 50 e 250 mg/kg; testiculos, para todas as concentrac@es (50, 250, 500 e 2000
mg/kg) e tireoide, para as concentragdes de 500 e 2000 mg/kg. J& no ensaio de toxicidade
subaguda, ndo houve diferencas estatisticamente significativas observadas entre o peso

relativo dos 6rgdos dos grupos tratados quando comparados ao do CN (Tabela 5).
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Tabela 4: Efeitos das diferentes concentracdes do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso corporal dos camundongos Mus

musculus, durante o periodo experimental

Ensaios Tratamentos

Peso Inicial/Animal

Peso Final/Animal

Ganho de Peso

Al A2 A3 Ad A5 Al A2 A3 Ad A5 MédiatDP

CN 30,00 31,00 30,00 30,00 30,00 |3040 3300 3040 30,80 30,70 0,86+0,66

50 mg/kg 3050 31,20 28,30 31,00 31,00 |[3050 3290 29,20 31,00 31,40 0,60£0,72

Toxicidade Aguda 250 mg/kg 30,00 30,20 31,00 29,20 31,00 [329 3090 31,70 29,30 32,90 1,26+1,13
500 mg/kg 30,00 30,00 31,00 2880 3040 |3040 30,50 32,00 29,60 32,80 1,02+0,81

2000 mg/kg 30,00 29,00 29,50 30,00 30,00 |3300 2950 30,30 28,50 29,50 0,46+1,68

CN 2570 24,00 2560 27,00 2870 |27,30 2430 2650 29,40 29,90 1,30+0,91

Toxicidade Subaguda 150 mg/kg/dia 26,70 29,00 24,00 2780 27,70 |27,30 29,60 26,70 26,00 26,00 0,53+1,84
250 mg/kg/dia 28,10 2650 2980 2780 26,30 | 30,60 28,00 32,30 30,90 26,60 2,40£0,66

350 mg/kg/dia 2520 27,10 28,00 2980 29,70 | 29,00 2740 28,20 26,80 - 0,32+2,78

CN: Controle Negativo; A: Animal; - : morte do individuo; Peso inicial e final de cada animal expressos em gramas; Ganho de peso expresso em

gramas, médiatdesvio padrdo da média.
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Tabela 5: Efeito das diferentes concentragcdes do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso relativo de 6rgdos dos animais, apos o
periodo de experimentacéo

Ensaios Tratamentos Bago Coracdo Figado Pancreas Pulmdes Rins Testiculo Tiredide
CN 0,002+0,0010 0,005+0,0010 0,039+0,0030 0,005+0,0010 0,007+0,0010 0,015+0,0020 0,007+0,0005  0,008+0,0010
50 mg/kg 0,002+0,0003 0,004£0,0010 0,034+0,0050 0,004+£0,0010 0,0060,0010 0,012i0,0010* 0,006i0,0004* 0,006+0,0006
Toxicidade Aguda 250mgkg 0,020,003 0,003+0,0010° 0,030+0,0030° 0,003+0,0010° 0,005+0,0010° 0,010+0,0010° 0,006+0,0004  0,006+0,0008
500mgkg  0,005:0,0010 0,004+0,0010° 0,033%0,0030 0,003+0,0010° 0,006+0,0010 0,013%0,0010 0,006+0,0003"  0,006+0,0009"
2000 mgkg  0,002+0,0010 0,005+0,0010 0,038+0,0030 0,003i0,0010* 0,007£0,0010  0,014£0,0010 0,006i0,0009* 0,006i0,0020*
CN 0,002+0,0000 0,004+0,0000 0,030+0,0100 0,003+0,0000 0,006+0,0000 0,010+0,0010 0,006+0,0010  0,006+0,0020
Toxicidade Subaguda 150 mykg/dia  0,002+0,0010 0,004£0,0010 0,030£0,0040 0,004+0,0010 0,008+0,0000 0,010£0,0000 0,007+0,0010  0,007+0,0010
250 mgkg/dia  0,002£0,0000 0,004+0,0000 0,030£0,0000 0,003+0,0000 0,005+0,0010 0,010£0,0010 0,006£0,0000  0,005+0,0100
350 mykg/dia  0,002£0,0000 0,004+0,0000 0,030+0,0000 0,00240,0000 0,006£0,0000 0,010+0,0000 0,006£0,0000  0,007+0,0100

CN: Controle Negativo; Valores médios + desvio padrdo da média representados em gramas, *: significativo quando comparados ao CN (p<0,05 -

ANOVA/Dunnet).
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3.6. Avaliagdo do efeito citotoxico e mutagénico do extrato nebulizado de cascas de X.
americana L. em eritrocitos da medula éssea de camundongo Mus musculus

A andlise da citotoxicidade foi determinada pela relacdo entre PCE/NCE. Os
resultados desta analise mostraram que o extrato nebulizado de X. americana L.ndo
apresentou potencial citotoxico, para 0 ensaio de toxicidade subaguda. O potencial
mutagénico do extrato nebulizado de X. americana L.foi avaliado pela anélise de MN em
eritrocitos policromaticos (MNPCE) de camundongos Mus musculus. N&o houve um
aumento estatisticamente significativo de MNPCE nas concentracGes avaliadas no ensaio

detoxicidade subaguda (Tabela 6).

Tabela 6: Avaliacdo do efeito citotoxico e mutagénico do extrato nebulizado de
Ximenia americana L.em eritrocitos da medula 6ssea de camundongos
Mus musculus

N° de MNPCE/animal MNPCE PCE/NCE

Ensaio Concentragoes — 53> A3 A4 A5 MédiatDP MédiatDP

CN 3 1 5 3 2 28+1,48 1,43+031

. 150 mg/kg/dia 8 17 2 9 4 80+578 1,63+0,80
Toxicidade Subagud

oxicidade subaguda - S50 mgikg/dia 3 1 0 1 4 1,8+1,64 1,54+0,54

350 mg/kg/dia 12 9 6 1 -  7,044,69 1,32+0,20

CN: Controle Negativo; A: animal; MNPCE: Eritrécito Policroméatico Micronucleado;-:
Morte do animal.

4. Discusséo e Concluséo

O uso de plantas medicinais €, muitas das vezes, estimulado pelo seu baixo custo,
associada a convicgao de que extratos naturais ndo promovem efeitos colaterais no organismo
(SOUZA, 2017). No entanto, os extratos vegetais podem provocar efeitos adversos graves a
salde, apresentando assim contraindicacdes para 0 seu uso. Por esta razdo, esses compostos
necessitam passar por avaliacbes que comprovem a sua qualidade e seguranca e também
estabelecam padrdes de tratamento para seu uso seguro (MAGALHAES, 2015). O emprego
da medicina popular, com base em conhecimento empirico, ndo é suficiente para validar as
plantas medicinais como medicamentos seguros e eficazes. Farias (2007) afirma que as
plantas medicinaisdevem ser avaliadas, quanto a sua relacdo risco/beneficio, por meio de
estudos farmacodinamicos e toxicoldgicos. Estudos de toxicidade aguda e subaguda fazem
parte da primeira bateria de testes realizados em avalia¢fes pré-clinicas de um produto natural
para consumo humano. O desconhecimento, por parte da populagdo, sobre possiveis efeitos
secundarios e toxicos dos extratos vegetais, pode proporcionar graves consequéncias para a
satde humana em curto e em longo prazo (NAVARRO-MOL, 2000).
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O presente estudo avaliou a toxicidade aguda e a toxicidade subaguda com possiveis
efeitos citotdxicos e mutagénicos do extrato nebulizado de X. americana L., administrado por
via oral em camundongos Mus musculus. Na avaliagdo da toxicidade aguda, ndo houve
letalidade dos individuos, até mesmo para a maior concentracdo estudada (2000 mg/kg), logo
0 extrato nebulizado de X. americana L.pode ser considerado de baixa toxicidade, se
enquadrando na Classe 5 das substancias com DL50 superior a 2000 mg/kg, segundo o guia
OECD 423/2001. Esse resultado corrobora com os estudos de toxicidade aguda realizados por
Aragdo et al. (2018), que testaram este mesmo extrato, avaliado no presente estudo, em ratos
Wistar. Esses autores observaram que a concentra¢do de 2000 mg/kg também ndo induziu
morte de nenhum organismo tratado; por Agyigra et al.(2017), que avaliaram a toxicidade
aguda de extrato metandlico de cascas do caule de X. americana L.e ndo observaram morte
nem para a mais alta concentracdo estudada (5000 mg/kg); e por Maikai et al.(2008), que
avaliaram extrato aquoso das cascas do caule de X. americana, também em camundongos
Mus musculus, e ndo observaram morte de individuos nem para as altas concentracdes
estudadas deste extrato (2000 e 5000 mg/kg).

Como ndo foi observado nenhum efeito toxico na exposicdo aguda, foi realizada uma
avaliacdo adicional, para avaliar a toxicidade subaguda do extrato nebulizado de X. americana
L., sobre o organismo teste Mus musculus. Para essa analise, foram escolhidas trés
concentragdes (150, 250 e 350 mg/kg/dia). A maior concentracdo testada (350 mg/kg/dia,
administracdo por 28 dias) induziu a morte de um individuo, o que alerta sobre um possivel
risco de uso subagudo desse extrato, jA que na maior concentracdo 2000 mg/kg, no ensaio
agudo (1 dia de administracdo e 15 dias de observacédo), ndo foi registrada morte de nenhum
individuo. Isto deve-se ao fato de que o teste de toxicidade oral aguda (OECD 423/2001) ndo
se destina a calcular, com precisdo, o DL50% de uma substancia, mas sim classificar a
substancia de acordo com as classes de toxicidade definidas por valores de corte de DL50
fixos. A extrapolacdo de resultados de estudos realizados com animais para a espécie humana,
que tem por base o processo de avalia¢do de risco, tem sido usada para estabelecer niveis de
exposicao seguros de humanos a produtos quimicos (IPCS, 2009).

Nos dois ensaios de toxicidade (aguda e subaguda) ndo foram observadas diferencas
significativas de ganho de peso entre 0s grupos tratados com X. americana L.e o0 grupo CN.
Os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos a partir da reducdo da massa corporal dos
animais experimentais (TOFOVIC e JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002).
Também pode se manifestar pela reducdo nos consumos de agua e racdo, alteragdes de

comportamento (apatia) e ma condicdo da pelagem, como a presenca de pelos arrepiados
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(MELO, 2001). Neste estudo, ndo foi observado qualquer alteragcdo comportamental nos
animais submetidos aos tratamentos agudos e subagudos com o extrato nebulizado, tampouco
diferencas significativas no consumo de 4gua e racdo por esses animais.

Na avaliagdo macroscépica dos 6rgdos dos ensaios de toxicidade aguda, ndo foi
observada nenhuma alteracdo na coloracdo e no aspecto morfolégico dos mesmos, mas foi
observado que o extrato nebulizado de X. americana L.diminuiu, estatisticamente, 0 peso
relativo de 6rgdos como o coracao, o figado, o pancreas, os pulmdes, os rins, os testiculos e a
tireoide. J& para o ensaio de toxicidade subaguda, ndo foram registradas alteracGes
estatisticamente significativa para o peso dos 6rgdos, tampouco para 0s aspectos morfoldgicos
macroscopicos dos mesmos. As alteragdes no peso relativo dos 6rgdos podem indicar
toxicidade (GONZALEZ e SILVA, 2003) ou dano ao 6rgdo (MUHAMMAD et al., 2015;
OLANIYAN et al., 2016). A diminuicdo dos Orgdos pode estar ligada a presenca de
constituintes quimicos no extrato da planta, tais como os que podem ter um efeito positivo ou
negativo em um animal. A diminui¢do dos testiculos também foi observada por Abubakar e
Salka (2011), onde os autores observaram efeito adverso no sistema reprodutor masculino de
ratos Wistar tratados com extratos de diferentes partes da X. americana L. (raizes, folhas, e
cascas do caule), por 15 dias. O estudo mostrou uma diminui¢cdo do comportamento sexual,
danos espermaticos e perda de peso testicular dose dependente, cujos danos mais evidentes
foram aqueles provocados pelo extrato de raizes da planta. Os autores ainda sugerem que esta
diminuicdo dos testiculos pode estar relacionada a presenca de pro-oxidantes nos extratos,
como flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides e terpenoides, substancias estas que,
guando em altas concentracdes, podem induzir danos oxidativos, devido a a¢do dos radicais
livres e a formacdo de espécies reativas de oxigénio.

