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RESUMO 

 

 

Ximenia americana L., conhecida no popularmente no Brasil como ameixa-do-mato, ameixa-

brava ou ameixa-do-sertão. É pertencente a família 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 crônica, bem como seus efeitos 

ainda não reportados na literatura como potencial citotóxico, mutagênico em células da 

medula óssea através do ensaio de micronúcleo, sua resposta imunológica em leucócitos 

circulantes através do ensaio de contagem diferencial de leucócitos e o efeito carcinogênico 

e/ou anticarcinogênico em câncer colorretal induzido pela 1,2-dimetilhidrazina (DMH) em 

organismos teste camundongos Mus musculus. Na avaliação da toxicidade aguda de acordo 

com as orientações do guia OECD 423/2001, nenhuma toxicidade grave ou mortalidade foram 

observadasnas concentrações de 50, 150, 250, 500 e 2000 mg/kg, classificando o extrato com 

baixa toxicidade, foi observado uma diminuição significativa na massa relativa dos órgãos 

como: coração, fígado, pulmão, rins, testículos e tireóide. Estes resultados podem estar 

relacionados aos constituintes fitoquímicos tais como com potencial pró-oxidantes presentes 

no extrato como flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides, e terpenoides que em altas 

concentrações podem levar á danos oxidativos. À partir desse estudo foram selecionadas três 

concentrações para o teste de toxicidade subaguda (150, 250 e 350 mg/kg/dia), de acordo com 

orientações OECD 407/2008 não foram observados sinais de toxicidade aos animais, 

tampouco efeito citotóxico ou mutagênico pelo ensaio de micronúcleo em medula óssea de 

camundongos Mus musculusseguindo o guiaOECD 474/2016. A toxicidade crônica do extrato 

nebulizado de X. americana L. foi avaliada com base no protocolo do guia OECD 452/2009, 

nas concentrações de 50,150, 250 e 350 mg/kg, não foi observado sinais de toxicidade ou 

possível potencial citotóxico e mutagênico de acordo com o guia OECD 474/2016. Na 

avaliação do efeito quimioprotetor e quimiopreventivo do extrato nebulizado de X. americana 

L. em células da linhagem branca tais como os leucócitos não demonstraram alterações no 

processo inflamatório, foi possível observar uma diminuição na formação de FCA (lesões pré-

neoplásicas) consideradas como marcadores do câncer de cólon, o extrato testado neste estudo 

teve uma ação quimioprotetora e quimiopreventiva no câncer colorretal induzido pelo 

DMH.Acredita-se que esse efeito seja devido aos constituintes fitoquímicos presentes neste 

extrato, tais como taninos condensados, flavonoides, ácido gálico, epicatequina, catequina, 

quercetina, liganinas, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e 

esteroides, já que muitos desses fitoquímicos são reportados na literatura científica como de 

ação anticancerígena. 

 

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-sertão. 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. INTRODUÇÃO 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 

país (PAGOTTO et al.,2006) e ocupa cerca de 23 % do território brasileiro. Na Caatinga do 

Nordeste brasileiro, especialmente na região semiárida, as plantas são amplamente utilizadas 

na medicina popular, tendo papel significativo para tratamento de doenças em áreas rurais e 

urbanas (SANTOS, 2009). Porém, o uso baseado apenas em conhecimento empírico, não 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 razão, possuem contraindicações, quanto ao seu uso. Assim, antes que um extrato 

vegetal seja administrado como medicamento, ele necessita passar por certificações que 

comprovem a sua qualidade e segurança e também por padronização de seu uso 

(MAGALHÃES, 2015). O desconhecimento sobre os possíveis efeitos adversos dos extratos 

vegetais, pode proporcionar sérias consequências à saúde 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-sertão (SILVA et al., 2008), pertence a família 

Olacaceae (BRASILEIRO et al., 2008). As cascas do caule desta planta vêm sendo usadas na 

medicina popular, contra esquistossomose, febres, diarreias e dores de dente (BURKILL, 

1997); micoses (BURKILL, 1997; MORAIS et al., 2005); ulcerações lepróticas 

(OGUNLEYE e IBITOYE, 2003); ferimentos e falta de ar (FRANCO e BARROS 2006); 

gastrite, infecção de garganta, corrimento vaginal (ALVES et al., 2007); inflamação e prisão 

de ventre (ROQUE et al., 2010); inflamação do útero e ovários, cicatrizante, limpeza do útero, 

limpeza do sangue, aborto, anemia, úlcera estomacal, câncer, infecção urinária, coceira, 

feridas, queimaduras (OLIVEIRA et al., 2010). Diferentes formulações e diferentes partes da 

X. americana, como casca do caule, as raízes, folhas e fruto, têm também sido reportada na 

literatura como de ação antimalárica (BENOIT et al., 1996; TRAORÉ et al., 2015; 

SULEMAN et al., 2018); antiviral para o vírus 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 (KONÉ et al., 2004); 

anticancerígena (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); 

antiparasitária (MAIKAI, 2011); anti-inflamatória (OLABISSI et al., 2011; SHETTAR et al., 

2015; SILVA-LEITE et al., 2018); antidiabética (SHETTAR et al 2017); gastroprotetora 

(ARAGÃO et al., 2018; PANTOJA et al., 2018) e antiedematogênica (OGUNLEYE e 

IBITOYE, 2003;  FERNANDES et al., 2017). 

Análise fitoquímica do extrato da casca do caule de X. americana mostrou que este 

material apresenta polifenois, taninos e flavonoides, tais como, ácido gálico, catequina e 

quercetina (SANTANA et al., 2018), altos teores de glicosídeos cardiotônicos, taninos, 

alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas e terpenoides (MAIKAI et al., 2010; 

JAMES et al. 2007) e carboidratos (JAMES et al. 2007). Estes compostos são reportados na 

literatura como de ação quimiopreventiva contra o câncer e doenças cardíacas (BASKARAN 

et al., 2016), para diabetes e Alzheimer (KRISHNAIAH et al., 2011; KOLNIAK-OSTEK e 

OSZMIANSKI, 2015). 

Considerando os efeitos descritos na literatura e os componentes químicos 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 crônica; potencial citotóxico e mutagênico, sobre 

células da medula óssea, por meio do ensaio do micronúcleo; resposta imunológica em 

leucócitos circulantes, pelo ensaio de contagem diferencial de leucócitos; efeitos 

carcinogênicos e anticarcinogênicos em tecido colorretal, após indução por 1,2-

dimetilhidrazina (DMH). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Plantas medicinais 

A prática do uso de produtos derivados de plantas e o conhecimento acerca desta 

aplicação para fins terapêuticos vêm sendo passado de geração a geração. Assim, as 

comunidades humanas têm utilizado, por milênios, muitas plantas medicinais como estratégia 

para tratar ou prevenir doenças (QUINTANS et al., 2002; CORRÊA e ALVES, 2008).   

A OMS define planta medicinal como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou 

mais de seus órgãos, substâncias que possam ser utilizadas para fins terapêuticos. Para esta 

organização, cerca de 80 % da população 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 são utilizadas com a finalidade de auxiliar ou substituir as 

terapias convencionais no tratamento de diversas doenças. Os vegetais utilizados na medicina 

popular brasileira têm a sua manipulação realizada de forma artesanal e empírica, sem estudo 

científico adequado. As práticas populares comuns de consumo de plantas medicinais, 

principalmente nas pequenas cidades do Norte e do Nordeste brasileiros, se dão por meio de 

preparos de unguentos, de chás e infusões, consumidos via oral ou usados em inalações e em 

banhos de assento, (VENÂNCIO, 2006).  

 As plantas usadas na medicina popular devem ainda ser avaliadas, quanto ao 

risco/benefício do uso, por meio de estudos farmacodinâmicos e toxicológicos (FARIAS, 

2007). Apesar do avanço atual das pesquisas nas áreas da farmacologia, o consumo de 

substâncias derivadas de plantas deve ser monitorado, quanto aos efeitos tóxicos dessas 

substâncias, no sentido de alertar a população sobre os seus possíveis riscos à saúde 

(BAGATINI et al. 2007). De acordo com Simões et al. (2004), o consumo de plantas 

medicinais requer atenção, pois várias plantas brasileiras ainda não foram suficientemente 

estudadas, no que se refere ao seu potencial toxicológico e ou mutagênico.  

 Muitos fármacos modernos são desenvolvidos a partir de produtos naturais. Estima-se 

que, aproximadamente 40% dos medicamentos disponíveis hoje no mercado farmacêutico, 

foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de fontes naturais e destes, 25% são 

provenientes de plantas medicinais (CALIXTO, 2001). O mercado da terapia à base de
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plantas medicinais movimenta em nosso país cerca de R$ 500 milhões, enquanto que na 

Europa e EUA, o movimento em 2000, foi de 8,5 e 6,3 bilhões respectivamente (SCHENKEL 

e SIMÕES 2003).  

Os efeitos colaterais das drogas químicas sintéticas são uma preocupação 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 têm sido alvo de 

inúmeros estudos para obtenção de moléculas ativas com potenciais terapêuticos (TRAESEL 

et al., 2014). Entretanto, para que esses produtos tenham uso medicinal, eles devem ser 

submetidos a estudos químicos e de toxicidade, que avaliem a sua segurança e eficácia 

(REYES-GARCIA, 2010; MELO et al., 2011).  

O consumo de chás e infusões também deve ser monitorado, visando alertar os 

consumidores sobre os efeitos ou danos indesejáveis que esses produtos possam promover à 

saúde, pois, como as pessoas estão frequentemente expostas a certas substâncias com 

potencias mutagênico e ou genotóxico, o que poderá desencadear danos adicionais aos seus 

usuários. Embora algumas substâncias naturais isoladas possam servir como base para a 

produção de novos fármacos, o produto final deve ser rigorosamente estudado, com relação às 

suas propriedades bioativas e tóxicas, para que se possa ter um uso racional de produtos 

derivados da flora (FABRI, 2012). 

As plantas medicinais são consideradas agentes xenobiontes que podem sofrer 

biotransformação e, eventualmente, serem tóxicas para o usuário, efeitos esses que podem ou 

não se manifestarem de imediato ou permanecerem de forma assintomática por um longo 

período, dificultando assim a associação do sintoma com a ingestão do produto natural 

(LAPA et al. 2004).  

2.2 Compostos derivados do metabolismo das plantas 

As substâncias essenciais à vida de uma planta são produzidas pelo seu metabolismo 

primário, que sintetiza vários compostos (carboidratos, proteínas, lipídeos, aminoácidos, 

vitaminas e ácidos nucleicos) necessários para a realização de todas as suas funções vitais 

(YEOH et al., 1979; SANTOS, 1996; CHAMPEET al., 2008). Além do metabolismo 

primário, as plantas também apresentam o chamado metabolismo secundário, cujos 

metabólitos, diferentemente dos metabólitos primários, apresentam, de maneira geral, 

estruturas complexas, de baixo peso molecular e em baixas concentrações, mas com grande 

atividade biológica (BERG e LUBERT, 2008; CHAMPEET et al., 2008; PEREIRA e 

CARDOSO, 2012). Os produtos do metabolismo secundário conferem vantagens adaptativas 
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à planta (FUMEGALLI et al., 2008) e, consequentemente, à uma maior chance de 

sobrevivência desses organismos (SANTOS, 1999). Os compostos do metabolismo 

secundário são essenciais para as interações planta/ecossistema, pois estão relacionados, 

principalmente, com a proteção e defesa do organismo e com a atração de polinizadores e 

dispersores de suas sementes (SANT’ANA et al., 2002; SIMÕES et al., 2004). Assim, pelas 

características químicas dos compostos secundários, eles despertam muito interesse não só 

pelas atividades biológicas exercidas  pelas  plantas  em resposta  aos  estímulos  do  meio  

ambiente,  mas também  pela  imensa  atividade  farmacológica  que possuem (PEREIRA e 

CARDOSO, 2012).  