Analises fitoquimicas realizadas com o extrato nebulizado das cascas do caule de X.
americana L., por Santana et al.(2018), registraram a presenca de polifenois, taninos e
flavonoides tais como, acido galico, catequina e quercetina. Estudo realizado por Maikai et al.
(2008), com extrato aquoso da casca do caule de X. americana L., detectou altos teores de
glicosideos cardiotonicos, taninos, alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas e
terpenoides no extrato. O autor cita que estes compostos tém efeitos pré-oxidantes e
antioxidantes no organismo, que, enquanto o antioxidante protege os tecidos e 0rgaos, o pro-
oxidante danifica os tecidos e 6rgéos.

A avaliagédo de citotoxicidade do extrato nebulizado de X. americana L., realizada
nos ensaios de toxicidade subaguda, foi obtida pela relagéo entre PCEs e NCEs. Os resultados

deste estudo mostraram que o extrato nebulizado ndo apresentou potencial citotdxico para



Artigo 1 56

eritrocitos do organismo teste Mus musculus. A citotoxicidade de plantas medicinais deve ser
considerada um problema de satde publica, pois seus efeitos adversos, podem causar sérios
riscos a salde. Um problema que pode prejudicar a saude de um consumidor de plantas
medicinais € a interacdo possivel entre os compostos presentes na planta com outras drogas
utilizadas pelo paciente (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Sabe-se que muitas plantas medicinais
utilizadas pela populagdo ndo sdo suficientemente estudadas, quanto a presenca de substancias
citotoxicas, o que pode colocar em risco a salde do seu consumidor (BAGANTINI et al.,
2007). Compostos citotoxicos, dependendo do nivel de toxicidade, podem ocasionar danos no
DNA (KIRSCH-VOLDERS et al. 2004).

A avaliacdo da presenga de MN em ensaio de toxicidade subaguda, realizado com o
extrato nebulizado de X. americana L.,ndo mostrou potencial mutagénico para as
concentracdes avaliadas. Estudo do potencial mutagénico de extratos vegetais € de
fundamental importancia para a producdo de novos produtos com potencial terapéutico,
também servindo como um parametro de seguranca para 0 uso de determinados produtos
(PERON et al. 2008).

Danos no DNA, promovidos por substancias mutagénicas, podem ser corrigidos
pelos mecanismos de reparo das células ou entdo fixados no DNA, transformando uma célula
normal em uma célula tumoral. Quando isso acontece, essa célula mutada pode se reproduzir
descontroladamente e adquirir um comportamento invasivo em outros tecidos (ALMEIDA
NETO et al. 2005; FIGUEIREDO, 2012). Isto pode se dar em resposta a exposicao da célula a
varios agentes fisicos ou quimicos, como os fitoquimicos. Esses compostos sdo agentes
xenobidticos que podem agir, diretamente ou indiretamente sob um sistema orgéanico, ou
podem ainda sofrer transformacdes, tornando-os potencialmente toxicos (LAPA et al. 1999).
Apesar do avanco atual das pesquisas nas areas da farmacologia, o consumo de substancias
derivadas de plantas deve ser monitorado, por meio de ensaios que detectem efeitos toxicos e
toxicogenéticos de tais substancias, com intuito de alertar as pessoas sobre 0s possiveis riscos
para o seu bem-estar (BAGATINI et al. 2007).

O uso tradicional de qualquer planta para fins medicinais, de modo algum, garante a
sua seguranca de consumo. A falta de dados de toxicidade de muitas plantas medicinais faz
com que seu uso possa ndo ser totalmente seguro (SIMOES et al. 2003; EL HILALY et al.,
2004; ITO et al., 2014). Portanto, fica o alerta de que plantas medicinais podem também
apresentar efeitos toxicos (PING et al., 2013) e que o consumo de derivados de plantas pode

também caracterizar um risco a saude do consumidor.
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Resumo

A espécie Ximenia americana L. é amplamente utilizada na medicina popular, para diferentes
fins terapéuticos, que vao desde uma simples febre até doengas mais graves como o cancer. A
literatura traz que o uso medicinal desta planta é eficiente para diversas patologias, dentre elas
a malaria, HIV, diabetes e cancer. Pelo seu amplo uso terapéutico e pelos estudos que apontam
resultados positivos para este material botanico, este trabalho teve por objetivo avaliar os
efeitos tdxico, citotdxico, mutagénico e carcinogénico, conferidos pela administracdo oral
cronica do extrato nebulizado das cascas de X. americana L. em camundongos Mus musculus.
Neste estudo a avaliacdo da toxicidade cronica foi realizada seguindo as diretrizes da OECD
452/2009, e a avaliagédo de citotoxicidade e mutagenicidade pelas diretrizes OECD 474/2016
nas concentragdes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado das cascas do caule
de de X. americana L.Neste estudo ndo foi encontrado efeitos que indicassem potencial
citotoxico e mutagénico na avaliacdo de citotoxicidade e mutagenicidade em eritrocitos da
medula 6ssea e tampouco efeitosinflamatdrios nas criptas que pudesses levar a um efeito

carcinogénico de célon pelo aumento de focos de criptas aberrantes, para 0s animais tratados
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com o extrato nebulizado de cascas do caule de X. americana. Esse efeito deve-se aos
compostos bioativos, presentes no extrato nebulizado das cascas do caule, tais como
flavonoides, taninos, acido galico, glicosidios cardiotonicos, quercetina, antraquinonas. Esses
compostos vém sendo descrito na literatura como de acdo anticancerigena para linhagens

celulares de cancer colorretal de ratos e linhagens celulares de cancer colorretal de humanos.

Palavras-chave: Ameixa-do-Mato; Ameixa-do-Sertdo; Olacaceae; Planta medicinal;

Micronucleo; Cancer colorretal.

1. Introducéo

A espécie X. americana L.é uma planta tropical encontrada na Africa, india, Nova
Zelandia, América Central e América do Sul (SACANDE e VAUTIER, 2006; FEYSSA et al.,
2012; SARMENTO et al., 2015), que tem uma ampla utilizacdo na medicina popular
(GRONHAUG et al., 2008; JAMES et al., 2008; LE et al., 2012). No Brasil, essa planta é
encontrada, principalmente, na regido semiarida do Nordeste, sendo popularmente conhecida
como ameixa do mato, ameixa brava, ameixa azeda ou ameixa do sertdo (SILVA et al., 2008;
ARAUJO et al., 2009).

Os extratos de X. americana sdo utilizados tradicionalmente na medicina popular
para diferentes fins terapéuticos (BURKILL, 1997; OLIVEIRA et al., 2010), como, por
exemplo, antimalarico (BENOIT et al., 1996; TRAORE et al., 2015; SULEMAN et al., 2018).
HIV (ASRES et al., 2001), anticarcinogénico (VOSS et al., 2006; KABRAN et al., 2012;
PERVAIZ et al., 2015) e para controle de diabetes (SHETTAR et al 2017).

Apesar do uso de plantas medicinais serem amplamente praticados com a visdo de
ndo ser toxico e, portanto seguro (ASIIMWE et al., 2014), ha relatos de que muitas delas
podem ser tdxicas e causar efeitos adversos ao organismo (HAQ, 2004; PARK et al., 2010;
GEORGE, 2011). De todos os tratamentos a base de plantas, poucos foram testados em
ensaios clinicos, quanto a sua eficacia e seguranca (CHENG et al., 2009). Os produtos
naturais tém sido alvo de muitos estudos que buscam por moléculas bioativas com efetivo
potencial terapéutico (TRAESEL et al., 2014), e de andlises quimicas para possiveis
medicamentos fitoterapicos, mas estudos que avaliem os potenciais efeitos toxicogenéticos de

plantas usadas na medicina popular ainda sdo muito escassos, embora sejam altamente
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importantes para a certificagdo da comprovacao de uso seguro e eficicia da agdo do produto
utilizado (REYES-GARCIA, 2010; MELO et al., 2011).

O uso de extratos nebulizados de plantas com potencial terapéutico vem sendo muito
utilizados na farmacologia, pela sua seguranca e preservacdo dos compostos quimicos
presentes, devido ao processo de producdo dos mesmos ser muito rapido, o que impede que
haja conjugagdo ou transformacgdo dos compostos presentes no composto original. Por essa
seguranca quimica que apresentam, os extratos nebulizados também sdo muito utilizados na
producdo de fitoterapicos (COUTO, 2011)

Os estudos de toxicidade crbnica sdo realizados para determinar o efeito toxico,
apos uma exposicdo prolongada a doses cumulativas de uma substancia em estudo. Esses
estudos permitem também, observar o potencial carcinogénico da substancia, desde que a
dose e a via de administracdo escolhida seja correta para o fim que se destina. Em estudos
cronicos, realizados com camundongos, 0s organismos sdo submetidos a exposicOes
repetidas, durante um periodo consideravel de sua vida Util. Nestes ensaios podem ser
avaliados efeitos relacionados ao desenvolvimento corporeo e dos 6rgéos dos animais, além
de fornecer uma estimativa do nivel de efeito adverso, ndo observado na toxicidade aguda e
subaguda, que pode ser utilizado para estabelecer critérios de seguranca para a exposi¢do
humana (OECD 452/2009).

Considerando que a espécie X. americana L.¢ muito usada na medicina popular e as
comprovacoes cientificas de efeito terapéutico de extratos dessa planta , este estudo avaliou 0s
efeitos do extrato nebulizado das cascas do caule de X. americana L. na toxicidade cronica,
seus possiveis efeitos citotdxicos e mutagénicos em medula dssea e carcinogénicos de cdlon

em camundongos Mus musculus.

2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal e preparacéo do extrato
O material vegetal foi coletado na regido semiérida do Estado da Paraiba, exsicata da
planta estd depositada, sob o nimero de registro EAN-14049, no Herbario Professor Jayme
Coelho de Morais da Universidade Federal da Paraiba. Os experimentos deste estudo foram
realizados com extratos nebulizados da casca do caule da X. americana L. Para a obtencéo do
extrato hidroalcodlico as cascas do caule da planta foram secas a 40 °C, pulverizadas em

moinho de facas e passadas por processo de maceracao a frio em solugéo etanolica 70%. Para
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a obtencdo do extrato nebulizado, o extrato hidroalcoolico foi submetido a secagem por

aspersdo em spray drying®.

2.2. Agentes Quimicos

A substancia utilizada no grupo controle positivo (CP), para a inducdo de
mutagenicidade, foi a 1,2-dimetilhidrazina (DMH marca Sigma®, CAS: n° 306-37-6),
concentracdo de 20mg/kg, diluida em solucdo de EDTA (0,37mg/ml). A solugdo foi
administrada aos animais pela via intraperitoneal (i.p), na proporcédo de 0,1ml/10g de peso

corporeo (p.c).

2.3. Animais
Foram utilizados, em cada tratamento, 5 camundongos machos da espécie Mus
musculus, linhagem Swiss, com peso inicial aproximado de 30 gramas. Os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e com a aprovagdo (Protocolo: 26/2016) do Comité de
Etica em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro.

2.4. Ensaio de Toxicidade Cronica

A toxicidade cronica do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.foi avaliada
com base no protocolo do Guia OECD 452/2009 para toxicidade cronica (doses repetidas).
Foram avaliadas as concentracdes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado de
X. americana L., administradas aos camundongos, via gavagem gastrica, uma vez ao dia, por
12 semanas (84 dias), como mostra a tabela 1. Foram avaliados os parametros de toxicidade
pelo numero de mortes, estado geral de comportamento, como alteracdo na locomocao,
alteracdo do tdnus muscular, frequéncia respiratoria, excitacdo, hipnose, convulsdo, salivacgéo,
piloerecdo, lacrimejamento, diarréia e contor¢des abdominais, também foram observados
variacdo de peso corpdreo. Ao fim do periodo de 12 semanas no 85° dia de experimentacao,
os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus 6rgdos pesados e avaliados
macroscopicamente, coletada a medula 6ssea do fémur dos animais para a andlise de
microndcleo (MN) e avaliagdo toxigenética do extrato, também foi coletado o intestino na
por¢édo colorretal para avaliagdo da possivel promogédo de efeito carcinogénico de colon do
extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L.
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Tabela 1: Toxicidade crbnica do extrato nebulizado de Ximenia americana
L.para camundongos Mus musculus

Ensaio Tratamentos Periodos
Administracdo Observacdo Eutanasia
CN
CP
Toxicidade crbénica >0 mg/kg/d'? 12 semanas 12 SEManas  gse gia
150 mg/kg/dia 84 dias 84 dias
250 mg/kg/dia
350 mg/kg/dia

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo

2.5. Ensaio de Micronucleo (MN)

A avaliacdo de MN em células de medula dssea de roedores foi realizada seguindo o0s
protocolos descritos por Schimid (1975), Ribeiro (2003), Maistro (2014)e OECD (2016), com
modificacdes.Para extracdo da medula Ossea, foram realizadas seccBes nas epifises dos
fémures, para que o canal medular ficasse exposto. Os fémures de cada animal, com as
epifises j& abertas, foram lavados, em tubo Falcon®, injetando no canal medular, com o
auxilio de uma seringa, 3 mL de soro fetal bovino (SFB). Esse SFB, foi aplicado no canal
medular por vérias vezes, até que toda medula fosse retirada. Os tubos foram centrifugados
por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a suspensdo celular obtida foi
homogeneizada, para ser usada na confeccdo de distensdes medulares em laminas. A
coloracdo das laminas seguiu o protocolo descrito por Ribeiro et al. (2003), com
modificacdes, conforme descrito a seguir. As laminas foram fixadas em alcool 70% por 5
minutos, secas e coradas, sequencialmente, pela solu¢do de Wright por 3 minutos, solucéo de
Wright e tampdo fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto, e em uma mistura de tampdo fosfato, agua
destilada e corante Giemsa (10:10:1), por 10 minutos. Na sequéncia, as laminas foram lavadas
em agua corrente, para a retirada do excesso de corante e, depois secas, montadas em
Entelan®. As laminas de cada animal experimentado foram e analisadas (teste cego) em
microscopia de luz (objetiva de 100x). Foram contados 4000 Eritrocitos Policromaticos (PCE)

por animal e observado o numero de Micronucleos de Eritrocitos Policroméaticos (MNPCE).
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2.6. Analise do Potencial Citotoxico

A citotoxicidade do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.foi estimada
pelo nimero de NCE presentes em 500 PCE analisados, para os diferentes ensaios realizados.
O numero de PCE foi dividido pelo numero de NCE e os resultados obtidos neste calculo,
para os diferentes tratamento (n=5/tratamento), foram submetidos a andlise estatistica, de
acordo com o teste de normalidade.

2.7. Analise do Potencial Mutagénico

Foram contados o numero de MNPCE presentes em 4000 PCE analisadas por
animal, para os diferentes ensaios realizados. Esse resultado (nGmero de MNPCE/animal) foi
comparado, estatisticamente, com os resultados obtidos no CN, de acordo com teste de

normalidade.

2.8. Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

A analise de focos de criptas aberrantes (FCA), foi realizada para investigar os
possiveis danos ocasionados pela exposicao ao extrato nebulizado de cascas de X. americana
L. Para esta analise foi avaliada em microscopia de luz, a regido do intestino grosso, por¢do
colorretal dos animais experimentados, utilizando o método de avaliacdo, identificacdo e
quantificacdo de FCA descrito por Bird (1987). Foram contabilizados os FCA que
apresentaram < 3 Criptas Aberrantes e > 3 Criptas Aberrantes por animal, a média de cada
parametro (< 3 e > 3), e a média total de FCA (< 3 + > 3), foram submetidos a analise
estatistica comparados com os resultados encontrados no CN, de acordo com o teste de

normalidade.

2.9. Célculo do Peso relativo dos érgaos

O peso relativo dos 6rgdos foi calculado pela seguinte férmula:
Peso Relativo=a/b

Onde:
a = peso do 6rgdo
b = peso corpdreo do animal

2.10. Andlise estatistica
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A comparacdo dos resultados obtidos nas andlises foi realizada de acordo com a
distribui¢do dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi
aplicado, para os dados paramétricos, o teste estatistico ANOVA/Dunnet e, para 0os dados ndo
paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as analises, foi usado o software IBM®
SPSS® Statistcs (versdo 22). Os resultados que obtiveram niveis de significancia (p<0.05),
quando comparados com o controle negativo, foram considerados estatisticamente

significativos.

2.11. Delineamento Experimental

Neste estudo, as concentragbes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato
nebulizado de cascas de X. americana L., foram administradas aos camundongos, via
gavagem gastrica, uma vez ao dia, por 12 semanas (84 dias). Os grupos Controle Negativo
(CN) e o Controle Positivo (CP) também, receberam, durante todo o experimento (84 dias),
agua, via gavagem. O CP recebeu ainda, via intraperitoneal, (i.p.), 20 mg/kg de DMH na
proporcdo de 0,1 ml/10g de peso corpdreo (p.c.), sendo uma dose semanal (por quatro
semanas). Para a simulacdo do mesmo estresse em todos 0s animais experimentados, o CN e
0s tratamentos receberam, via i.p., a solugdo de EDTA na concentragdo de 0,37 mg/mL, na
proporcédo de 0,1 ml/10g de p.c, como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2: Delineamento experimental dos tratamentos realizados com
camundongos Mus musculus expostos as concentraces de 50,
150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado de cascas de
Ximenia americana L. e o0s periodos de experimentacdo
aplicados em cada teste realizado

] Periodo
Ensaios
1° a 4° semana 5°a 8° semana 9°a 12° semana
CN ; Agua + 3
Agua Agua
g EDTA g
CP < Agua + <
Agua Agua
g DMH g
a . . X. americana L.+ .
Trat. Cronico X. americana L. X. americana L.
' ' EDTA '

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; EDTA: &cido etilenodiamino tetra-
acético, administrado via intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina administrado via
intraperitoneal; Agua administrada via gavgem; X. americana L. administrada via

gavagem
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3. Resultados
3.1. Exames fisico e comportamental

Os ensaios de toxicidade crénica, desenvolvidos com camundongos Mus musculus
expostos ao extrato nebulizado de X. americana L., ndo exibiram qualquer manifestacdo de
toxicidade ou promoveram danos a saude dos animais tratados, tais como alteragdo na
locomocgdo, alteracdo do ténus muscular, frequéncia respiratoria, excitacdo, hipnose,
convulsdo, salivacdo, piloerecdo, lacrimejamento, diarréia, efeitos sobre respiracdo e
contor¢Bes abdominais. Os animais mantiveram suas atividades de locomocédo e socializacdo

dentro da normalidade esperada para a espécie.

3.2. Letalidade
N&o houve mortes entre os individuos submetidos as diferentes concentracGes do
extrato nebulizado de cascas de X. americana L., como pode ser observado na tabela 3.
Tabela 3: Toxicidade cronica do extrato

nebulizado de Ximenia americana
L. em camundongos Mus musculus

Ensaio Tratamentos Letalidade
CN 0/5
CP 0/5
.. .. 50 mg/kg 0/5
Toxicidade Crbnica 150 mo/kg 0/5
250 mg/kg 0/5
350 mg/kg 0/5

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo.

3.3. Peso corporeo e ganho de peso
Pela avaliacdo do peso corpéreo dos animais tratados com o extrato nebulizado, foi
observado que esses camundongos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa,
quando comparados com os animais do grupo CN (Tabela 4). O peso inicial dos animais variou
de 30,0 a 32,79 e o peso final de 35,0 a62,0g. Foi observado que, durante o periodo
experimental, os animais tiveram um grande ganho de peso (variagdo de 15,2+5,40 a
21,8+6,30), mas os resultados foram estatisticamente semelhante aos observado nos animais do

grupo CN.
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Tabela 4: Efeito das diferentes concentracdes do extrato nebulizado de Ximenia americana L.
no peso corporal dos camundongos Mus musculus, durante o periodo experimental

Peso Inicial/Animal

Peso Final/Animal

Ganho de Peso

Ensaio Tratamentos — =0 "A3 A4 AS|AL A2 A3 A4 A5| MediazDP
CN 324 32.7 32,6 32.2 31,5|52,0 450 48,0 52,0 46,0| 16,3+3,28

CP 32,8 32,7 31,6 30,0 30,0/50,0 47,0 55,0 41,0 40,0| 15,245.40

Toxicidade Cronica 50 ™Kg 310 300 300 310 300/520 52,0 62,0 50,0 45,0| 21,8630
150 mgkg 31,0 30,0 30,0 31,0 30,0|53,0 48,0 41,0 49,0 55,0 20,8+2,94

250 mykg 31,0 30,0 31,0 32,0 30,0460 57,0 55,0 41,0 59,0| 20,8+8,49

350 mykg 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0/50,0 53,0 35,0 45,0 51,0 16,8+7,22

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; A: Animal; Valores médiostdesvio padrdo da média
representado em gramas.

3.5. Avaliacdo macroscépica e peso relativo dos 6rgéaos
Na avaliagdo macroscépica dos 6rgdos dos animais expostos as diferentes
concentragOes do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.apresentados, ndo foram
observada quaisquer alteracdo na morfologia geral do 6rgdo, ou na sua coloragdo, quando
comparado ao grupo CN. Na relacdo de peso relativo dos 6rgdos dos animais experimentados,
também ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa, quando comparados aos do
grupo CN (Tabela 5).