2.3 Constituintes fitoquímicos e suas ações antioxidantes e quimiopreventivas 

Dentre os constituintes fitoquímicos estão os polifenóis, compostos derivados do 

metabolismo secundário, importantes na pigmentação, no crescimento e reprodução das 

plantas, assim como na resistência contra patógenos (GHASEMZADEH e 

GHASEMZADEH, 2011). Os compostos polifenólicos podem ser subdivididos em dois 

grupos, os flavonoides e os não flavonoides. Dentre os não flavonoides, está o ácido gálico, 

composto com reconhecida ação protetora contra o câncer e doenças cardíacas, que, por esta 

razão, tem recebido uma atenção especial na área da farmacologia (PEREIRA e CARDOSO, 

2012; BASKARAN et al., 2016).  

Os flavonoides são conhecidos como os principais antioxidantes presentes em frutas. 

São fitoquímicos com elevado potencial redox, o que permite que atuem como agentes 

antioxidativos (IGNAT et al., 2011; KAMILOGLU et al., 2016). Os flavonoides são 

classificados em flavonas (apigenina, luteolina), flavonóis (quercetina, miricetina), catequinas 

ou flavonols (epicatequina, galocatequina), flavanonas (naringenina, hesperitina), 

diidroflavonóis, isoflavonas (genisteína, daidzeína), chalconas, auronas, antocianinas e 

antocianidinas (cianidina, pelargonidina).  

As antocianinas caracterizam um grupo de pigmentos vegetais hidrossolúveis, 

amplamente distribuídos 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 

púrpura. Muitas frutas, hortaliças, folhas e flores devem sua atrativa coloração a estes 

pigmentos, que se encontram dispersos nos vacúolos celulares (DEGÁSPARI e 

WASZCZYNSKYJ, 2004). Este grupo químico pode ser definido como glicosídeos de 

antocianidinas considerados excelentes antioxidantes, porque doam hidrogênio aos radicais 
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livres altamente reativos, prevenindo a formação de novos radicais (CHITARRA e 

CHITARRA, 2005).  

Ainda dentre os polifenóis, temos: o grupo dos taninos, que podem ser subdivididos 

em duas classes distintas, denominadas de taninos hidrolisáveis, que tem caráter adstringente, 

e taninos condensados (OSÓRIO et al., 2012); as liganinas, cuja estrutura química é mais 

complexas, estando, geralmente, presentes nas sementes (LANDETE, 2012)  

O consumo desses compostos na alimentação humana está relacionado com a ação 

antioxidante e anti-inflamatória, devido a sua capacidade de transferência de elétrons e ou 

átomos de hidrogênio aos radicais livres, bem como a capacidade de se ligar a íons metálicos 

potencialmente pró-oxidante (CRAFT et al., 2012). Eles também estão associados a uma 

redução do risco de câncer, doenças cardiovasculares, dermatite atópica, diabetes e doença de 

Alzheimer (KRISHNAIAH et al., 2011; KOLNIAK-OSTEK et al., 2015). Diversos estudos 

têm demonstrado que o consumo diário de substâncias antioxidantes pode produzir uma ação 

protetora eficaz contra os processos oxidativos, que naturalmente ocorrem no organismo 

(DEGÁSPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).  

Os polifenóis, 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 

o cobre, prevenindo, assim a produção de agentes oxidantes (HALLIWELL, 2007). Além 

disso, os polifenóis podem modular, de forma direta ou indireta, a expressão de genes 

envolvidos na síntese de enzimas dos sistemas antioxidantes (JOVEN et al., 2014). Os efeitos 

dos polifenóis sobre células cancerosas podem ser ainda mais complexos, pois esses 

compostos podem exercer efeitos quimiopreventivos, que parecem estar associados às suas 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes (WANG et al., 2014). Lee et al. (2009) 

afirmam também que os polifenóis podem bloquear a formação do tumor, por diminuir os 

níveis de espécies reativas de oxigênio no organismo. Essa ação protegerá as células de danos 

oxidativos, inibirá a proliferação, metástase, inflamação e fatores de transcrição que podem 

auxiliar na formação do tumor, por serem capazes de modular diversas vias de transdução de 

sinais (LEE et al., 2009). 

A quimioprevenção e a utilização de compostos químicos naturais ou sintéticos que 

possam prevenir, bloquear ou reverter os processos carcinogênicos, por inibição de etapas de 

iniciação da carcinogênese ou de progressão da malignidade (WU e HAWK, 2011). Muitos 

estudos tem investigado a ação 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 mutagênico, impedindo sua interação com o 

DNA (FERGUSON et al., 2004; RESENDE, 2011).  

As ações quimiopreventivas dos fitoquímicos são bastante diversas (SURH, 2003) e 

a literatura mostra que os fitoquímicos são capazes de modular marcadores envolvidos no 

desenvolvimento do câncer de cólon, como as enzimas COX-2 e focos de criptas aberrantes. 

O consumo de alimentos ricos em fitoquímicos foi capaz de reduzir a expressão da enzima 

COX-2 em células 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 ação de fitoquímicos na prevenção do desenvolvimento de focos 

de criptas aberrantes (FCA), como a ação da romã (BANERJEE et al., 2013), do extrato de 

vinho tinto (MAZUE et al., 2014), do chá verde (XIAO, 2008) e de suco de maçã (BARTH et 

al., 2005). Os efeitos observados nestes estudos podem ser explicados pelas descrições de 

Clifford e Knight (2004), que sugerem uma proteção conferida pelos polifenois, quando esses 

passam pelo colón intestinal, afirmação esta complementada por outros estudos (BLAUT, 

2003; JENNER, 2005; SAMPAIO, 2014), que citam que quando os polifenois entram no 

cólon, eles sofrem metabolização pela ação das enzimas da microbiota intestinal.  

2.4 Toxicidade e Mutagênese de plantas medicinais e de seus derivados 

Segundo a ANVISA (2010), toda substância derivada de plantas que precede a 

síntese de compostos químicos com fins terapêuticos são consideradas medicinais. Porém, 

existem relatos de que extratos de plantas podem causar efeitos deletérios sobre sistemas 

biológicos, contrariando a crença popular de que o que é natural não faz mal à saúde 

(FIGUEIREDO, 2012).  

A toxicidade não é uma medida direta de carcinogenicidade, mas é frequentemente 

usada como um indicador para o câncer, uma vez que os testes de mutagenicidade medem um 

evento inicial ou intermediário da tumorigênese (FEARON e VOGELSTEIN, 1990), pois se 

por ventura, houver a fixação desses erros no DNA, a célula normal pode se tornar uma célula 

tumoral em consequência destes erros fixados tornando-se cumulativos (FIGUEIREDO, 

2012). Os agentes mutagênicos, ao alterar o ciclo celular, podem induzir a formação de 

tumores, criando as condições para que a célula se reproduza descontroladamente, podendo 

invadir outros tecidos (ALMEIDA NETO et al. 2005). Esta relação entre mutações e 

neoplasias é bem documentada, sendo que compostos químicos reconhecidamente 

cancerígenos são, em sua maioria, positivos quando testados em ensaios que medem 

mutagenicidade (MARON e AMES, 1983; AMES e GOLD, 2000). Segundo De Flora (1996; 
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1998), há também evidências do papel das mutações na patogenia de doenças crônico-

degenerativas, principais causas de mortalidade na população humana. Quando tais mutações 

ocorrem nas células germinativas, elas podem originar alterações genéticas transmissíveis, 

levando a desordens genéticas, fertilidade reduzida, síndromes fetais, malformações e até 

abortos (RABELLO-GAY, 1991). Sendo assim as mutações podem promover várias doenças 

entre elas o câncer, que por sua vez, podem ser induzidas pelas alterações no DNA em 

resposta à exposição a vários fatores como substâncias 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 assintomáticos por longos períodos de tempo, mas também podem 

ocasionar efeitos nefrotóxicos, neurotóxicos, hepatotóxicos ou até mesmo, carcinogênicos. 

Assim, existe a necessidade de se monitorar, por meio de ensaios toxicológicos, os possíveis 

efeitos deletérios de chás, infusões ou soluções extrativas usados com fins medicinais, para 

que os usuários possam ser alertados sobre as consequências que estes tipos de compostos 

possam promover na saúde humana (VICENTINI et al., 2001).  

Os ensaios mutagênicos permitem avaliar processos que induzem danos no DNA, 

tanto por ação de agentes físicos, como químicos e biológicos. Os agentes mutagênicos 

podem interagir, direta ou indiretamente, com o DNA ou com proteínas envolvidas na 

integridade do genoma (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Todos os seres vivos são passíveis 

de mutações, sendo um dos processos fundamentais para a evolução e a diversidade das 

espécies. As mutações podem surgir espontaneamente ou serem induzidas pela exposição aos 

agentes conhecidos como mutagênicos (GRIFFITHS et al. 2001). Porém, algumas mutações 

não implicam em mudanças detectáveis no organismo ou na atividade metabólica das células. 

Outras afetam um número pequeno de regiões do genoma, quando ocorrem em genes 

específicos, podem determinar vantagens ou mediar um crescimento excessivo das células de 

um determinado tecido se o erro não for corrigido (RIBEIRO e MARQUES, 2003).  

2.5 Ximenia americana L. 

A espécie X. americana L., pertencente a família Olacaceae, é um arbusto, de 3 a 4 m 

de altura, com ramos armados de espinhos, caule de casca lisa e de coloração vináceo-

avermelhada, principalmente nos ramos mais jovens. Suas flores são pequenas e alvas, seus 

frutos são do tipo drupa, subglobosos, de casca amarela alaranjado, medindo de 1,5 a 2 cm de 

diâmetro, envolvendo uma única semente com amêndoa branca e sua polpa é esbranquiçada e 

doce (EROMOSELE e EROMOSELE, 2002; LORENZI e MATOS, 2002; MATOS, 2007; 
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BRASILEIRO et al., 2008; SOUZA NETO JÚNIOR, 2016). No Brasil, sua ocorrência se 

estende desde o Pará até a Bahia, em Minas Gerais, Goiás e Mato Grosso, inclusive nos 

tabuleiros litorâneos 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-sertão (SILVA et al., 2008). 

2.5.1 Constituintes fitoquímicos de X. americana L. 

A análise fitoquímica de extratos da casca do caule de X. americana. revelou a 

presença de polifenois, taninos e flavonoides, tais como, ácido gálico, catequina e quercetina 

(SANTANA et al., 2018). Também foram encontrados nesse material altos teores de 

glicosídeos cardiotônicos, taninos, alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas, 

terpenoides (JAMES et al., 2007; MAIKAI et al., 2010) e carboidratos (JAMES et al., 

2007).Análises semelhantes realizadas com as sementes de seu fruto mostraram um teor de 70 

% de óleo fixo viscoso, de cor amarela, derivado de ácidos graxos que é muito utilizado na 

culinária (BRASILEIRO et al., 2008) e como purgativo. No entanto, seu principal uso é como 

emoliente, óleo capilar, condicionador e hidratante para a pele, na fabricação de sabonetes e 

como componente de batons e lubrificantes (REZANKA e SIGLER, 2007). Eromosele e 

Eromosele (2002) identificaram 10 ácidos graxos presentes no óleo extraídos das sementes 

desta planta, dos quais 7 deles são do tipo insaturado. Esses estudos detectaram que o óleo 

contém ácidos graxos essenciais como o linoléico (1,34%), o linolínico (10,31%) e o 

araquidônico (0,6%), o que denota um considerável valor nutricional a este produto. 

Mevy et al., (2006) estudaram, em GC-MS, o óleo volátil das folhas de X. 

americanaL. Os autores identificaram 33 componentes, que correspondem a 98 % do total do 

óleo. O óleo estudado apresentou, 69 % de compostos aromáticos, 12,5 % de compostos 

lipídicos e 13 % de terpenos. O constituinte encontrado em maior quantidade foi o 

benzaldeído (63,5 %), seguido pelo cianeto de benzila (13 %) e isoforona (3,5 %), sendo este 

último composto já relatado como carcinogênico. Ogunleye e Ibitoye (2003) detectaram, em 

extratos das folhas da X. americanaL., a presença de flavonóides e taninos, e a ausência de 

alcalóides. Freiberger et al. (1998) estimam ainda que 50 g/dia dessa planta satisfaz as 

necessidades diárias de cálcio de um jovem adulto de até 24 anos, e ainda tem grande 

quantidade de magnésio (14 mg/g) e pequena quantidade de ferro (107 µg/g), manganês (39,4 

- 49,8 µg/g) e proteínas (7,87%).  
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2.5.2 Uso na medicina popular e comprovações científicas da ação de X. 

americana L. 

Na medicina popular e na literatura científica, a espécie X. americanaL. tem sido 

referida como uma planta com potencial medicinal. Diferentes formulações e diversas partes 

desta planta (casca do caule, raízes, folhas e frutos) vêm sendo usadas como: antimalárica 

(BENOIT et al., 1996; TRAORÉ 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 (KONÉ et al., 2004); antimicótica (BURKILL, 1997; MORAIS et al., 2005); 

anticancerígena (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); 

analgésica (SIDDAIAH et al., 2009); antipirética (BURKILL, 1997; SORO et al., 2009); 

HEMAMALINI et al., 2011; KONATE et al., 2018; SILVA et al., 2018); antiparasitária 

(MAIKAI, 2011) e em tratamentos da esquistossomose (BURKILL, 1997); anti-inflamatória 

(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; ARAGÃO et al., 2018; PANTOJA et al., 2018); 

antiedematogênica (SILVA et al., 2018); para tratamentos de ulcerações lepróticas e doenças 

de pele (OGUNLEYE e IBITOYE, 2003; SATOTO, 2017; VIEIRA, 2018); cicatrizante 

(OLIVEIRA et al., 2010) e em tratamentos de erupções de Sarampo, de queimaduras e de 

picadas de animais peçonhentos (SATOTO, 2017; VIEIRA, 2018).  

 

2.6 Câncer 

 O câncer é o nome genérico dado a um conjunto de doenças que têm em comum o 

crescimento desordenado de células e um potencial invasivo para tecidos e órgãos. O processo 

carcinogênico (formação de câncer) é subdividido em três estágios:  

- Estágio de iniciação. Neste estágio, as células sofrem alterações irreversíveis em seu 

genoma, devido a danos no DNA, nos cromossomos ou ainda no epigenoma celular. 

Os iniciadores podem ser substâncias químicas endógenas, como os radicais livres, ou 

exógenas, como os xenobióticos. Alterações que levam à ativação de proto-oncogenes 

ou à inativação 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 promoção do tumor, os danos genômicos sofridos pelas células podem resultar em 

alterações na expressão de genes que regulam a diferenciação e o crescimento celular. 

Nesta fase, as células já inicializadas sofrem expansão clonal seletiva, proliferação 

celular e ou inibição da apoptose, podendo resultar na formação de um tumor  

benigno. Este estágio é normalmente reversível, pois a promoção do tumor é mediada 

por agentes promotores que, se deixarem de existir, permitem a regressão das lesões. 

Os xenobióticos e substâncias endógenas, como os radicais livres e proteínas 

inflamatórias, 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 progressão ocorrem mudanças adicionais no genoma que induzem a transformação 

de lesões pré-malignas em lesões malignas que normalmente vêm acompanhadas de 

rápido crescimento, invasão, metástase e instabilidade genética (WEITZMAN e 

GORDON, 1990; POLLOCK, 2006; HALLIWELL, 2007; CAMPOS, 2017). Durante 

o desenvolvimento do câncer, a célula tumoral adquire importantes características, que 

vão permitir que a célula sobreviva, prolifere e dissemine (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000; CAMPOS, 2017).   

A transição de uma célula normal para uma neoplásica acontece por uma série de 

alterações genéticas e epigenéticas em genes supressores de tumor e proto-oncogenes 

(FEMIA et al., 2008). Os genes supressores de tumor são 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 inibição total ou parcial 

desses genes pode resultar em um tumor.  

Os proto-oncogenes são genes presentes nas células normais que costumam agir no 

ciclo celular. Assim, a expressão aumentada de algum desses genes, por uma mutação, 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 expressão 

é alterada, ele passa a ser chamado de oncogene (COOPER, 2000; WEINBERG, 2014).  

Em 2011, Hanahan e Weinberg publicaram um estudo sugerindo duas características 

adquiridas pelas células tumorais: reprogramação do metabolismo energético e escape do 

sistema imunológico. A ativação do processo inflamatório é uma resposta do organismo a 



Revisão da Literatura________________________________________________________24 

 

alguma situação de injúria celular. Se essa injúria for logo sanada pelo sistema imunológico, 

isso é, em curto período de tempo, não haverá comprometimento para a célula afetada. 

Contudo, se a resposta inflamatória se torna crônica, ela pode causar diversas doenças 

(VENDRAMINI-COSTA e CARVALHO, 2012), dentre elas o câncer. Isso acontece porque a 

inflamação crônica induz uma série de alterações 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 câncer, a inflamação também pode induzir proliferação, crescimento e 

angiogênese tumoral, invasão do tecido e metástase (MANTOVANI et al., 2008; MURDOCH 

et al., 2008; EGEBLAD et al., 2010; QIAN e POLLARD, 2010; CAMPOS, 2017).  

A importância da inflamação nos três estágios do desenvolvimento de câncer 

(iniciação, promoção e progressão) é amplamente descrita na literatura (GRIVENNIKOV et 

al., 2010; GRIVENNIKOV e KARIN, 2010). Em alguns casos, como no câncer de cólon 

associado a processos inflamatórios (colite), a inflamação também pode atuar como um 

agente iniciador, induzindo tanto alterações epigenéticas como no DNA (GRIVENNIKOV e 

KARIN, 2010).  

A ideia de que o sistema imunológico desempenharia um papel antitumoral teve sua 

popularidade aumentada e diminuída ao longo do século passado (FISHER et al., 2014). Isso 

porque, apesar dos efeitos pró-tumorais, a inflamação também pode ativar células do sistema 

imunológico, favorecendo o reconhecimento e a eliminação de células cancerígenas em um 

processo denominado de “vigilância imunológica contra tumores” (SMYTH et al., 2006). O 

conceito de que células do sistema imunológico podem reprimir o crescimento tumoral, foi 

proposto por Ehrlich (1909). Muitos anos depois, Burnet et al. (1970) demonstraram que 

camundongos apresentavam antígenos tumorais, criando assim o conceito de vigilância 

imunológica. Essa teoria propõe que é função do sistema imunológico reconhecer e destruir 

células transformadas. Com o passar dos anos e a melhora de recursos tecnológicos na 

pesquisa, essa ideia foi aprimorada e expandida, sendo, atualmente, rconhecido que tanto a 

imunidade inata quanto a adquirida participam da vigilância imunológica (SMYTH et al., 

2006). 

A enzima ciclo-oxigenase-2 (COX -2) é pouco expressa em tecidos normais. 

Entretanto a expressão de seu gene é fortemente ativada por estímulos pró-inflamatórios, logo 

no início do processo inflamatório (LASA et al., 2000). Essa enzima catalisa a reação de 

conversão do ácido araquidônico em prostaglandina que, por sua vez, serve de substrato para 

a formação de diversas prostaglandinas e tromboxanos (LINKOUS e YAZLOVITSKAYA, 

2010). A regulação da expressão da COX-2 acontece em nível transcricional e pós-
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transcricional (LASA et al., 2000). As prostaglandinas são capazes de modular a expressão 

desta enzima, alterando a estabilidade de seu mRNA e ativando a região promotora do seu 

gene (SALES et al., 2008). Além disso, sua expressão é aumentada por ação de fatores de 

crescimento, citocinas, hipóxia, oncoproteínas e promotores de tumor (GREENHOUGH et al., 

2009; KHAN et al., 2011). Diversos estudos vêm apontando um aumento da expressão da 

COX-2 em células cancerígenas (SINICROPE e GILL, 2004; GREENHOUGH et al., 2009; 

WARREN et al., 2009), principalmente em câncer de cólon, onde a sua expressão aparece 

aumentada em 85 % dos carcinomas colorretais em humanos (EBERHART et al., 1994). Esse 

aumento exerce um papel fundamental no desenvolvimento do tumor e está associado a um 

pior prognóstico e uma menor sobrevida destes pacientes (DE GROOT et al., 2007). 

Concomitantemente, a literatura mostra que a inibição da COX-2 em ratos submetidos à 

aplicação de azoximetano (droga que induz câncer de cólon) resulta em prevenção do 

desenvolvimento de câncer de cólon (OSHIMA et al., 1996; KAWAMORI et al., 1998). Além 

disso, estudos mostram uma menor incidência de câncer de cólon em indivíduos que fazem 

uso de anti-inflamatórios não esteroidais, já que estas drogas inibem a COX-2 (KELLOFF et 

al., 1999).  