3.6. Avaliacdo do efeito citotdxico e mutagénico do extrato nebulizado de X. americana
L. em eritrécitos da medula 6ssea de camundongo Mus musculus
A andlise da citotoxicidade foi determinada pela relacio PCE/NCE, foi possivel
observar que o extrato nebulizado de cascas de X. americana L.n&o apresentou potencial
citotoxico para o ensaio de toxicidade cronica quando comparado ao CN. O potencial
mutagénico do extrato nebulizado de X. americana L.foi avaliado pela analise de MNPCE
em 4.000 PCE contados. Como pode ser observado na tabela 6, ndo foram observadas
diferengas significativas, quando os resultados dos tratamen tos com o extrato foram
comparados com os do grupo CN, sendo assim, o extrato nebulizado de X. americana L., nas
concentracdes de 50; 150; 250 e 350 mg/kg/dia ndo foi citotdxico nem mutagénico, quando

testado em exposi¢do crénica em camundongos Mus musculus.
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Tabela 5: Efeito das diferentes concentracdes do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso relativo de 6rgdos dos comundongos Mus
musculus, durante o periodo de experimentacao

Ensaio Tratamentos Baco Coragdo Figado Pancreas Pulmdes Rins Testiculo Tireoide
CN 0,0028+0,0010 0,0040+0,0012 0,0380+0,0044 0,0042+0,0004 0,0046+0,0005 0,0100+0,0000 0,0040+0,0012 0,0050+0,0012
CP 0,0030+0,0007 0,0042+0,0004 0,0360+0,0054 0,0046+0,0008 0,0056+0,0008 0,0100+0,0000 0,0048+0,0008 0,0060+0,0005
Toxicidade Cronica  50mg/kg/dia 0,0024+0,0016 0,0038+0,0008 0,0400+0,0070 0,0034+0,0008 0,0044+0,0005 0,0100+0,0000 0,0052+0,0010 0,0060+0,0018
150mg/kg/dia 0,0032+0,0016 0,0038+0,0004 0,0400+0,0070 0,0040+0,0007 0,0052+0,0004 0,0100+0,0000 0,0048+0,0008 0,0058+0,0013
250mg/kg/dia 0,0028+0,0004 0,0040+0,0007 0,0360+0,0054 0,0038+0,0008 0,0050+0,0010 0,0100+0,0000 0,0050+0,0007 0,0058+0,0008
350mg/kg/dia_0,0026+0,0005 0,0040+0,0000 0,0380+0,0044 0,0042+0,0008 0,0048+0,0008 0,0100+0,0000 0,0058+0,0014 0,0058+0,0008

CN: Controle negativo; CP Controle positivo; Valores médiostdesvio padrdo da média representado em gramas.

Tabela 6: Avaliacdo do efeito citotéxico e mutagénico do extrato nebulizado de Ximenia americana L.em eritrdcitos da
medula éssea de camundongos Mus musculus

Ensaio Tratarmentos Numero de MNPCE/animal MNPCE PCE/NCE
Al A2 A3 A4 A5 MédiaxtDP MédiaxDP

CN 7 1 3 6 3 4.00+2,44 1,71+0,47

CP 6 15 8 17 18 12,815,44* 1,76+0,42

Toxicidade cronica 50 mg/kg/d!a 6 5 6 7 5 5,80+0,83 1,49+0,44
150 mg/kg/dia 5 7 5 12 11 8,00+3,31 1,35+0,53

250 mg/kg/dia 8 5 3 8 5 5,80+2,16 1,76+0,70

350 mg/kg/dia 4 5 5 8 4 5,20+1,64 1,81+0,80

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; A: Animais; MNPCE: Eritrdcito Policromatico Micronucleado; PCE: Eritrocito
Policromatico; NCE: Eritrocito Normocromatico; * estatisticamente significativo comparado ao CN p < 0.05 (ANOVA/Dunnet).
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3.7. Avaliagdo do potencial carcinogénico de cdlon do extrato nebulizado de X.

americana L.em camundongos Mus musculus

O intestino dos animais foram analisados para a observacédo de formagédo FCA. Para
isto, foi avaliado microscopicamente o intestino grosso, porcao colorretal, dos grupos tratados
nas diferentes concentracdes (50; 150; 250 e 350 mg/kg/dia), e seus respectivos CN e CP, 0s
resultados foram comparados estatisticamente, com o CN, que recebeu apenas a agua, via
gavagem gastrica e quatro doses de EDTA, via intraperitoneal. Neste ensaio, foi observada
uma indugdo de danos FCA nos animais do CP, que receberam o0 agente indutor de
carcinogenicidade de clon DMH, ja os animais que receberam os extratos de X. americana
L., nas diferentes concentracfes, ndo tiveram inducdo na formacdo de FCA (Tabela 7),
mostrando que o extrato estudado, ndo apresenta potencial carcinogénico em célon na
exposicao cronica.

Tabela 7: Avaliacdo do efeito carcinogénicodo extrato nebulizado de

Ximenia americana L. sobre intestino grosso da porcao
colorretalde camundongos Mus musculus

NuUmero de FCA

Tratamentos Concentracgoes Total
>3 <3

CN - 9,60+5,32 0,0+0,00 4,80%5,320

CP 30,247,22° 3,4+3,90 16,8+15,14°

50 mg/kg/dia  15,8+11,3 0,4+0,89 8,10+11,09
150 mg/kg/dia  9,20+4,81 0,2+0,44 4,705,730
250 mg/kg/dia  7,00+5,38 0,8+1,09 3,90+4,900
350 mg/kg/dia  8,80+4,54 1,0+1,00 4,90+5,150

Tratamento cronico

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; ~ estatisticamente significativo
p<0,05 quando comparado ao CN (ANOVA/Dunnet).

4. Discussao e Concluséo

A indugdo de mutacdes em celulas germinativas pode resultar no aumento da
frequéncia de doencas genéticas, baixa fertilidade, proles defeituosas e abortos, ja as mutacdes
em células somaticas estdo relacionadas com a patologia de doencas crénicas degenerativas,
como arteriosclerose e doencas cardiovasculares, e podem ser a base do processo de
envelhecimento e de carcinogénese (FRANK, 2010; OLIVIER et al., 2010; CARTER et al.,
2012; KHALIL, 2014). Embora essas manifestagdes ndo seja medida de carcinogenicidade, a
mutagenicidade é frequentemente associada ao aparecimento do cancer. O aumento de danos

no DNA, quebras ou perdas cromossémicas sdo importantes fatores para o desenvolvimento
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de muitos tipos de cancer (SADIKOVIC et al., 2008; YONG et al., 2014; O’CONNOR,
2015).

De acordo com Pinto e Felzenszwalb (2003), o cancer é a designacdo dada ao
conjunto de manifestacdes patologicas, que caracterizam-se pela perda de controle da
proliferagéo celular e ganho de capacidade de invadir outros tecidos adjacentes. Esta perda de
controle da proliferacdo celular é consequéncia de danos nos mecanismos de regulacdo do
ciclo celular. Deste modo, o cancer € uma doenca que resulta dos danos ocorridos nos genes
que controlam o ciclo celular. As razbes que levam os genes que regulam o ciclo celular a
perderem suas funcdes s@o complexas e multifatoriais. Dentre essas razfes, podemos citar
predisposicOes genéticas hereditérias, e agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. Diversos
pesquisadores demonstraram que a grande maioria dos tumores humanos é causada por
agentes quimicos ligados ao estilo de vida e a dieta (STARE e JOZEFOWICZ, 2008;
FERRINI et al., 2015).

Os FCA séo considerados precursores de carcinogénese de célon de intestino (DI
GREGORIO et al, 1997; RODRIGUES et al., 2002. Os ensaios realizados com
camundongos Mus musculus, expostos de forma cronica a diferentes concentraces do extrato
nebulizado das cascas do caule de X. americana L.(50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia),ndo
induziram alteragdes macroscopicas nos oOrgdos dos animais, tampouco diferenca
estatisticamente significagtiva na massa relativa quando comparados ao CN. O extrato
também ndo induziu a formacdo de FCA e ocasionando assim efeitos inflamatorios, que
pudessem levar ao aparecimento de cancer colorretal nos camundongos tratados. Durante todo
0 periodo experimental, os animais ndo apresentaram alteracdo no comportamento, sinais de
toxicidade, tampouco letalidade. Neste periodo, 0s animais apresentaram um alto ganho de
peso, porém, nao foi observado diferencas estatisticamente significativas quando comparados
aos individuos do CN. O peso relativo dos érgdos também ndo foram significativamente
diferentes ao CN. Estes resultados sugere que o extrato nebulizado de X. americanalL., no
periodo de exposicao crdnica, ndo produziu efeito toxico para 0s animais, tampouco para seus
Orgaos.

Compostos com atividades bioldgicas, ha tempos, vem sendo avaliados, quanto as
suas propriedades toxicas, carcinogénicas e mutagénicas (VILAR et al., 2009; VIEIRA et al.,
2012; AHMED et al., 2013). Na avaliacdo de citotoxicidade, pela relagédo de PCE e NCE, o
extrato nebulizado de X. americana L.ndo apresentou potencial citotdxico. A citotoxicidade
de plantas medicinais deve ser considerada um problema de saude puablica, pois elas podem

desencadear sérios efeitos adversos, intoxicacdo e esta interagir com outras drogas,
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potencializando, assim, os seus efeitos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Sabe-se que muitas
plantas medicinais utilizadas pela populacdo, sob diversas formas, ndo séo suficientemente
estudadas, quanto a presenca de substancias citotoxicas. Desta forma o seu uso pode induzir
efeitos adversos a seu consumidor e, consequentemente, danos a saude do mesmo
(BAGANTINI et al., 2007).

Na avaliacdo feita pelo ensaio do MN, o extrato nebulizado de X. americana L.n&o
apresentou potencial mutagénico, para nenhuma das concentracdes testadas. Estudo do
potencial mutagénico de extratos vegetais € de fundamental importancia para a producédo de
novos produtos com potencial terapéutico, e também servir como um parametro de seguranca
para o uso desses produtos (PERON et al. 2008).

Com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que o extrato nebulizado
de X. americana L.quando em exposicdo cronica, ndo apresenta efeitos citotoxicos,
mutagénicos ou carcinogénicos de co6lon, podendo ser considerado de uso seguro, mesmo em
administracdo por periodo prolongado (crénico). Porém, este estudo avaliou o extrato
nebulizado somente quanto a inducdo de carcinogénese colorretal em camundongos Mus
musculus, sendo necessario, assim, novos estudos que certifiguem a seguranca do uso deste
extrato vegetal. Desta forma, sugerimos que novos estudos sejam realizados com este extrato,

usando outros organismos testes e ensaios tanto in vivo como in vitro.
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Resumo

As cascas do caule de X. americana L.sdo amplamente utilizadas na medicina popular para
diversas patologias, incluindo contra o cancer. Extratos desta planta vém sendo citado na
literatura como de acdo anticancerigena para cancer colorretal de ratos e de humanos in vitro.
Vérias substancias derivadas de plantas possuem a capacidade de modular os complexos
mecanismos envolvidos na patologia de doengas cronicas, tais como o céancer, a prevencao do
cancer acontece sempre que ocorre regressdo, inibicdo ou reducdo de sua incidéncia.
Neste trabalho foram avaliados os efeitos quimioprotetor e quimiopreventivo do extrato
nebulizado de cascas de X. americana L. nas concentracfes de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia
em células da linhagem branca tais como os leucdcitos e a seu efeito em prevenir, regredir,
inibir ou reduzir a incidéncia de FCA (Focos de criptas aberrantes) consideradas como lesdes
pré-neoplasicas na porgdo colorretal do intestino induzidas nesse estudo pela DMH- 1,2
dimethilhidrazina aos animais expostos a diferentes tratamentos, tais como: pre-tratamento,
tratamento simultaneo, pds-tratamento e tratamento continuo com o extrato nebulizado das
cascas do caule de X. americana L.No presente trabalho ndo foi observado um processo
inflamatdrio avaliado pela contagem diferencial de leucdcitos circuclantes no sangue nos
diferentes tratamentos realizados, o que corrobora com o resultado encontrado na anélise de
FCA onde foi observada uma diminuicdo das criptas aberrantes (CA- lesbes pré-neoplésicas).
Sendo assim o extrato das cascas do caule de X. americana L. teve uma ag¢do quimioprotetora
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e quimiopreventiva no cancer colorretal induzido pelo DMH. Acredita-se que esse efeito seja
devido aos constituintes fitoquimicos presentes neste extrato, como &cido gélico, ja que esse
fitoquimico é reportado na literatura cientifica como de acéo anticancerigena.

Palavras-chave: Anticarcinogénese; Carcinogénese colorretal; Resposta imunoldgica;
Ameixa-do-mato; Ameixa-do-sertdo; Planta medicinal

1. Introducéo

No Brasil, as estimativas de novos casos de cancer colorretal, sugerem que 17.380
homens e 18.980 mulheres serdo acometidos por esta doenga, nos anos 2018 e 2019. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 16,83 casos novos a cada 100 mil homens e
17,90 para cada 100 mil mulheres. O cancer colorretal € o segundo tipo de cancer mais
frequente em mulheres e o terceiro tipo mais comum em homens (INCA, 2018). O céancer é
uma doenca multifatorial que pode ser influenciada por fatores genéticos, ambientais e
relacionados ao estilo de vida (SANDLER, 1996; BOYLE e LEON, 2002; DIAS et al., 2007).

A inflamacdo é resultado de uma resposta do organismo a efeitos adversos de
substancias, que podem ser percebidas pelo sistema imunoldgico inato como agentes
estranhos ou nocivos a saude do individuo. Através de inimeras vias de resposta, destinadas a
eliminar do corpo substancias nocivas, as células do sistema imune inato (como leucdcitos),
citocinas, outros mediadores inflamatorios e proteinas séricas, sdo recrutadas para o local de
ataque antigénico, produzindo um estado inflamatério local, caracterizado pelos sinais de
inchaco, vermelhiddo, calor e dor (JOHNSTON, 2017). No intestino, as manifestagdes
microscopicas do estado inflamatério incluem a liberacdo e recrutamento de fatores, como as
numerosas células do sistema inato e adaptativo do sistema imunoldgico, como as citocinas e
as prostaglandinas (SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Essa continuacdo impropria do estado
inflamatorio pode levar a carcinogénese colorretal (COUSSENS, 2002).

O cancer pode ser dividido em trés estagios; iniciacdo, quando ha a inducdo de
danos/mutacdo na molécula do DNA, que ocorre devido a exposicao a carcinogenos e a falha
no mecanismo de reparo de DNA,; promocdo, onde ocorrem a hiperproliferacdo, a
remodelacdo tecidual e a inflamacdo, devido a expansdo de células iniciadas; e progressao,
onde as células pré-neoplasicas formam tumores, por expansdo clonal, facilitado o aumento
da instabilidade genémica e alteracGes da expressao génica celular (FERGUSON et al., 2015)
Os diferentes estagios da carcinogénese requerem diferentes abordagens quimioterapicas,

devido a natureza evolutiva do cancer, o que leva a alteracbes da sensibilidade a terapia.
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Especificamente, a progressdo do tumor é associada a instabilidade gendmica, pelo acimulo
de mutagdes nos fatores envolvidos na proliferacdo celular, apoptose, reparo de DNA, dentre
outros (FRESCO et al., 2006; FERGUSON et al., 2015). FCA séo lesbes pre-neoplasicas,
consideradas marcadores do cancer de célon e muito utilizadas em estudos experimentais de
quimioprevencdo (CORPET e PIERRE, 2005; FEMIA, 2010). Essas lesdes sdo encontradas
no colon de roedores tratados com carcindgenos quimicos e também em seres humanos
acometidos por polipose ou cancer de colon (PRETLOW, 1990; ALRAWI, 2006).

A prevencdo do cancer acontece sempre que ocorre regressao, inibicdo ou reducéo de
sua incidéncia (BIRD e GOOD, 2000). Os quimioterapicos atuam no estagio de promocéo,
inibindo a proliferagdo, aumentando a taxa de morte celular e induzindo a diferenciacdo de
células tumorais (MORSE e STONNER, 1993). A quimioprevencdo pode ser definida como a
utilizacdo de compostos sintéticos ou naturais que previnem o desenvolvimento do cancer, por
inibicdo a etapa de iniciagdo da carcinogénese ou a progressdo da malignidade (WU et al.,
2011). Estudos mostram que, aproximadamente, um terco de todas as plantas e vegetais
apresentam acdo antioxidante e anti-inflamatoria (WANG et al., 2014). Varias substancias
derivadas de plantas possuem a capacidade de modular os complexos mecanismos envolvidos
na patologia de doencas cronicas, como cancer, envelhecimento e diabetes (TAPSELL et al.,
2006; KENNEDY e WIGHTMAN, 2011).

As cascas do caule de X. americana L.sdo amplamente utilizadas na medicina
popular (GRONHAUG et al., 2008; JAMES et al., 2008; LE et al., 2012, ARAGAO et al.,
2018), sendo indicadas para tratamentos de diversas patologias como, por exemplo, o cancer
(OLIVEIRA et al., 2010). A planta X. americana possui compostos bioativos, denominados
de fitoquimicos, como flavondides, taninos, &cido géalico, glicosidios cardiotdnicos,
quercetina, antraquinonas, saponinas e terpendides (MAIKALI, et al., 2008; LE et al., 2012;
BRANDAO et al., 2014; ARAGAO et al., 2018; SANTANA et al., 2018). Os efeitos desses
compostos, presentes em diferentes extratos de X. americana L., vém sendo descrito na
literatura como de acdo anticancerigena para linhagens celulares de cancer colorretal de ratos
(VOSS et al., 2006; PERVAIZ et al., 2015) e linhagens celulares de céancer colorretal de
humanos (KABRAN et al., 2017).

Frente a todo exposto, considerando as caracteristicas fitoquimicas e bioativas da
especie X. americana L.e a sua possivel acdo quimioprotetora, este estudo teve comoobjetivo
avaliar o efeito quimiopreventivo do extrato nebulizado de X. americana L.para a prevengao
de cancer colorretal, induzido pelo DMH, um agente indutor especifico de carcinogenicidade,

em camundongos da espécie Mus musculus.
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2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal e preparacéo do extrato

O material botanico utilizado neste estudo foi a espécie Ximenia americana L. que
foi coletada na regido semiarida do Estado da Paraiba. Seus tipos foram depositados
(exsicatas da planta) no Herbario Professor Jayme Coelho de Morais da Universidade Federal
da Paraiba, sob o nimero de registro EAN-14049. Neste estudo foram avaliados os efeitos
apenas das cascas dos caules da planta, material este que foi utilizado para o preparo de um
extrato nebulizado. Primeiramente, as cascas foram secas a 40 °C, pulverizado em moinho de
facas, processadas por maceracdo a frio com agua e etanol (30 %/70 %, respectivamente),
para a obtengdo do extrato hidroalcodlico. Para a obtencdo do extrato nebulizado, o extrato
hidroalcodlico foi submetido a secagem por aspersdo em spray drying (LabPlant®),
temperatura de entrada de 140 °C e fluxo de 3 mL/min. O adjuvante de secagem foi o Aerosil

200® (di6xido de silicio coloidal), na proporcéo de 20 %, em relacdo ao residuo o seco.

2.2. Agente indutor de carcinogénese colorretal
A substancia utilizada no tratamento do controle positivo (CP) e nos tratamentos de
anticarcinogenicidade, para a inducdo de carcinogénese colorretal, foi a 1,2-dimetilhidrazina
(DMH marca Sigma®, CAS: n° 306-37-6), concentracio de 20 mg/kg, diluida em solucéo de
EDTA (0,37mg/ml). A solugdo da DMH foi administrada aos animais pela via intraperitoneal
(i.p), na proporcdo de 0,1 ml/10g de peso corpdreo (p.c), uma vez na semana durante quatro

semanas.

2.3. Animais e delineamento experimental

Foram utilizados camundongos machos da espécie Mus musculus, linhagem Swiss,
com peso inicial aproximado de 30 gramas. Os animais foram adquiridos no biotério central
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 0s principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com a aprovagdo (Protocolo: 26/2016) do
Comité de Etica em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro.

As avaliacdes dos efeitos anticarcinogénicos de colon foram realizadas com quatro
diferentes concentracGes do extrato nebulizado de X. americana L. (50, 150, 250 e 350
mg/kg/dia), em quatro periodos experimentais (pré-tratamento; tratamento simultaneo; pos-
tratamento e tratamento continuo), e dois grupos de tratamento controle (CN e CP). Todos 0s

tratamentos (extrato, CN e CP) foram desenvolvidos com umn=5 animais, totalizando 90



Artigo 3 85

animais experimentos nesta avaliacdo. Os animais foram submetidos ao tratamento por 12
semanas, conforme protocolo sugerido por Mauro et al. (2008), com modificacbes. O
delineamento experimental esta apresentado na tabela 1. Foi coletado sangue periférico, por
puncao caudal, para a contagem diferencial de leucocitos em dois periodos (24 horas antes do
inicio da experimentacdo e 24 horas ap6s a ultima administragdo, momentos antes da
eutanasia). Semanalmente esses animais foram pesados e seu peso corpéreo anotado, para
posterior analise do ganho de peso. Durante o periodo experimental foram observados 0s
possiveis efeitos toxicos, apds a administracdo dos extratos, e a possivel mortalidade dos
animais. Apos as 12 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical, seus 6rgaos coletados, pesados e avaliados macroscopicamente.

Tabela 1: Delineamento experimental dos tratamentos realizados em camundongos
Mus musculus, com diferentes concentraces do extrato de X.
americana L. (50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia), para a avaliacdo do
potencial anticarcinogénico de célon

. Periodo
Ensaios
1°a 4°semana 5°a 8° semana 9°a 12° semana
CN p Agua + )
A A
gua EDTA gua
CP < Agua + <
A Al
gua DMH gua
, . Agua + .
Pre-tratamento X. americana L. DMH Agua
. R ; X. americana L.+ <
Trat. Simultaneo Agua DMH Agua
] . Agua + .
Pos- Tratamento Agua DMH X. americana L.
Trat. Continuo X. americana L. X. amegtli/larla L+ X. americana L.

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; DMH: 1,2-dimetilhidrazina administrado
via intraperitoneal; EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético administrado via
intraperitoneal, Agua administrada via gavagem, X. americana L. administrada via
gavagem.

2.4. Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Para a realizag&o dos ensaios de FCA, foi retirado o intestino grosso dos animais. O
intestino foi entdo amarrado, na porcao entre o ceco e o reto, com um fio de algoddo, lavado
com solucdo fisiologica 9 %, com o auxilio de uma seringa, para a retirada das fezes e
seccionados, longitudinalmente, com o auxilio de uma tesoura. Suas extremidades foram

presas com alfinetes emborrachados em placas de isopor®, e a placa foi, imediatamente,
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imersa em solucéo de formalina tamponada a 10 %, para fixa¢do do material. No momento da
andlise, o intestino foi corado, por 10 minutos, em solucdo de Giemsa 10% e montado em
lamina de vidro, com a mucosa voltada para cima. A andlise foi realizada em microscopia de
luz, (objetiva de 40x), para avaliacdo (teste cego) e a identificacdo e quantificacdo dos FCA,

realizada conforme a técnica descrita por Bird (1987).

2.5. Ensaio de Contagem diferencial de Leucdcitos (CD)

As coletas de sangue foram realizadas em dois periodos: 24h antes do inicio da
experimentacdo (1° coleta) e momentos antes da eutanasia, apos 24 h da ultima administracéo
(2° coleta). Para o ensaio de CD, foi coletada uma gota de sangue periférico, por puncéo
caudal, usada para a confeccdo de extensdes sanguineas. As laminas foram fixadas, por 5
minutos, em alcool 70 %, deixadas para secar por 24h. A seguir, as laminas foram coradas
com corante Leishman, por 10 minutos, e analisadas (teste cego) em microscopia de luz
(objetiva de 100x). Foram contadas um total de 100 células por ldamina/animal, entre elas

linfocitos, neutrofilos, monécitos, eosindfilos e basofilos.