2.6.1 Câncer de cólon 

O câncer de cólon é o terceiro diagnóstico mais comum em homens e o segundo em 

mulheres. A cada ano são registrados, mundialmente, 1,3 milhões de novos casos e mais de 

650.000 mortes (TORRE et al., 2015; PEREIRA, 2016). No Brasil, segundo o Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) (2014), em 2013 foram registradas 13.961 mortes relacionadas 

com os cânceres de cólon 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 câncer de cólon engloba diferentes fatores de riscos: pré-

disposição genética, inflamação intestinal crônica, mutagênicos ambientais, patógenos 

intestinais (TERZIC et al., 2010) e alimentação (TETE et al., 2012). Os cânceres de cólon 

causados por predisposições genéticas representam uma baixa porcentagem (20 %) da 

ocorrência desta doença (RUSTGI, 2007), enquanto que os fatores ambientais são os seus 

maiores responsáveis (TERZIC et al., 2010). Estudos de Yang et al., 2016 mostraram que os 

fatores ambientais, envolvidos com a dieta e estilo de vida, são os mais importantes a serem 

considerados na gênese de tumores. Os autores citam que  aproximadamente 90% dos 

tumores do intestino grosso, estão relacionados com uma dieta rica em carne vermelha ou 

processada, com alto teor de gorduras, baixo teor de fibras, baixos consumos de cálcio, ácido 
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fólico e de vitamina D. Postula-se que altas concentrações de ferro presentes na carne 

vermelha promovam a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs), como radicais 

hidroxila, aumentando o estresse oxidativo sobre o epitélio colônico e ocasionando a 

formação de pólipos e tumores malignos. (PIERRE et al., 2006). A primeira alteração, 

observada no cólon, que pode resultar em um câncer é a formação de focos de criptas 

aberrantes (FCA). FCA são aglomerados de glândulas anormais que aparecem antes mesmo 

do aparecimento do pólipo propriamente dito. Os cânceres de cólon frequentemente começam 

como um pólipo de crescimento benigno que se desenvolve no revestimento interno do cólon 

ou reto. Os pólipos mais comuns são denominados adenomas ou adenomatosos (STRYKER 

et al., 1987; PEREIRA, 2016). Os adenomas surgem a partir de células glandulares produtoras 

de muco, responsáveis pela lubrificação do intestino grosso. Embora todos os adenomas 

tenham a capacidade de se tornarem malignos, calcula-se que menos de 10 % deles progridam 

para um câncer invasivo (LEVINE e AHNEN, 2006; RISIO, 2010).  

Estudos têm demonstrado fortes evidências de que o fenômeno inicial, que induz as 

células normais do cólon a se tornarem pólipos adenomatosos, pode ser desencadeado por 

agentes genotóxicos existentes no lúmen intestinal (RIBEIRO et al., 2008; PRIOLLI et al., 

2013). Os agentes genotóxicos são caracterizados por uma atividade biológica primária ou 

metabólica, capaz de alterar o DNA. A genotoxicidade ocorre quando as células estão 

expostas a agentes tóxicos, resultando em mudanças na estrutura dos cromossomos 

(clastogênese) ou na sequência de bases do DNA (mutagenicidade) (RIBEIRO et al., 2008).  

Os danos oxidativos no DNA, causados por espécies reativas de oxigênio (EROs), 

espécies reativas de nitrogênio (ERNs) ou pelos grupos metila, desencadeiam processos 

inflamatórios nas células da mucosa do colón, que aumentam o número e o tamanho dos focos 

de criptas aberrantes (FCA) presentes neste tecido (TRAVERSO et al., 2002). Essa 

inflamação, possivelmente, esteja envolvida com o desenvolvimento de câncer no trato 

digestivo (AMES et al., 1993; PEREIRA, 2016).  

Os FCAs apresentam características topográficas e histológicas diferentes das criptas 

normais, podendo ser identificados por microscopia (BIRD, 1987). Assim como no câncer de 

cólon, os FCAs são também mais encontrados na porção distal do cólon (ALRAWI et al., 

2006). Estas lesões apresentam algum grau de instabilidade genômica, sendo já identificados 

cerca de 40 mutações 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 alterações proteicas, como a expressão da COX-2, já foram detectadas em FCAs 

(KHAN et al., 2013). Entre os diferentes mecanismos moleculares de carcinogênese 
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colorretal, a via inflamatória tem ganhado destaque nas últimas décadas como fator 

predisponente. A inflamação comumente observada na doença de Crohn e na retocolite 

ulcerativa, promove mutações cumulativas que culminam com o desenvolvimento de 

displasia, adenomas e carcinomas colorretais (ALBERTS et al., 2000). 

Os FCA são considerados biomarcadores intermediários confiáveis para 

carcinogênese colorretal, tanto em humanos quanto em modelos animais (BIRD, 1995). Elas 

seguem um padrão de múltiplos estágios teorizado por Fearon e Vogelstein (1990). Tais 

alterações são diretamente responsáveis por um evento específico, dentro da sequência que 

conduz ao câncer de cólon, contribuindo para o “início” da transformação neoplásica do 

epitélio saudável ou determinam a "progressão" para estágios mais malignos da doença 

(COLUSSI et al., 2013). 

A carcinogênese colorretal é um processo de tumorização gradual que pode durar 

vários anos, iniciando com um único evento mutacional em uma célula, até a malignidade 

detectável. Por essa razão, várias ações 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 patológico (RONCUCCI e MARIANI, 

2015). Atualmente, há duas estratégias de prevenção contra o câncer colorretal: a prevenção 

primária, que reduz a incidência da doença, por evitar ou impedir a ação dos fatores de risco; 

e a prevenção secundária, que visa à detecção precoce de lesões préneoplásicas ou neoplásicas 

no intestino grosso de populações com alta predisposição de desenvolvimento de câncer 

(VARMUS, 2006; RONCUCCI e MARIANI, 2015). Giovannucci (2002) cita que os dados 

disponíveis na literatura indicam que a prevenção primária do câncer colorretal é viável, pois, 

aproximadamente, 70 % deles podem ser, pelo menos em teoria, evitados por mudanças na 

dieta e no estilo de vida. 

2.6.2 Indução da carcinogênese colorretal (CCR) 

Atualmente, existem diversos modelos animais para estudar o câncer colorretal. Cada 

um mimetiza, em parte, a carcinogênese colorretal humana, sendo possível, testar diversas 

modalidades terapêuticas que não seriam viáveis de serem testadas em seres humanos. A 

pesquisa básica do CCR cresceu com modelos animais, principalmente com roedores, que se 

tornaram os pilares para a compreensão da patogênese 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, 

semelhanças anatômicas e biológicas com seres humanos, pequeno porte, facilidade de 



Revisão da Literatura________________________________________________________28 

 

manuseio, capacidade de reprodução, curto tempo de gestação e manipulação genética 

acessível, por essa razão, são muito utilizados em pesquisas pré-clinicas (MADDISON e 

CLARKE, 2005; FRESE e TUVESON, 2007; HE et al., 2015). Os modelos animais mais 

utilizados são aqueles onde a carcinogênese colorretal pode ser induzida quimicamente, pois 

proporcionam testes mais rápidos e de fácil reprodução, além de mimetizarem a via adenoma 

carcinoma que ocorre no câncer humano (TONG et al., 2011).  

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) define a 1,2-

dimetilhidrazina DMH como um composto genotóxico e classifica-a na categoria do Grupo 

2A de carcinógenos prováveis para humanos (IARC, 1999).  A DMH e seu metabólito o 

azoximetano (AOM) são os carcinógenos mais usados em estudos de carcinogênese colônica. 

Ambos são de ação indireta, cuja ativação se inicia por uma série de reações oxidativas que 

ocorre no fígado, via CYP 2E1, e seus metabólitos são transportados pelo sangue ou pela bile 

para o intestino grosso, que é o principal alvo da ação desse agente (NEWELL e HEDDLE, 

2004, TANAKA, 2009; MOURA, 2015). Os produtos do metabolismo desses compostos 

induzem a formação de grupos metil, que funcionam como adutos de DNA, promovendo 

mutações pontuais, separação aberrante de cromátides irmãs e indução de apoptose no cólon, 

que aumentam a proliferação de colonócitos. A DMH é usada como agente carcinogênico 

completo, pois induz as etapas de iniciação e promoção e possui uma alta especificidade de 

ação para o cólon de várias espécies de roedores (NEWELL e HEDDLE, 2004; MOURA, 

2015). As lesões iniciais que surgem no cólon dos roedores são denominadas de FCA. Estas 

são consideradas lesões pré-neoplásicas e marcadoras de câncer de cólon, por isso utilizadas 

como biomarcador em estudos experimentais de quimioprevenção (CORPET, 2005; 

PEREIRA, 2016). Essas lesões são encontradas em seres humanos acometidos pela polipose 

ou câncer de cólon (RAJU, 2008; MOURA, 2015).  

As criptas aberrantes (CA), descritas primeiramente por Bird em 1987, podem ser 

identificadas na mucosa do cólon, por apresentarem uma abertura luminal alterada, mais 

espessas e maiores que as adjacentes, que podem ser únicas ou formar focos (TUDEK et al., 

1989). Essas mudanças também podem ser encontradas no CCR esporádico humano. Além 

disso, cada estágio da tumorigênese colorretal também abrange alterações epigenéticas 

particulares (PERSE e CERAR, 2011). Estas são observadas, com maior frequência, no cólon 

médio e distal, tanto em roedores como em humanos e são consideradas precursoras da 

carcinogênese de cólon (DI GREGORIO et al., 1997; BONONI et.al., 1999; RODRIGUES et 

al., 2002; PERSE e CERAR, 2011). Os FCA apresentam índices de proliferação celular 
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maiores que os da mucosa normal (POLYAK et al., 1996; SHPITZ et al., 1997; MOURA, 

2015).  

A ocorrência da neoplasia colorretal tem sido historicamente embasada na sequência 

adenoma-carcinoma, tendo como substrato inicial a ocorrência de mutações cumulativas em 

diferentes genes. Estudos têm demonstrado fortes evidências de que o fenômeno capaz de 

induzir, mais precocemente, as células normais do cólon a se tornarem pólipos adenomatosos, 

é a promoção de dano na molécula de DNA, o qual pode ser desencadeado por agentes 

genotóxicos existentes no lúmen 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 inflamatórios crônicos e ocasionam 

alterações arquitetural na mucosa colônica normal. (SCHMUTTE et al.,1996; WHEELER et 

al., 2003; WHEELER et al., 2005). Estas ERs, ao gerarem danos oxidativos ao DNA, podem 

desencadear mutações que comprometem genes responsáveis pelo controle do ciclo celular, 

gerando clones com autonomia proliferativa, iniciando assim o processo de carcinogênese 

colorretal. (WHEELER et al., 2003). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Considerando que o chá das cascas de Ximenia americana L. vêm sendo utilizado na 

medicina popular para diversas patologias, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial  

tóxico (agudo, subagudo e crônico), citotóxico e mutagênico e os possíveis efeitos 

carcinogênicos e anticarcinogênicos, utizando como organismo teste camundongos M. 

musculus, linhagem Swiss. 