2.6. Analise da reducao de danos de FCA

A porcentagem de reducdo de danos de FCA no cdlon dos camundongos,
ocasionadas pelos efeitos do extrato nebulizado de X. americana L.,foi calculada pela
seguinte férmula:

% RD =[(a-b)/(a-c)] x 100

Onde:

a = média de FCA do CP;

b = média de FCA dos tratamentos;

¢ = média de FCA do CN.

2.7. Calculo do Peso relativo dos 6rgaos
O peso relativo dos 6rgaos foi calculado pela seguinte formula:
Peso Relativo=a/b
a = peso do 6rgéo
b = peso corpdreo do animal
2.8. Analise estatistica
A comparacdo dos resultados obtidos nas andlises foi realizada de acordo com a

distribuicdo dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi
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aplicado, para os dados paramétricos, o teste estatistico ANOVA/Dunnet e, para os dados néo
paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as analises. foi usado o software IBM®
SPSS® Statistcs (versdo 22). Os resultados que obtiveram niveis de significancia (p<0,05),
qguando comparados com o controle positivo, para FCA, e com o controle negativo, para CD,

peso corpdreo e peso relativo dos 6rgdos, foram considerados estatisticamente significativos.

3. Resultados
3.1. Peso corporeo dos animais

Na avaliagdo do peso corpéreo dos animais, avaliado durante o periodo de
experimentacdo, ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes
ensaios realizados com os animais tratados com o extrato nebulizado de Ximenia americana
L.e seus respectivos controles (Tabela 2). Pode ser visto nesta tabela que o peso inicial dos
camundongos experimentados variou de 30,20 & 32,28 g e o peso final de 43,80 4 52,00 g. O
ganho de peso, entre todos 0s animais experimentados, variou de 13,36 & 21,60 g. Embora os
animais tratados tenham tido um alto ganho de peso, quando comparados com o ganho de
peso dos animais do CN, os valores ndo se configuraram como diferencas estatisticamente

significativos.

Tabela 2: Peso corpéreo dos camundongos Mus musculus nos diferentes ensaios,
tratados com extrato nebulizado de Ximenia americana L.

Ensaios Concentragdes Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso
CN 32,28+0,476  48,60+3,286 16,32+3,285

Controles
CP 31,42+1,379 46,646,268 15,18+5,402
50mg/kg/dia  31,20+0,938  49,33+4,509 18,13+4,247
Pré-Tratamento 150mg/kg/dia 30,54+0,589 51,60+2,880 21,06+2,551
250mg/kg/dia 30,72+0,995  45,60+4,277 14,88+3,869
350mg/kg/dia  30,44+0,606 43,80+2,489 13,36+2,201
50mg/kg/dia 30,400,894  44,80+2,489 14,40+8,354
o 150mg/kg/dia  30,40+0,547  46,60+6,308 16,32+5,848
Trat Simulaneo o Jkgidia  30,2040.447 452045449 152045449
350mg/kg/dia  30,40+0,547  49,40+6,804 19,00+6,964
50mg/kg/dia  30,40+0,547  45,20+2,167 14,80+1,923
Pés-Tratamento 150mg/kg/dia 30,20+0,447 47,602,880 17,60+2,880
250mg/kg/dia  30,40+0,547  48,20+5,215 17,80+4,868
350mg/kg/dia 31,00+0,707 48,00+3,464 17,003,937
50mg/kg/dia  30,40+0,547 52,00+4,636 21,60+4,929
Trat. Continuo 150mg/kg/d!a 30,400,547 50,40+6,804 20,00+7,211
250mg/kg/dia 30,60+0,547  47,60+4,722 17,00+4,743
350mg/kg/dia  30,60+0,547  45,40+4,393 14,80+4,494

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Valores expressos em gramas (g) da média +
desvio padrdo da média.
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3.2. Mortalidade

A mortalidade observada entre 0o numero de animais dos diferentes ensaios, esta
apresentada na tabela 3. Foi observada no pré-tratamento duas mortes para concentracdo de
50 mg/kg/dia, que ocorreram logo apdés a administracdo da 1,2-dimetihidrazina (DMH)
(n=2/5) e uma morte no pds-tratamento, concentracdo de 350 mg/kg/dia, um dia antes da
eutanasia (n=1/5). Em momento algum foi observado sinais de toxicidade nos animais
tratados com as diferentes concentracdes de extrato nebulizado de X. americana L.e tampouco
no grupo controle negativo (CN). J& para os animais do controle positivo (CP), foi observado,
apos a administracdo da DMH, excitabilidade para todos os individuos testados com essa
droga.

Tabela 3: Mortalidade de camundongos Mus
musculos  tratados com as  diferentes
concentracdes testadas do extrato nebulizado de
Ximenia americana L.

Ensaios Concentragdes Mortatalidade
CN 0/5
Controles cp 0/5
50 mg/kg/dia 2/5
. 150 mg/kg/dia 0/5
Pre- tratamento 250 mgkg/dia 0/5
350 mg/kg/dia 0/5
50 mg/kg/dia 0/5
o 150 mg/kg/dia 0/5
Trat. Simultaneo 250 mgkg/dia 0/5
350 mg/kg/dia 0/5
50 mg/kg/dia 0/5
. 150 mg/kg/dia 0/5
Pos- Tratamento 250 mgkg/dia 0/5
350 mg/kg/dia 1/5
50 mg/kg/dia 0/5
. 150 mg/kg/dia 0/5
Trat. Continuo 250 mgkg/dia 0/5
350 mg/kg/dia 0/5

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Morte
de 2 animais no ensaio de pré-tratamento na
concentracdo de 50mg/kg/dia e 1 animal no ensaio de
pos-tratamento na concentracdo de 350mg/kg/dia.



Artigo 3 89

3.3. Avaliacdo macroscépica e peso relativo dos 6rgaos
Pela avaliacdo macroscopica dos 6rgdos, foi observado um animal com testiculo

muito pequeno, em relacdo ao restante do grupo e ao CN no ensaio de tratamento simultaneo,
concentracdo de 50 mg/kg/dia. Porém, a diminuicdo encontrada neste individuo ndo interferiu

na avaliacdo estatistica, quando comparado ao CN (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeito do extrato nebulizado de cascas de Ximenia americana L. nos diferentes ensaios, sob o peso relativo dos 6rgaos de camundongos
Mus musculus, apds o periodo de experimentacdo

Ensaios

Concentragoes

Baco Coracao

Figado Pancreas Pulmbes Rins Testiculo Tiredide

Controles

CN
CP

0,0028+0,0010 0,0040+0,0012
0,0030+0,0007 0,0042+0,0004

0,0380+0,0044 0,0042+0,0004 0,0046+0,0005 0,0100+0,0000 0,0040+0,0012 0,0050+0,0012
0,0360+0,0054 0,0046+0,0008 0,0056+0,0008 0,0100+0,0000 0,0048+0,0008 0,0060+0,0005

Pré-Tratamento

50mg/kg/dia
150mg/kg/dia
250mglkg/dia
350mgkg/dia

0,0028+0,0005 0,0040+0,0000
0,0032+0,0008 0,0034+0,0005
0,0032+0,0008 0,0042+0,0004
0,0038+0,0004 0,0044+0,0005

0,0366+0,0057 0,0046+0,0015 0,0046+0,0005 0,0100+0,0000 0,0056+0,0020 0,0060+0,0010
0,0286+0,0151 0,0034+0,0013 0,0044+0,0005 0,0100+0,0000 0,0046+0,0005 0,0056+0,0008
0,0400+0,0000 0,0042+0,0008 0,0050+0,0007 0,0100+0,0000 0,0052+0,0008 0,0056+0,0005
0,0400+0,0000 0,0048+0,0017 0,0056+0,0005 0,0100+0,0000 0,0056+0,0011 0,0064+0,0008

Trat. Simultaneo

50mg/kg/dia
150mg/kg/dia
250mglkg/dia
350mglkg/dia

0,0032+0,0008 0,0042+0,0004
0,0032+0,0008 0,0046+0,0008
0,0034+0,0015 0,0046+0,0008
0,0032+0,0004 0,0040+0,0007

0,0380+0,0044 0,0044+0,0005 0,0066+0,0019 0,0100+0,0000 0,0046+0,0008 0,0056+0,0011
0,0400+0,0000 0,0044+0,0005 0,0052+0,0004 0,0100+0,0000 0,0058+0,0010 0,0058+0,0008
0,0340+0,0054 0,0046+0,0008 0,0040+0,0017 0,0100+0,0000 0,0050+0,0007 0,0062+0,0004
0,0360+0,0054 0,0044+0,0005 0,0052+0,0008 0,0100+0,0000 0,0058+0,0023 0,0074+0,0020

Pés-Tratamento

50mg/kg/dia
150mgkg/dia
250mglkg/dia
350mgkg/dia

0,0024+0,0005 0,0038+0,0004
0,0028+0,0004 0,0044+0,0005
0,0032+0,0004 0,0040+0,0006
0,0042+0,0012 0,0037+0,0005

0,0360+0,0054 0,0046+0,0008 0,0048+0,0004 0,0100+0,0000 0,0050+0,0044 0,0062+0,0008
0,0380+0,0044 0,0046+0,0011 0,0050+0,0000 0,0100+0,0000 0,0046+0,0005 0,0066+0,0019
0,0340+0,0054 0,0042+0,0004 0,0050+0,0010 0,0100+0,0000 0,0044+0,0005 0,0080+0,0027
0,0450+0,0100 0,0042+0,0005 0,0050+0,0008 0,0100+0,0000 0,0047+0,0005 0,0075+0,0028

Trat. Continuo

50mg/kg/dia
150mgkg/dia
250mglkg/dia
350mgkg/dia

0,0034+0,0015 0,0044+0,0008
0,0034+0,0015 0,0042+0,0016
0,0036+0,0018 0,0042+0,0016
0,0029+0,0004 0,0040+0,0000

0,0360+0,0054 0,0050+0,0012 0,0050+0,0007 0,0100+0,0000 0,0056+0,0026 0,0060+0,0023
0,0380+0,0148 0,0054+0,0015 0,0056+0,0013 0,0100+0,0000 0,0060+0,0023 0,0060+0,0014
0,0360+0,0054 0,0050+0,0012 0,0052+0,0013 0,0100+0,0000 0,0048+0,0016 0,0064+0,0008
0,0340+0,0054 0,0042+0,0008 0,0046+0,0005 0,0100+0,0000 0,0048+0,0004 0,0054+0,0011

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Valores expressos em gramas (g) da média + desvio padréo.
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3.4. Avaliacdo do potencial anticarcinogénico e quimiopreventivo do extrato
nebulizado de X. americana L. para cancer de célon de camundongos Mus musculus

Para a analise de anticarcinogenicicdade e de quimioprevencdo doextrato nebulizado
de X. americana L., foram analisados os intestinos dos animais experimentados, quanto a
presenca de focos de criptas aberrantes (FCA). Para esta andlise, foi avaliado,
microscopicamente, o intestino grosso, porcdo colorretal, de todos os grupos tratados e dos
grupos controle (CN e CP).

Nesta analise, foram considerados os danos referentes ao aparecimento de FCA,
subdivididos em focos com <3 CA e >3 CA. O nimero encontrado nesses parametros e a
média total de FCA foram comparados estatisticamente com os resultados obtidos no CP,
grupo este que recebeu a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) com reconhecida agdo carcinogénica
(Tabela 5). Quando os grupos tratados foram comparados com grupo CP, foi observada uma
diminui¢do significativa de FCA <3, para os tratamentos CN; Pré-tratamento, nas
concentragdes de 150 e 250 mg/kg/dia; Tratamento Simultaneo, na concentracdo de 50
mg/kg/dia e Tratamento continuo, na concentra¢do de 350 mg/kg/dia. Para FCA>3, foram
observadas diminui¢do significativa para os tratamentos CN; Pré-tratamento, na concentracdo
de 350 mg/kg/dia; Pos tratamento, na concentracdo de 50 mg/kg/dia e Tratamento continuo,
nas concentracdes de 250 e 350 mg/kg/dia. Quando a média total de FCA (grupo tratado e
CN) foram comparadas com os resultados do CP, foi observada uma diminui¢io
estatisticamente significativa para os tratamentos CN, Pré-tratamento, nas concentracdo de
150, 250 e 350 mg/kg/dia; Tratamento simultdneo, nas concentracdes de 50, 150 e 350
mg/kg/dia; ,Pds-tratamento na concentracdo de 50 e 150 mg/kg/dia e Tratamento continuo, na
concentracdo de 350 mg/kg/dia.

A porcentagem de reducdo de danos do extrato nebulizado de X. americana
L.corroboram com o resultado encontrado na média total de FCA, citados acima. Nesta
analise, foi possivel encontrar uma reducdo de danos no Pré-tratamento de 98,33 % na
concentracdo de 150 mg/kg/dia, 94,16% na concentragdo de 250 mg/kg/dia e 75 % na
concentracdo de 350 mg/kg/dia; Tratamento simultaneo de 85,00 % na concentracdo de 50
mg/kg/dia, 75,00 % na concentragdo de 150 mg/kg/dia e 75,83% na concentracdo de 350
mg/kg/dia; no Pos-tratamento a reducdo foi de 80,00% na concentracdo de 50 mg/kg/dia e
77,50 % na concentracdo de 150 mg/kg/dia e no Tratamento continuo de 87,50 % na

concentracédo de 350 mg/kg/dia.



Artigo 3

92

Tabela 5: Efeito anticarcinogénico e quimiopreventivo do extrato nebulizado de X.
americana L., avaliado pelo ensaio de indugdo de Focos de Criptas Aberrantes
(FCA) em porcao colorretal do intestino de camundongos Mus musculus

] Média de FCA
Ensaios Concentrag0es edade Total %RD
<3 >3
Controles CN 9,60+5,32"  0,00£0,00”°  4,80+532" -
CP 30,2+7,22 3,40+3,90 16,8+15,1 _
50 mg/kg/dia 15,0+4,35 0,66+0,57 7,83+8,32 74,75
, 150 mg/kg/dia 9,60+5,17" 5,96+0,55 5,00+5,96 98,33
Pré- tratamento . . .
250 mg/kg/dia 10,6+7,86 0,40+0,50 5,50+7,51 94,16
350 mg/kg/dia 15,6+12,4 0,000,007  7,80+12,4" 75,00
50 mg/kg/dia 12,6+7,16" 0,60+0,89 6,60+7,94 85,00
o 150 mg/kg/dia 15,4+8,96 0,20+0,40 7,80+9,99* 75,00
Trat. Simultaneo .
250 mg/kg/dia 20,2+11,9 1,80+1,70 11,0+12,6 48,33
350 mg/kg/dia 15,2+9,78 0,20+0,44 7,70+£9,79° 75,83
50 mg/kg/dia 14,2+5 40 0,20+0,44""  7,20+8,22" 80,00
) 150 mg/kg/dia 13,4+7,23 1,60+2,00 7,50+7,98° 77,50
Pos-Tratamento .
250 mg/kg/dia 18,8+5,40 0,80+0,44 9,80+10,1 58,33
350 mg/kg/dia 22,7+4,42 1,00+1,40 11,9+12,0 41,08
50 mg/kg/dia 17,6+18,1 0,60+0,80 9,10+15,0 64,16
. 150 mg/kg/dia 21,8+16,0 0,40+0,54 11,1+15,5 47,50
Trat. Continuo . .
250 mg/kg/dia 20,8+8,37 0,00+0,00 10,4+12,3 53,33
350 mg/kg/dia 12,4+10,2" 0,20+0,44""  6,30+9,89" 87,50

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo;

(Anova/Dunnet); ~ significativo quando comparado ao CP (Kruskal-Wallis); p < 0,05.

" significativo quando comparado ao CP

3.5. Avaliacdo dos efeitos do extrato nebulizado de X. americana L. sobre células

sanguineas dos camundongos Mus musculus

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na contagem diferencial de

leucdcitos, quando os resultados dos animais tratados com o extrato nebulizado de X.

americana L.foram comparados com o CN (Tabela 6 e 7).



Artigo 3 93

Tabela 6: Efeitos de diferentes concentraces do extrato nebulizado de Ximenia
americana L., sobre células sanguineas da 1° coleta, 24 horas antes do
inicio do experimento, por meio do teste de contagem diferencial de
leucdcitos

Parametros Linfocitos Neutrofilos Mondcitos Eosindfilos Basofilos

Ensaios Val. DEReT 76 g005  20-30%  0-2%  0-7%  0-1%
Concentragoes
Controles CN 76,8+4,86 23,2+4,38 1,40+1,34 1,00+2,23 0,60+1,34
CP 78,6£16,3 19,0141 1,00+1,22 0,80+0,83 0,60+0,89

50mg/kg/dia  71,4+6,46 27,0£6,16 1,60+1,14 1,00+1,00 0,20+0,44
150mg/kg/dia  71,4+9,86 26,2+9,01 0,60+0,89 0,60+0,89 0,80+1,09
250mg/kg/dia  79,6+8,87 19,2+8,78 1,60+0,89 0,40+0,54 0,20+0,44
350mg/kg/dia 80,0+7,96 17,8+6,68 1,00+1,73 0,80+1,78 0,20+0,44

Pré-Tratamento

50mg/kg/dia  76,2+15,5 20,6+13,1 1,00+0,70 1,40+1,14 0,20+0,44
150mg/kg/dia  74,8+9,88 20,2+5,31 0,80+1,30 0,20+0,44 0,20+0,44
250mg/kg/dia  71,0+7,31 28,0+6,04 0,20+0,44 0,80+1,30 0,00+0,00
350mg/kg/dia 75,0+13,8 23,0+11,6 1,20+1,78 0,80+1,30 0,20+0,44

Trat. Simultaneo

50mg/kg/dia  82,0£7,71 16,2+6,41 2.00+0,44 1,40+2,07 0,40+0,54
150mg/kg/dia  82,6+7,19 15,6+6,22 1.20+1,78 1,00+1,00 0,00+0,00
250mg/kg/dia 79,0+10,4 18,0+6,96 2.00+3,39 1,00+0,70 0,20+0,44
350mg/kg/dia 79,0+15,5 18,0+6,96 2.00+3,39 1,00+0,70 0,20+0,44

P64s-Tratamento

50mg/kg/dia 78,2155 19,6+14,2 1,40+1,51 1,00+1,00 0,40+0,54
150mg/kg/dia  76,6+13,0 20,6+10,8 1,60+1,40 1,60+3,04 0,00+0,00
250mg/kg/dia  77,8+11,4 20,8+10,8 0,60+1,34 1,00+1,00 0,20+0,44
350mg/kg/dia  85,8+5,16 12,6+4,50 0,20+0,40 1,40+1,51 0,00+0,00

Trat. Continuo

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Val. de ref.: valor de referéncia.
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Tabela 7: Efeitos de diferentes concentragdes do extrato nebulizado de Ximenia
americana L., sobre células sanguineas, da 2° coleta, apds 24 h da ultima
administracdo, antes da eutanasia, avaliadas pela contagem diferencial de
leucdcitos

Parametros Linfécitos Neutréfilos Mondcitos Eosindfilos Basofilos

Ensaios Val. De Ref. 70-80%  20-30% 0-2% 0-7% 0-1%
Concentracoes
Controles CN 78,4+10,6 19,8+10,4 1,00+1,22 0,40+0,89 0,40+0,54
CP 78,0+2,44 20,8+2,16 1,60+1,67 0,40+0,54 0,00+0,00

50mg/kg/dia  80,6+50,9 16,3+2,30 1,00+1,00 0,66+0,57 0,66+0,57
150mg/kg/dia  82,6+5,77 15,6+6,42 1,20+0,83 0,60+0,54 0,20+0,44
250mg/kg/dia  78,2+10,0 20,2+30,0 0,80+0,83 0,80+1,09 0,00+0,00
350mg/kg/dia 77,8+7,91 18,6536 1,80+1,48 1,80+1,64 0,00+0,00

Pré-Tratamento

50mg/kg/dia  80,6+4,21 17,2+4,14 0,80+1,30 1,40+1,67 0,20+0,44
150mg/kg/dia  75,8+16,3 20,8+16,0 1,40+1,14 1,40+0,89 0,60+0,54
250mg/kg/dia  76,8+3,27 21,0£2,82 1,20+1,94 0,80+0,44 0,40+0,54
350mg/kg/dia  85,0+7,48 13,4+7,70 3,80+4,26 0,20+0,44 0,20+0,44

Trat. Simultaneo

50mg/kg/dia  76,8+5,01 20,4+3,91 2,00+1,87 0,60+0,89 0,40+0,89
150mg/kg/dia  77,6%13,7 19,6%¥11,7 1,00£0,81 0,60+0,54 0,00+0,00
250mg/kg/dia  73,6%£6,97 21,4+6,38 1,60+1,14 1,40+0,89 0,20+0,44
350mg/kg/dia  72,8+10,3 17,5+6,35 1,00+0,81 0,25+0,50 0,25+0,50

Pés-Tratamento

50mg/kg/dia  81,0+6,97 25,2+9,28 1,60+1,34 0,40+0,54 0,00+0,00
150mg/kg/dia  77,6%£8,53 20,2+5,71 0,60+0,89 1,20+1,30 0,60+1,34
250mg/kg/dia  74,2+8,43 24,0+7,24 1,00+1,00 1,00+0,70 0,00+0,00
350mg/kg/dia 75,6x7,76 22,8+7,98 0,80+1,30 0,80+0,83 0,20+0,44

Trat. Continuo

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Val. de ref.: valor de referéncia.

4. Discussao e Concluséo

O Cancer colorretal € a terceira causa de morte entre os diferentes tipos de cancer
em todo o mundo (WHO, 2018). Seus fatores etioldgicos sdo multiplos e, recentemente, a
composigdo da microbiota intestinal tem sido apontada como mais um fator de risco para o
desenvolvimento desse tipo de patologia (WU et al., 2013). Com isto, acredita-se que alguns
alimentos ou plantas medicinais possam ser capazes de modular, positivamente, a
composicao desta microbiota.

O cancer de colon pode ser induzido, em roedores, por diversos carcindégenos
quimicos diretos e indiretos (CARLI, 2011). A DMH (1,2-dimetilhidrazina) é uma
substancia carcinogénica que se liga diretamente ao DNA (NEWELL e HEDDLE, 2004;

TANAKA, 2009), por isso utilizada em ensaios de carcinogenicidade. Essa droga,
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considerada um carcindégeno completo, por induzir tanto a etapa de iniciagdo como de
promocdo, possui alta especificidade para o c6lon de vérias espécies de roedores (NEWELL
e HEDDLE, 2004, TANAKA, 2009; FEMIA, 2010). E um dos carcinégenos mais utilizados
em experimentacdo, devido a sua alta taxa de inducdo de tumores, que pode aparecer apos
uma dose Unica ou com uma série de pequenas doses semanais (KAMALEESWARI et al.,
2006). Sua ativacdo metabolica ocorre no figado, via CYP 2E1, e seus metabolitos sdo
transportados, via sangue ou bile, para o intestino grosso, que € o principal alvo de sua agédo
(TANAKA, 2009). Os produtos do metabolismo da DMH induzem a formacao de adutos de
grupos metil, que agem provocando mutagdes de ponto no DNA, separacdo aberrante de
cromatides irmds e inducdo de apoptose no célon, aumentando a proliferacdo de colondcitos
(NEWELL e HEDDLE, 2004). Existem muitas similaridades entre os tumores humanos e 0s
induzidos pela DMH, como, por exemplo, a cinética da proliferacdo celular (TANAKA,
2009). O modelo de cancer de cdlon induzido pela DMH € considerado o mais indicado para
se avaliar o potencial de um agente quimiopreventivo (CORPET e PIERRE, 2005).