3.2 Objetivos específicos 

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

- Avaliar a toxicidade subaguda, ação citotóxica e mutagênica do extrato nebulizado da casca 

do caule de X. americana L. em eritrócitos da medula óssea de camundongos M. musculus,por 

meio do ensaio de MN, em análise de Eritrócitos Policromáticos (PCE) e Eritrócitos 

Normocromáticos (NCE); 

- Avaliar a toxicidade crônica, ação citotóxica, mutagênica e carcinogênica do extrato 

nebulizado da casca do caule de X. americana L. em eritrócitos da medula óssea de 

camundongos M. musculus, por meio do ensaio de MN, análise de Eritrócitos Policromáticos 

(PCE), Eritrócitos Normocromáticos (NCE) e em cólon de camundongos, por meio do ensaio 

de focos de criptas aberrantes (FCA); 

- Investigar os possíveis efeitos anticarcinogênicos (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 análise de redução de danos; 

- Avaliar o efeito do extrato nebulizador da casca do caulde de X. americanaL. em células 

sanguíneas, utilizando para esta avaliação o ensaio de contagem diferencial de leucócitos 

(CD).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

4.1.1 Material Botânico 

4.1.1.1 Obtenção do Material Botânico 

As cascas de Ximenia americana L. foram coletadas na região semiárida do Estado 

da Paraíba e sua exsicata foi depositada no Herbário Professor Jayme Coelho de Morais da 

Universidade Federal da Paraíba, sob número de registro EAN-14049. 

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

O material vegetal foi seco a 40 ºC, pulverizado em moinho de facas, com 

granulometria de 10 mesh. O extrato hidroalcoólico foi obtido por maceração a frio do 

material vegetal, utilizando como solvente água:etanol (30:70, v/v), por 3 dias, e submetido a 

secagem por aspersão em spray drying da marca LabPlant® com temperatura de entrada à 

140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O adjuvante de secagem foi o dióxido de silício coloidal 

(Aerosil 200®), na proporção de 20 %, em relação ao resíduo seco. 

4.1.2 Agentes Químicos 

A substância utilizada no controle positivo (CP) nos ensaios de mutagênese, para 

indução de micronúcleo, e anticarcinogênese, para a indução de carcinogênese colorretal, foi a 

1,2-dimetilhidrazina (DMH marca Sigma
®
, CAS: n° 306-37-6), na concentração de 20 mg/kg, 

diluída em solução 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 Biociências, Campus de 

Botucatu, permaneceram por todo período experimental no biotério da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP)/Instituto de Biociências, Campus de Rio Claro. 

A temperatura do ambiente foi mantida a 22±2 °C e umidade relativa do ar a 55±5 %, em 

ciclo claro e escuro de 12 horas. Os animais receberam água e ração comercial ad libitum, por 

todo período experimental. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 

os princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e com a 
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aprovação do Comitê de Ética em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro, Protocolo: 

26/2016. 

4.2 Métodos 

4.2.1 Administração do extrato nebulizado de cascas de X. americanaL. 

As diferentes concentrações do extrato nebulizado de X. americana L, obtidas por  

diluição do extrato nebulizado em água destilada, foram administradas aos camundongos, 

pelo método de gavagem gástrica, na proporção de 0,1 ml/10 g de peso corpóreo (p.c).  

4.2.2 Administração da DMH (1,2-dimetilhidrazina) 

A concentração de 20 mg/kg de DMH, diluída em solução de EDTA (0,37 mg/ml), 

foi administrada aos animais pela via intraperitoneal (i.p), na proporção de 0,1 ml/10 g de 

peso corpóreo (p.c). 

4.2.3 Administração do EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 

Foi preparada uma solução aquosa de EDTA a 37 % (pH 6,5), que foi utilizada na 

diluição da DMH utilizada nos grupos de controle positivo e nos grupos de 

anticarcinogenicidade. Enquanto esses grupos recebiam, via intraperitoneal (i.p.) a DMH 

diluída em EDTA, o grupo controle negativo recebeu, também por via i.p., apenas a solução 

de EDTA na proporção de 0,1 ml/10 g de peso corpóreo (p.c), para simular o mesmo estresse 

nos animais experimentados. 

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

As coletas de sangue foram realizadas em dois períodos, sendo eles, 24 h antes do 

início da experimentação e momentos antes da eutanásia, que aconteceu 24 h após a última 

administração do extrato. Foi coletado por punção caudal, com o auxílio de uma agulha de 

calibre de 30x7mm, uma gota de sangue periférico. Este sangue foi utilizado para a confecção 

de esfregaços sanguíneos, que foram fixados em álcool 70 %. Após a secagem, as lâminas 

foram coradas, por 5 minutos, no corante Leishman, seguido de adição de água destilada e 

deixadas para corar por mais 10 minutos. Após esse processo, as lâminas foram deixadas em 

temperatura ambiente, até sua completa secagem, para serem, então, montadas com Entelan
®
, 

para análise posterior. 
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4.2.5 Eutanásia dos animais e coleta do material biológico 

Após o período experimental, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical, sem a utilização de meios analgésicos. Seus órgãos foram retirados, observados 

macroscopicamente, pesados e devidamente acondicionados, para possíveis análises 

posteriores.  

O peso relativo dos órgãos foi calculado pela seguinte fórmula: 

Peso Relativo = a / b 

Onde: 

a = peso do órgão 

b = peso corpóreo do animal 

4.2.6 Bioensaios 

4.2.6.1 Ensaio de micronúcleo em medula óssea (MN) 

Após a eutanásia dos animais, foram retirados, com o auxílio de uma tesoura, os 

fêmures dos mesmos. Para extração da medula óssea, foram realizadas secções nas epífises 

dos ossos, para que o canal medular ficasse exposto. Com auxílio de uma seringa, foi 

introduzida uma agulha no canal medular, para a injeção 3 mL de soro bovino fetal (SBF). 

Esse processo foi repetido por várias 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 suspensão obtida foi homogeneizada, para então serem confeccionados os 

esfregaços medulares. As lâminas com as extensões medulares foram fixadas em álcool 70 % 

por 5 minutos, secas e coradas. A coloração seguiu as etapas: passagem pela solução de 

Wright por 3 minutos; por soluções de Wright e tampão fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto; e 

em uma mistura de tampão fosfato, água destilada e corante Giemsa (10:10:1) por 10 minutos. 

Na sequência, as lâminas foram lavadas em água corrente, para a retirada do excesso de 

corante, e depois de secas, montadas em Entelan
®
. Este protocolo de coloração é indicado 

para a observação diferencial dos eritrócitos policromáticos (PCEs) e eritrócitos 

normocromáticos (NCEs) (RIBEIRO et al.,2003). Foram confeccionadas, para cada animal 

experimentado, 2 lâminas, que foram observadas, em teste-cego, em microscópio  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 

frequência dos NCEs foi calculda pela fórmula:  



Material e Métodos_________________________________________________________34 
 

Número de PCE/número de NCE 

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste estatístico correspondente a  

normalidade encontrada. 

4.2.6.1.2 Ensaio de mutagenicidade 

Foram contabilizados o número de MNPCE presentes em 4000 PCE/animal. Os 

valores médios de MNPCE obtidos em cada tratamento realizado foram submetidos ao teste 

estatístico de acordo normalidade encontrada. 

4.2.6.2 Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) 

Para o desenvolvimento dos ensaios de FCA e avaliação carcinogênica e 

anticarcinogênica de cólon, foi retirado o intestino grosso dos animais e realizada, com o 

auxílio de um fio de algodão, a ligadura na porção do ceco e na porção do reto. O intestino foi 

lavado com solução fisiológica 9 %, injetando, com auxílio de uma seringa, essa solução no 

intestino, para a retirada das fezes. Quando o intestino ficou completamente inflado, o mesmo 

foi seccionado longitudinalmente, com o auxílio de uma tesoura, e suas extremidades foram  

presas com alfinetes emborrachados em placas de isopor
®
. Essa placa foi mergulhada em 

solução de formalina tamponada a 10 %, para fixação por, no mínimo, 24 horas. 

No momento da análise, o intestino foi corado com Giemsa 10 % por 10 minutos e 

montado em uma lâmina de vidro, de modo que a mucosa ficasse voltada para cima. A análise 

das lâminas foi feita em microscopia de luz, (objetiva de 40x), para avaliação, identificação e 

quantificação dos FCA, de acordo com a técnica de Bird (1987). Foram contabilizados os 

FCA que apresentaram < 3 CA e > 3CA por animal, números esses que foram submetidos a 

análise estatística, levando em consideração  a média dos dois parâmetros (< 3 e > 3), de 

acordo com o teste de normalidade. 

4.2.6.3 Redução de danos de FCA 

A porcentagem de redução de danos de FCA no cólon dos camundongos, 

ocasionadas pelos extratos de X. americana L., foi calculada pela fórmula: 

% RD = [(a - b) / (a - c)] × 100 

Onde:  

a = média de FCA do CP;  

b = média de FCA dos tratamentos;  

c = média de FCA do CN. 
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4.2.6.4 Ensaio de contagem diferencial de leucócitos (CD) 

As coletas e análise das lâminas de esfregaços sanguíneos foram realizadas conforme 

já descrito no item 4.2.4. As lâminas, foram observadas em microscópio de luz (objetiva de 

100x), em teste cego, sendo contado um total de 100 leucócitos/animal. A metodologia 

aplicada na realização da contagem diferencial destas células permitiu determinar o percentual 

e o número absoluto de linfócitos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos e basófilos dos animais 

experimentados. 

4.2.7 Delineamentos experimentais 

4.2.7.1 Avaliação 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 avaliação 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 

Tóxica Aguda). Foi administrado, via gavagem, 0,1 ml/g de p.c. de extrato nebulizado de X. 

americana L.nas concentrações de 50; 250;  500 e 2000 mg/kg, sendo 5 animais/grupo. O 

grupo Controle Negativo (CN) (n= 5 animais) recebeu apenas água, totalizando 25 animais 

experimentados neste estudo. As concentrações e o CN foram administrados uma única vez. 

Os animais foram observados no período de 0, 15, 30, 60, 120, 240 e 360 minutos, posteriores 

à administração, e durante os 14 dias seguintes, a cada 24 horas.  

Os parâmetros de toxicidade foram avaliados pelo número de mortes, e pelo estado 

geral de comportamento, como alteração na locomoção, alteração do tônus muscular, 

frequência respiratória, excitação, hipnose e convulsão. Foram observados também a variação 

de peso e o consumo de ração e de água. Ao final do período dos 15 dias do ensaio (16° dia de 

experimenteção), os animais foram eutanasiados, por deslocamento cervical, e seus órgãos 

pesados e avaliados macroscopicamente. A medula óssea do fêmur dos animais foi coletada e 

utilizada na avaliação da citotoxicidade e mutagenicidade do extrato, por meio do ensaio do 

micronúcleo (MN) (Tabela 1).  
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4.2.7.2 Avaliação 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, três concentrações 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 água, totalizando 25 animais experimentados neste 

ensaio. Após o final do experimento, os animais foram observados quanto aos parâmetros de 

toxicidade, variação de peso, consumo de água e de ração. Ao fim do período de 28 dias de 

tratamento, e 29 dias de experimentação, os animais foram eutanasiados, por deslocamento 

cervical, e seus órgãos pesados e avaliados macroscopicamente. A medula óssea do fêmur de 

todos os animais foi coletada e utilizada na avaliação da citotoxicidade e mutagenicidade do 

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

 

 

 

Administração Observação Eutanásia

CN

   50 mg/kg

  250 mg/kg       

  500 mg/kg                  

2000 mg/kg

CN

150 mg/kg/dia

250 mg/kg/dia

350 mg/kg/dia

Toxicidade aguda 

Toxicidade Subaguda

1 dia 14 dias 

28 dias 28 dias 

Ensaios Concentrações

15° dia

29° dia

Períodos

 

 

4.2.7.3 Avaliação da toxicidade oral crônica, citotoxicidade e mutagenicidade do 

extrato nebulizado de cascas de X. americana L. em medula óssea e da 

carcinogenicidade em cólon de camundongos Mus musculus 

Para as avaliações da toxicidade crônica, da citotoxicidade e da mutagenicidade (pelo 

ensaio de MN em medula óssea) e a avaliação da carcinogenicidade (pelo ensaio de focos de 

criptas aberrantes- FCA) em intestino grosso na porção colorretal, foi administrado, via 

gavagem, 0,1 ml/10g de p.c. de extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L. nas 

Tabela 1: Desenho experimental dos tratamentos realizados nos ensaios de toxicidade 

aguda e subaguda, comdiferentes concentrações do extrato nebulizado de 

cascas de X. americana L. e diferentes períodos de experimentação 

CN: controle Negativo 



Material e Métodos_________________________________________________________37 
 

concentrações 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 água, diariamente, durante 

todo o período do experimento. Da 5
a
 a 8

a 
semana, o CN também recebeu uma dose semanal 

de EDTA e o CP uma dose semanal de DMH mais água via gavagem gástrica diariamente 

(Tabela 2). Os animais dos grupos tratados com X. americana L. receberam o extrato 

nebulizado diariamente, via gavagem gástrica, durante as 12 semanas de experimentação, 

sendo que: da primeira á 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 á décima segunda semana, os animais receberam diariamente, o 

extrato nebulizado de X. americana. Todos os ensaios (grupo tratado com X. americana L. e 

os grupos controles) foram realizados com n=5 indivíduos cada, totalizando 30 animais 

experimentados. 

As coletas de sangue periférico, usadas para contagem diferencial de leucócitos, 

ocorreram como descrito no item: 4.2.4. Por todo o período experimental, os animais foram 

tratados com água destilada e ração comercial ad libitum. Após as 12 semanas, os animais 

foram submetidos à eutanásia, por deslocamento cervical, e então realizada a coleta da medula 

óssea do fêmur, para a realização do ensaio do micronúcleo (MN), e coletado o intestino 

grosso, para a realização do ensaio de (FCA), conforme apresentado na tabela 2. Também 

foram coletados, após a eutanásia, todos os órgãos, que foram pesados e observados 

macroscopicamente. Estes órgãos foram devidamente armazenados, para possíveis avaliações 

futuras. 

 

 

 

Período

1°
 
a 4°

 
semana 5°

 
a 8°

 
semana 9°

 
a 12°

 
semana

CN Água + 

EDTA

CP Água +

 DMH

X. americana  L.+

Água
Trat. Crônico X. americana  L. X. americana  L.

Tratamentos

Água Água

Água Água

 

 

Tabela 2: Desenho experimental dos tratamentos realizadosnos ensaio de 

toxicidade crônica, citotoxicidade, mutagenicidade e 

carcinogenicidade, com diferentes concentrações do extrato 

nebulizado de casca de X. americana L. 

 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Água administrada via gavagem; X. americana  L. 

administrada via gavagem; EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético, administrado via 

intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina, administrado via intraperitoneal. 
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4.2.7.4 Avaliação da atividade anticarcinogênica de cólon do extrato nebulizado de 

cascas de X. americana L.em camundongos Mus musculus 

A avaliação do efeito anticarcinogênico foi realizada para quatro diferentes 

concentrações 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 simultâneo; pós-tratamento e tratamento contínuo), submetidos às 

diferentes concentrações 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 modificações. O delineamento dos 

tratamentos está disposto na tabela 3. 

4.2.7.4.1 Grupos Controles 

4.2.7.4.1.1 Tratamento Controle Negativo (CN) 

Os animais receberam da primeira à quarta semana de experimentação, via gavagem 

gástrica, 0,1ml/10g de peso corpóreo (p.c) de água. Da quinta à oitava semana, os animais 

receberam diariamente água, via gavagem gástrica, e, semanalmente, 0,37 mg/ml da solução 

de EDTA, via intraperitoneal- i.p, sendo 0,1ml/10g p.c/semana. Este procedimento foi 

adotado para provocar o mesmo estresse dos animais que receberam intraperitonealmente o 

agente indutor de mutagenicidade e carcinogenicidade (DMH). Da oitava à décima segunda 

semana, os animais receberam diariamente (via gavagem gástrica) água.  

As coletas de sangue periférico, utilizadas para contagem diferencial de leucócitos, 

ocorreram conforme descrito no item: 4.2.4. Os animais foram tratados com água e ração 

comercial ad libitum, durante todo o período experimental.  

Após as 12 semanas, os animais foram submetidos à eutanásia, por deslocamento 

cervical, e então coletado o intestino grosso, para a realização do ensaio de (FCA), conforme 

descrito no item: 4.2.6.1.3. Também foram coletados, após a eutanásia, todos os órgãos que 

foram pesados e observados macroscopicamente. Estes órgãos foram devidamente 

armazenados, para possíveis avaliações futuras. 

 

4.2.7.4.1.2. Tratamento Controle Positivo (CP) 

Os animais receberam água, via gavagem gástrica, da primeira à quarta semana de 

experimentação. Da quinta à oitava semana, eles receberam quatro doses de DMH, (via i.p), 
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sendo administrada uma dose por semana, na concentração de 20mg/kg, nos demais dias deste 

período foi administrado água, via gavagem gástrica. Da nona à décima segunda semana, os 

animais receberam água, diariamente, por gavagem gástrica. A alimentação, eutanásia 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. 

4.2.7.4.2.1 Pré- Tratamento 

 Os animais receberam, da primeira à quarta semana, via gavagem gástrica, extrato 

nebulizado de cascas de X. americana L. Da quinta à oitava semana, foram administradas (via 

i.p) quatro doses de DMH, sendo uma dose por semana, além de receberem também, 

diariamente, água. Da nona à décima segunda semana, os animais receberam, diariamente, 

água por via gavagem gástrica. A alimentação, eutanásia e coletas ocorrerão conforme 

descrito no item 4.2.7.4.1.1. 

4.2.7.4.2.2 Tratamento Simultâneo 

Os animais receberam, entre a primeira e a quarta semana água, via gavagem 

gástrica. Da quinta à oitava semana, foram administrados, diariamente, o extrato nebulizado 

de cascas de X. americana L.,juntamente com a administração de uma dose semanal de DMH 

(via i.p). Da nona à décima segunda semana, os animais receberam apenas água. Após este 

período, ocorreu a eutanásia e a coletas como descrito no item 4.2.7.4.1.1. 

4.2.7.4.2.3 Pós-tratamento 

Neste tratamento, os animais receberam água da primeira à quarta semana (via 

gavagem). Da quinta à oitava semana, eles receberam, diariamente, água (via gavagem) e 

quatro doses de DMH (via i.p), sendo uma dose desta droga por semana. Da nona à décima 

segunda semana, os animais receberam extrato nebulizado de cascas de X. americana L. 

diariamente. Após este período, ocorreu a eutanásia e as coletas ocorreram, conforme descrito 

no item 4.2.7.4.1.1. 

 

4.2.7.4.2.4 Tratamento Contínuo 

Os animais receberam, diariamente, da primeira à quarta semana (via gavagem), o 

extrato nebulizado de cascas de X. americana L. Da quinta à 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. Após este período, da nona à décima segunda 

semana, os animais receberam, diariamente, o extrato de X. americana L. A eutanásia e as 

coletas ocorreram como descrito no item 4.2.7.4.1.1. 

 

 

 

1°
 
a 4°

 
semana 5°

 
a 8°

 
semana 9°

 
a 12°

 
semana

CN Água + 

EDTA

CP Água +

 DMH

Água +

DMH

X. americana  L. +

 DMH

Água +

DMH

X. americana  L. +

 DMH

Tratamentos

X. americana  L.

X. americana L. X. americana L.  

Período

Água

Pré-tratamento

Trat. Simultâneo

Pós- Tratamento

Trat. Contínuo

X. americana L. Água

Água Água

Água

Água

Água

Água

 

 

 

 

 

4.2.8 Análises estatísticas 

A análise estatística dos dados foi realizada de acordo com a distribuição dos dados, 

conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Para os dados paramétricos, foi 

aplicado o teste estatístico ANOVA/Dunnet e, para os dados não paramétricos, o teste de 

Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as análises estatísticas, os dados foram submetidos ao software 

IBM
®
 SPSS

®
 Statistcs (versão 22). Os resultados que obtiveram níveis de significância (p < 

0,05), foram considerados estatisticamente significativos. 

Tabela 3:Desenho experimental dos tratamentos realizados nos ensaio de 

antimutagênese e anticarcinogênese com diferentes concentrações de 

do extrato nebulizado de cascas de X. americana L. 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; EDTA: ácido etilenodiamino tetra-

acético, administrado via intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina, administrado via 

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

gavagem 
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5. RESULTADOS 

 

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

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

 

 

ARTIGO 2- Avaliação da toxicidade crônica, 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 carcinogênese colorretal, induzida pela 1,2-dimetilhidrazina, em camundongos Mus 

musculus 
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Resumo 

Ximenia americana L. é uma planta muito utilizada na medicina popular, com vários estudos 

científicos comprovando seus fins terapêuticos. Porém, até o momento, não existem estudos 

com esta espécie, que avalie o efeito toxigenético que o extrato nebulizado de X. americana 

L. pode ocasionar à saúde. Este trabalho avaliou a toxicidade aguda e subaguda e o efeito 

toxigenético, pelo ensaio de micronúcleo em medula óssea 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 três concentrações para serem usadas no teste de 

toxicidade subaguda, os resultados mostraram que a maior concentração testada neste ensaio 

(350 mg/kg/dia) induziu a morte de um indivíduo, dos cinco expostos ao mesmo extrato ena 

avaliação toxigenética deste mesmo ensaio não ocorreu efeito citotóxico ou mutagênico. No 

ensaio de toxicidade aguda, foi observada uma diminuição significativa no peso relativo dos 

órgãos, como: coração, fígado, pulmão, rins, testículos e tireoide. Estes resultados podem 

estar relacionados aos constituintes fitoquímicos presentes no extrato nebulizado de X. 

americana L., que podem apresentar um potencial pró-oxidante, dado pela presença de 

mailto:marin.morales@unesp.br
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flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides, e terpenoides que, em altas concentrações, 

podem levar a danos oxidativos.  

 

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

micronúcleo; alteração na massa dos órgãos, ameixa do mato. 

 

1. Introdução 

O uso de plantas medicinais, há muito tempo, está presente na cultura popular, 

devido a visão de que o que é natural não faz mal à saúde, portanto consideradas de uso 

seguro (ASIIMWE et al., 2014). Porém, existem relatos de que muitas plantas medicinais 

podem ser tóxicas e desencadear sérios efeitos adversos aos organismos (HAQ, 2004; PARK 

et al., 2010; GEORGE, 2011). De todos os tratamentos a base de plantas já realizados, poucos 

foram avaliados em ensaios clínicos, quanto à eficácia e segurança (CHENG et al., 2009), 

mas muitos estudos vêm sendo realizados com produtos naturais, com o propósito, apenas, de  

obtenção de moléculas ativas com potenciais terapêuticos (TRAESEL et al., 2014). 