As criptas aberrantes foram primeiramente descritas por Bird (1987), para célon de
roedores tratados com carcindgenos quimicos. Elas podem ser identificadas na mucosa do
célon, como sendo criptas mais largas, espessas e mais escuras que as demais criptas
intestinais, podendo ser Unicas ou em forma de focos (TUDEK et al., 1989). Essas alteragdes
sdo observadas, com muita frequéncia, no célon médio e distal, tanto em roedores como em
seres humanos acometidos pela polipose ou cancer de célon, sendo entdo consideradas como
precursoras da carcinogénese de célon (DI GREGORIO et al., 1997; RODRIGUES et al.,
2002; PRETLOW, 1991; ALRAWI, 2006). Os focos contendo quatro ou mais criptas
aberrantes (FCA) de alta multiplicidade, sdo preditivos de uma eventual formacdo de tumor
(TERZIC et al., 2010).

O extrato nebulizado de cascas de X. americana L.conseguiu reduzir a formacdo de
FCA gerados pela DMH na porcdo colorretal do intestino grosso de camundongos, nos
diferentes periodos testados e nas diferentes concentracbes em que foram expostos. No pré-
tratamento, onde os animais recebiam as diferentes concentragoes do extrato nebulizado de
X. americana, antes da inducdo da carcinogénese colorretal pela DMH, houve uma reducéo
de danos, estatisticamente significativa, em trés das quatro concentracfes testadas, sendo
mais eficaz nas mais altas concentracdes (150, 250 e 350 mg/kg/dia), cujas reducbes foram
de 98,33, 94,16 e 75,00 %, respectivamente. Com esses resultados, podemos concluir que o

extrato nebulizado de X. americana L.nas concentra¢Oes testadas, conseguiu proteger o



Artigo 3 96

intestino do dano ocasionado pela DMH. No tratamento simultineo, onde o DMH foi
administrado junto ao extrato nebulizado de X. americana L., também houve promogdo de
reducdo do percentual dos danos, sendo mais eficaz nas concentracBes de 50, 150 e 350
mg/kg/dia, cujas reducdes foram de 85,00, 75,00 e 75,83 %, respectivamente. Por esses
resultados, podemos concluir, para estas concentracOes testadas, que o extrato nebulizado de
X. americana apresentou um efeito quimiopreventivo contra 0 DMH. No pos-tratamento,
onde o extrato nebulizado de X. americana L.foi administrado nos animais, ap6s a indugéo
da carcinogénese colorretal (DMH), houve uma reducdo de danos mais eficaz nas
concentragdes de 50 e 150 mg/kg/dia, o que correspondeu a 80,00 e 77,50 %,
respectivamente. Neste caso, também podemos concluir que, nestas concentragdes testadas, 0
extrato nebulizado de X. americana L.conseguiu reparar 0 dano ocasionado pela DMH. No
tratamento continuo, onde o extrato nebulizado de X. americana L.foi administrado por todo
periodo experimental, houve uma reducdo dos danos maior para a concentracdo de e 350
mg/kg/dia, reduzindo 87,50 % deles, com esse resultado, podemos concluir que, quando o
extrato nebulizado de X. americana L.foi administrado por um periodo crénico, a reducdo de
danos ocorreu apenas na maior concentracdo testada. Sendo assim, diante de todos os
resultados de reducdo de danos promovidos pelo DMH, obtidos nos tratamentos de
anticarcinogenicidade realizados, o extrato nebulizado de X. americana L.teve um excelente
efeito quimiopreventivo, para a carcinogénese colorretal.

Esse efeito quimiopreventivo pode estar associado com composi¢do quimica do
extrato nebulizado de X. americana L. Estudos fitoquimicos realizados com o extrato
nebulizado de X. americana L., detectaram a presenca de polifendis, taninos condensados e
flavonoides como acido galico, epicatequina, catequina, quercetina, ligninas, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, naftoguinonas, triterpenos e esteroides. Também foram
encontradas quantidades pequenas de alcaldides, saponinas e tanino hidrolisavel.
(BRANDAO et al, 2014; ARAGAO et al., 2018; SANTANA et al., 2018). Uchda et al.
(2016), em seus estudos com o mesmo extrato, também encontraram uma alta atividade
antioxidante, que os autores associam a presenca de polifendis no extrato. A atividade
benéfica desses diferentes compostos presentes em plantas ja € bem descritos na literatura. O
acido galico, por exemplo, um componente encontrado em maior abundancia no presente
extrato, apresenta forte acdo antioxidante (KIM et al., 2002), anti-inflamatéria (KROES e
VAN DEN BERGER, 1992; YADAV et al., 2018), antimutagénica (GICHNER et al., 1987)
e antitumoral (LOCATELLI et al., 2013). Com relacdo & atividade antitumoral, o acido
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gélico tem demonstrado também atividade citotdxica seletiva, afetando, principalmente, as
células tumorais e ndo as linhagens celulares normais (SERRANO et al., 1998; YOSHIOKA
et al., 2000).

Os animais tratados com o extrato nebulizado de cascas de X. americana L., 0s do
grupo CN e CP tiveram um alto ganho de peso, durante as 12 semanas de experimento, 0 que
significa que esse ganho ndo foi induzido pelo extrato estudado, uma vez que os resultados
entres esses grupos ndo mostraram, quando avaliados estatisticamente ao CN, diferencas
significativas. Na avaliacdo macroscopica dos orgdos, foi observado no grupo de tratamento
simultdneo (concentracdo de 50 mg/kg/dia) um animal com testiculo muito pequeno, em
relacdo aos outros animais do seu grupo e do CN. A diminuicdo de testiculos de ratos Wistar
foi também encontrada por Abubakar e Salka (2011), quando esses autores avaliaram o extrato
de X. americana. Como o0 peso relativo dos o6rgdos dos grupos tratados ndo foi
estatisticamente diferente, do grupo CN, podemos inferir que o extrato nebulizado de X.
americana L., nos periodos testados, ndo produziu efeito tdxico nos érgaos avaliados de
camundongo M. musculus. Desta forma, como ndo foram observados alteracdes desses
parametros nos animais tratados com o extrato estudado, podemos afirmar que esse extrato
ndo apresenta potencial toxico.

A contagem diferencial de leucocitos ndo apresentou resultado estatisticamente
significativo, nas duas coletas realizadas, quando comparadas com os dados do CN. Esses
resultados corroboram com os encontrados na avaliacdo da anticarcinogenicidade colorretal,
onde o extrato nebulizado de X. americana L.ndo induziu carcinogenicidade nos animais
tratados, ou foi capaz de reparar os efeitos inflamatorios ocasionados pela DMH no intestino
desses animais. A resposta imune e o estado inflamatdrio subsequente séo regulados por uma
interacdo complexa entre o proprio organismo e o seu microbioma hospedeiro (micrébios
residentes). Desregulacdo da resposta imune e disbiose (desequilibrio no hospedeiro
microbioma), isoladamente ou em combinacdo, pode levar a uma resposta inflamatoria
(SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Acredita-se que a disbiose desempenha um papel
importante em doencas relacionadas a 6rgdos como o intestino (JOHNSTON, 2017). Fatores
ambientais, tais como a dieta, tém sido relatada como capazes de desenvolver inflamacgao
intestinal (HAMMER et al., 1990; RATH et al., 1996). No intestino, as manifestacdes
microscopicas do estado inflamatorio incluem liberagéo e recrutamento de fatores, como as
numerosas células do sistema inato e adaptativo do sistema imunoldgico, citocinas e
prostaglandinas (SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Essa continuagdo impropria do estado
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inflamato6rio pode levar a carcinogénese colorretal (COUSSENS, 2002). O microambiente
tumoral inflamatdrio é considerado uma caracteristica chave para o estabelecimento do
cancer ou para a sobrevivéncia de células cancerigenas (HANAHAN e WEINBERG, 2011).
Estudos mostram que em lesBes pré-neoplasicas de cancer de colon ha um aumento dos
niveis da ciclooxigenase-2, enzima que catalisa a producdo de prostaglandinas associadas ao
processo inflamatério, enquanto a redugdo dos niveis dessa enzima apresenta um efeito
preventivo contra o desenvolvimento de céancer de cdlon (OSHIMA et al., 1996;
KAWAMORI et al., 1998).

Até o presente momento ndo se tem na literatura estudos sobre o efeito
quimiopreventivo em c6lon de animais, avaliados pela reducdo da formagdo de FCA. Assim,
sendo FCA a primeira alteracdo observada no célon que pode resultar em cancer colorretal, a
formacdo de uma Unica célula pré-neoplasica, denominada de cripta aberrante (CA), pode
progredir para um conjunto de lesGes pré-neoplésicas (FCA), que sdo consideradas
marcadores do cancer de célon e muito utilizados em estudos experimentais de
quimioprevencdo (CORPET e PIERRE, 2005; FEMIA, 2010).

Alguns estudos foram realizados com diferentes tipos de extratos de X. americana
L., obtidos de diferentes partes da planta em algumas linhagem celulares de cancer. Voss et
al,. (2006) avaliaram o efeito do extrato aquoso de X. americana L.em células de cancer de
célon de rato (CC531) e observou uma atividade antineoplasica para o extrato. Os estudos
desenvolvidos por Kabran et al., (2017) como o extrato hidroacetdnico de X. americana
L.revelaram um efeito anticarcinogénico para linhagens celulares cancerigenas, com um
resultado bastante positivo para a linhagem de intestino humano (CaCo-2). Os autores ainda
destacam que esse efeito deve ser devido a presenca de compostos fendlicos presentes no
extrato, tais como taninos e flavonoides. Le et al., (2012) encontrou efeito antioxidante em
extrato etandlico das folhas de X. americana L.em inibidores de xantina oxidase e 15-
Lipoxigenase, sendo um promissor preventivo de doencas isquémicas, cardiovasculares e
inflamatorias. Os autores acreditam que esses efeitos anti-inflamatérios sejam devido aos
compostos fenolicos presentes no extrato estudado, tais como, flavondides, taninos, acido
galico, glicosidios cardioténicos e quercetina.

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato nebulizado de X. americana,
L.encontraram polifendis como taninos condensados, flavonoides, acido gélico, epicatequina,
catequina, quercetina, liganinas, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas,

triterpenos e esterdides, e quantidades pequenas de alcalGides, saponinas e tanino
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hidrolisavel. (MAIKAI et al., 2008; BRANDAO et al, 2014; ARAGAO et al., 2018;
SANTANA et al., 2018). Pelos componentes quimicos presentes no extrato nebulizado de X.
americana L. e pelos efeitos positivos registrados neste estudo, quanto a
anticarcinogenicidade do extrato e a ndo toxicidade do mesmo para camundongos,
acreditamos que os compostos fenodlicos presentes neste extratos conferem ao mesmo um
potencial quimioprotetor e quimiopreventivo, que minimizam efeitos adversos de compostos

carcinogénicos, como o0 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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