Entretanto, esses produtos, para serem usados de forma segura devem, além de passar por 

estudos químicos, passarem também por avaliação de sua toxicidade (REYES-GARCIA, 

2010; MELO et al., 2011). Assim, é necessário avaliar a relação entre o risco e o benefício do 

uso de produtos naturais, por meio de estudos farmacodinâmicos e toxicológicos (FARIAS, 

2007). 

A espécie Ximenia americana L. é uma planta tropical encontrada na África, Índia, 

Nova Zelândia, América Central e América do Sul (SACANDE e VAUTIER, 2006; FEYSSA 

et al., 2012; SARMENTO et al., 2015). Diversos nomes são atribuídos a esta planta que 

popularmente é conhecida no nordeste do Brasil como ameixa do mato, ameixa brava, ameixa 

azeda ou ameixa do sertão (SILVA et al., 2008; ARAÚJO 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 arbórea de 3-4 metros de altura, que pertence a família 

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, aromáticas, 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 aromáticos do tipo drupa subglobosa de cor amarelo alaranjado, 

medindo de 1,5 a 2 cm de diâmetro, envolvendo uma única semente com amêndoa branca. 

Apresenta polpa de consistência firme e sabor doce (EROMOSELE e EROMOSELE, 2002).  
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Análises fitoquímicas revelaram a presença de compostos bioativos em X. americana 

L. como as saponinas, carboidratos, glicosídeos cianogênicos, flavonóis, 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. são muito utilizadas 

como medicinais e têm sido indicadas para tratamento de várias patologias, como: 

esquistossomose, febre, diarréia, micose e dor de dente (BURKILL, 1997; MORAIS et al., 

2005),  malária, ulcerações lepróticas e doenças de pele (OGUNLEYE e IBITOYE, 2003), 

ferimentos e falta de ar (FRANCO e BARROS 2006), gastrite, infecção de garganta, 

corrimento vaginal (ALVES et al., 2007), inflamação e prisão de ventre (ROQUE et al., 

2010), inflamação do útero e ovários, cicatrizante, limpeza do útero, limpeza do sangue, 

aborto, anemia, úlcera estomacal, câncer, infecção urinária, coceira, feridas e queimaduras 

(OLIVEIRA et al., 2010).  

Extratos nebulizados são extratos secos obtidos por processos de atomização. A 

nebulização consiste em dispersar um extrato líquido hidroalcoólico, associado a um 

composto adjuvante (como por exemplo o aerosil
®
), em minúsculas gotículas e secá-las, 

instantaneamente, em uma corrente de ar quente, gerando, neste processo, um pó finíssimo. 

Como esse processo de dispersão e secagem é muito rápido, o extrato nebulizado sofre 

pouquíssimas perdas e transformações de seus constituintes. Sendo assim, é amplamente 

utilizado na farmacologia, o que faz com que muitos laboratórios farmacêuticos realizem esse 

tipo de secagem, para que essas sejam disponibilizadas para uso em formulações fitoterápicas 

(COUTO, 2011).  

Muitos estudos fitoquímicos já 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; ARAGÃO et al., 2018; SANTANA et al., 

2018), contudo poucos estudos avaliaram se ela apresenta alguma potencialidade tóxica. 

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; ARAGÃO et al., 

2018) e, em todos esses estudos, o extrato estudado não apresentou sinais de toxicidade, para 

o período avaliado. Até o momento, não foram encontrados na literatura científica estudos de 

citotoxicidade e mutagenicidade para a planta X. americana L., independente do tipo de 

formulação usada. 

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

medicina popular, para vários fins terapêuticos; é bem conhecida quanto aos seus constituintes 
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fitoquímicos, mas pouco estudada quanto aos seus possíveis efeitos tóxicos; ainda não 

estudada, quanto aos seus potenciais citotóxico e mutagênico; e tampouco avaliada, na forma 

de extrato nebulizado, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito tóxico, 

citotóxico e mutagênico de extrato nebulizado das cascas do caule de X. americana L. em 

medula óssea de camundongos Mus musculus. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal e preparação do extrato 

A espécie Ximenia americana L., avaliada neste estudo, foi coletada na região 

semiárida do Estado da Paraíba e sua excicata depositada no Herbário Professor Jayme 

Coelho de Morais da Universidade Federal da Paraíba, sob o número de registro EAN-14049. 

As cascas dos caules desta planta foram secas a 40 °C, pulverizadas em moinho de facas e 

processadas por maceração a frio com água e etanol (30/70 %, respectivamente), para a 

obtenção do extrato hidroalcoólico. O extrato hidroalcóolico foi submetido, por 3 dias, a 

secagem por aspersão em spray drying (LabPlant
®

), com temperatura de entrada de 140 °C e 

fluxo de 3 mL/min. O adjuvante de secagem foi o dióxido de silício coloidal (Aerosil 200
®

), 

na proporção de 20 %, em relação ao resíduo 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 princípios éticos do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e com a aprovação do Comitê de Ética 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 Tóxica Aguda). Para a realização deste bioensaio, foi administrado, uma 

única vez, pelo método de gavagem gástrica em camundongos Mus musculus, 0,1 ml/10 g de 

p.cdo extrato nebulizado de cascas de X. americana L., nas concentrações de 50, 250, 500 e 

2000 mg/kg. O grupo Controle Negativo (CN) recebeu a mesma dose de água, em 

substituição 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 após a 
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administração e a cada 24 horas, pelos 14 dias seguintes. Os parâmetros de toxicidade foram 

avaliados pelo número de mortes, estado geral de comportamento, como alteração na 

locomoção, alteração do tônus muscular, frequência respiratória, excitação, hipnose, 

convulsão, salivação, pilo-ereção, lacrimejamento, diarréia, efeitos sobre respiração e 

contorções abdominais. Foram observados também variação de peso corpóreo e de consumo 

de ração e água. Ao fim do período de 14 dias do início do experimento, os animais foram 

eutanasiados, por deslocamento cervical, seus órgãos 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). Á partir do ensaio de toxicidade aguda, foram determinadas três concentrações 

(150, 250 e 350 mg/kg/dia) que foram administradas, na proporção de 0,1 ml/10 g (p.c) aos 

camundongos Mus musculus para a avaliação da toxicidade subaguda. Os animais receberam 

as concentrações de extrato descritas acima uma vez ao dia, por 28 dias consecutivos. O grupo 

CN recebeu, durante o mesmo período de experimentação, apenas água, que foi administrada 

da mesma forma dos tratamentos com X. americana L. (via gavagem gástrica) (Tabela 1). 

Durante o período experimental os parâmetros de toxicidade foram observados conforme o 

item 2.3. Após a eutanásia seus órgãos foram retirados, pesados e avaliados 

macroscopicamente, a medula óssea foi coletada para a realização do teste de micronúcleo 

(MN), para avaliação do potencial citotóxico e mutagênico 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 estão descritos na tabela 1.  
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Administração Observação Eutanásia

CN

    50 mg/kg

  250 mg/kg       

  500 mg/kg                  

2000 mg/kg

CN

150 mg/kg/dia

250 mg/kg/dia

350 mg/kg/dia

15° dia

Períodos

Toxicidade Aguda 

Toxicidade Subaguda

1 dia 14 dias 

28 dias 28 dias 

Ensaios Concentrações

29° dia

 

 

2.6. Ensaio de Micronúcleo (MN) 

A avaliação de MN em células de medula óssea de roedores foi realizada seguindo os 

protocolos descritos por Schimid (1975), Ribeiro (2003), Maistro (2014) e OECD 474 (2016). 

Para extração da medula óssea, foram realizadas secções nas epífises dos fêmures, para que o 

canal medular ficasse exposto. Os fêmures de cada animal, com as epífises já abertas, foram 

lavados, em tubos Falcon
®
, injetando no canal medular, com o auxílio de uma seringa, 3 ml 

de soro fetal bovino (SFB). Esse soro foi aplicado no canal medular por várias vezes, até que 

toda medula fosse retirada. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e a suspensão celular obtida foi homogeneizada para ser usada na 

confecção de lâminas das distensões medulares. A coloração das lâminas seguiu o protocolo 

descrito por Ribeiro et al. (2003), com modificações, conforme descrito a seguir. As lâminas 

foram fixadas em álcool 70 % por 5 minutos, secas e coradas, sequencialmente, pela solução 

de Wright por 3 minutos, solução de Wright e tampão fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto, e em 

uma mistura de tampão fosfato, água destilada e corante Giemsa (10:10:1), por 10 minutos. 

Na sequência, as lâminas foram lavadas em água corrente, para a retirada do excesso de 

corante e, depois de secas, foram montadas em Entelan
®
. As lâminas de cada animal 

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

 

2.7. Análise do Potencial Citotóxico 

A citotoxicidade do extrato nebulizado de X. americana L. foi estimada pelo número 

de NCE presente dentre 500 PCE analisadas por animal (n=5), nos diferentes ensaios 

Tabela 1: Delineamento experimental dos tratamentos realizados com as diferentes 

concentrações de Ximenia americana L. e os períodos de experimentação 

aplicados em cada teste realizado 

 

CN: Controle Negativo. 
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realizados. O número de PCE foi dividido pelo número de NCE e os resultados obtidos neste 

cálculo, para os diferentes tratamentos, foram submetidos a análise estatística, de acordo com 

o teste de normalidade. 

 

2.8. Análise do Potencial Mutagênico  

Foram contados os MNPCE dentre 4000 PCE analisados por animal, nos diferentes 

ensaios realizados. O número de MNPCE/animal foi comparado estatisticamente, com os 

resultados obtidos no CN. 

 

2.9. Cálculo do Peso relativo dos órgãos 

O peso relativo dos órgãos foi calculado pela seguinte fórmula: 

Peso Relativo = a / b 

Onde:  

a = peso do órgão 

b = peso corpóreo do animal 

  

2.10. Análise estatística  

A comparação dos resultados obtidos nas análises foi realizada de acordo com a 

distribuição dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi 

aplicado para os dados paramétricos o teste estatístico ANOVA/Dunnet e para os não 

paramétricos o de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para essas análises estatísticas, foi usado o 

software IBM
®
 SPSS

®
 Statistcs (versão 22). Os resultados que obtiveram níveis de 

significância (p<0,05), quando comparados com o controle negativo, foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

3. Resultados  

3.1. Exame físico e comportamental 

O extrato nebulizado de cascas de X. americana L.não indicou qualquer 

manifestação de toxicidade ou dano a saúde dos animais tratados, para as diferentes 

concentrações e períodos testados. Não foram observadas alterações no tônus muscular, na 

frequência respiratória, excitação, hipnose, convulsão, salivação, pilo-ereção, lacrimejamento, 

diarreia e contorções abdominais. Os animais mantiveram suas atividades de locomoção e 

socialização dentro da normalidade.  
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3.2. Letalidade  

Não houve mortes entre os indivíduos do ensaio de toxicidade aguda. No ensaio de 

toxicidade subaguda, houve morte de um individuo, para a concentração de 350 mg/kg/dia 

(Tabela 2). 

 

 

Ensaios Concentrações Letalidade

CN 0/5

50 mg/kg 0/5

250 mg/kg       0/5

500 mg/kg                  0/5

2000 mg/kg 0/5

CN 0/5

150 mg/kg/dia 0/5

250 mg/kg/dia 0/5

350 mg/kg/dia 1/5

Toxicidade Aguda 

Toxicidade Subaguda

Tabela 2: Toxicidade aguda e subaguda do extrato 
 

 

3.3. Consumo de água e ração 

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas, quanto ao consumo 

de água e ração dos animais dos grupos tratados com o extrato nebulizado de X. americana L., 

quando comparados ao do grupo CN (Tabela 3). 

 

 

 

Ensaios Concentrações Consumo de Água Consumo de Ração

CN 77±14,8 70,6±8,19

   50 mg/kg 77±6,70 73,5±9,19

  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

250 mg/kg/dia 93±16,0 75,8±12,4

350 mg/kg/dia 85±16,0 67,7±6,36

Toxicidade Aguda 

Toxicidade Subaguda

 

3.4. Peso corpóreo e ganho de peso 

Tabela 2: Toxicidade aguda e subaguda do extrato     

nebulizado de Ximenia americana L. em 

camundongos Mus musculus 

CN: Controle Negativo.  

CN: Controle Negativo; Valores expressos em média±desvio padrão da média, consumo de 

água (mL), consumo de ração (g). 

 

Tabela 3: Consumo de água e ração dos camundongos tratados com extrato 

nebulizado de Ximenia americana L. e dos camundongos do controle 

negativo  
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Na avaliação do peso corpóreo dos animais dos grupos tratados com o extrato 

nebulizado de cascas de X. americana L., não foi observada diferença estatisticamente 

significativa, quando comparado com os indivíduos do CN, como mostra a tabela 4. No 

ensaio de toxicidade aguda, o peso corpóreo dos animais variou de 29,7±0,45 à 30,4±1,20, o 

peso final variou de 30,2±1,71 à 31,5±1,51 e o ganho de peso variou de 0,46±1,68 à 

1,26±1,13. No ensaio de toxicidade subaguda, o peso inicial variou de 25,6±1,23 à 28±1,36, o 

peso final variou de 26,8±2,11 à 30,4±1,79 e o ganho de peso variou de 0,32±2,78 à 

2,40±0,66 (Tabela 4). 

 

3.5. Avaliação macroscópica e peso relativo dos órgãos 

Na avaliação macroscópica dos órgãos dos animais expostos às diferentes 

concentrações do extrato nebulizado de X. americana L., não foram observadas quaisquer 

alterações na morfologia geral do órgão, ou na sua coloração, quando comparado ao grupo 

CN. No ensaio de toxicidade aguda, foi observado que o peso relativo dos órgãos dos animais 

tratados com X. americana L.apresentou uma diminuição estatisticamente significativa, 

quando comparados aos resultados do CN. Foi observada uma diminuição do peso do 

coração, para as concentrações de 50, 250 mg/kg; fígado, para a concentração de 250 mg/kg; 

pâncreas, para as concentrações de 250, 500 e 2000 mg/kg, sendo que na concentração mais 

alta (2000 mg/kg) este órgão apresentou uma redução no peso 3 vezes maior que a observada 

na menor concentração (50mg/kg); pulmão, para a concentração de 250 mg/kg; rins, para as 

concentrações de 50 e 250 mg/kg; testículos, para todas as concentrações (50, 250, 500 e 2000 

mg/kg) e tireoide, para as concentrações de 500 e 2000 mg/kg. Já no ensaio de toxicidade 

subaguda, não houve diferenças estatisticamente significativas observadas entre o peso 

relativo dos órgãos dos grupos tratados quando comparados ao do CN  (Tabela 5). 
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Ganho de Peso

A1 A2 A3 A4 A5 A1 A2 A3 A4 A5 Média±DP

CN 30,00 31,00 30,00 30,00 30,00 30,40 33,00 30,40 30,80 30,70 0,86±0,66

    50 mg/kg 30,50 31,20 28,30 31,00 31,00 30,50 32,90 29,20 31,00 31,40 0,60±0,72

  250 mg/kg       30,00 30,20 31,00 29,20 31,00 32,90 30,90 31,70 29,30 32,90 1,26±1,13

  500 mg/kg                  30,00 30,00 31,00 28,80 30,40 30,40 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 33,00 29,50 30,30 28,50 29,50 0,46±1,68

CN 25,70 24,00 25,60 27,00 28,70 27,30 24,30 26,50 29,40 29,90 1,30±0,91

150 mg/kg/dia 26,70 29,00 24,00 27,80 27,70 27,30 29,60 26,70 26,00 26,00 0,53±1,84

250 mg/kg/dia 28,10 26,50 29,80 27,80 26,30 30,60 28,00 32,30 30,90 26,60 2,40±0,66

350 mg/kg/dia 25,20 27,10 28,00 29,80 29,70 29,00 27,40 28,20 26,80 ­ 0,32±2,78

Toxicidade Subaguda

Ensaios Tratamentos
Peso Inicial/Animal Peso Final/Animal

Toxicidade Aguda 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Efeitos das diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso corporal dos camundongos Mus 

musculus, durante o período experimental 

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

gramas, média±desvio padrão da média. 
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Ensaios Tratamentos Baço Coração Fígado Pâncreas Pulmões Rins Testículo Tireóide

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 0,006±0,0010  0,012±0,0010
*

  0,006±0,0004
* 0,006±0,0006

  250 mg/kg       0,002±0,0003   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

  500 mg/kg                  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 mg/kg 0,002±0,0010  0,005±0,0010 0,038±0,0030   0,003±0,0010
* 0,007±0,0010 0,014±0,0010   0,006±0,0009

*
 0,006±0,0020

*

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

150 mg/kg/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 mg/kg/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 mg/kg/dia 0,002±0,0000 0,004±0,0000 0,030±0,0000 0,002±0,0000 0,006±0,0000 0,010±0,0000 0,006±0,0000 0,007±0,0100

Toxicidade Aguda 

Toxicidade Subaguda

 

 

 

 

 

Tabela 5: Efeito das diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso relativo de órgãos dos animais, após o 

período de experimentação 

 

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

ANOVA/Dunnet). 
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3.6. Avaliação do efeito citotóxico e mutagênico do extrato nebulizado de cascas de X. 

americana L. em eritrócitos da medula óssea de camundongo Mus musculus 

A análise da citotoxicidade foi determinada pela relação entre PCE/NCE. Os 

resultados desta análise mostraram que o extrato nebulizado de X. americana L.não 

apresentou potencial citotóxico, para o ensaio de toxicidade subaguda. O potencial 

mutagênico do extrato nebulizado de X. americana L.foi avaliado pela análise de MN em 

eritrócitos policromáticos (MNPCE) de  camundongos Mus musculus. Não houve um 

aumento estatisticamente significativo de MNPCE nas concentrações avaliadas no ensaio 

detoxicidade subaguda (Tabela 6). 

 

 

 

MNPCE PCE/NCE

A1 A2 A3 A4 A5 Média±DP Média±DP

CN 3 1 5 3 2 2,8±1,48 1,43±0,31

150 mg/kg/dia 8 17 2 9 4 8,0±5,78 1,63±0,80

250 mg/kg/dia 3 1 0 1 4 1,8±1,64 1,54±0,54

350 mg/kg/dia 12 9 6 1 ­ 7,0±4,69 1,32±0,20

Ensaio Concentrações

Toxicidade Subaguda

N° de MNPCE/animal

CN: Controle Negativo; A: animal; MNPCE: Eritrócito Policromático Micronucleado; -
 

4. Discussão e Conclusão 

O uso de plantas medicinais é, muitas das vezes, estimulado pelo seu baixo custo, 

associada à convicção de que extratos naturais não promovem efeitos colaterais no organismo 

(SOUZA, 2017).  No entanto, os extratos vegetais podem provocar efeitos adversos graves à 

saúde, apresentando assim contraindicações para o seu uso. Por esta razão, esses compostos 

necessitam passar por avaliações que comprovem a sua qualidade e segurança e também 

estabeleçam padrões de tratamento para seu uso seguro (MAGALHÃES, 2015). O emprego 

da medicina popular, com base em conhecimento empírico, não é suficiente para validar as 

plantas medicinais como medicamentos seguros e eficazes. Farias (2007) afirma que as 

plantas medicinaisdevem ser avaliadas, quanto a sua relação risco/benefício, por meio de 

estudos farmacodinâmicos e toxicológicos. Estudos de toxicidade aguda e subaguda fazem 

parte da primeira bateria de testes realizados em avaliações pré-clínicas de um produto natural 

para consumo humano. O desconhecimento, por parte da população, sobre possíveis efeitos 

secundários e tóxicos dos extratos vegetais, pode proporcionar graves consequências para a 

saúde humana em curto e em longo prazo (NAVARRO-MOL, 2000). 

Tabela 6: Avaliação do efeito citotóxico e mutagênico do extrato nebulizado de 

Ximenia americana L.em eritrócitos da medula óssea de camundongos 

Mus musculus 

CN: Controle Negativo; A: animal; MNPCE: Eritrócito Policromático Micronucleado;-: 

Morte do animal. 
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O presente estudo avaliou a toxicidade aguda e a toxicidade subaguda com possíveis 

efeitos citotóxicos e mutagênicos do extrato nebulizado de X. americana L., administrado por 

via oral em camundongos Mus musculus. Na avaliação da toxicidade aguda, não houve 

letalidade dos indivíduos, até mesmo para a maior concentração estudada (2000 mg/kg), logo 

o extrato nebulizado de X. americana L.pode ser considerado de baixa toxicidade, se 

enquadrando na Classe 5 das substâncias com DL50 superior a 2000 mg/kg, segundo o guia 

OECD 423/2001. Esse resultado corrobora com os estudos de toxicidade aguda realizados por 

Aragão et al. (2018), que testaram este mesmo extrato, avaliado no presente estudo, em ratos 

Wistar. Esses autores observaram que a concentração de 2000 mg/kg também não induziu 

morte de nenhum organismo tratado; por Agyigra et al.(2017), que avaliaram a toxicidade 

aguda de extrato metanólico de cascas do caule de X. americana L.e não observaram morte 

nem para a mais alta concentração 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 não observaram morte de indivíduos nem para as altas concentrações 

estudadas deste extrato (2000 e 5000 mg/kg).  

Como não foi observado nenhum efeito tóxico na exposição aguda, foi realizada uma 

avaliação adicional, para avaliar a toxicidade subaguda do extrato nebulizado de X. americana 

L., sobre o organismo teste Mus musculus. Para essa análise, foram escolhidas três 

concentrações (150, 250 e 350 mg/kg/dia). A maior concentração testada (350 mg/kg/dia, 

administração por 28 dias) induziu a morte de um indivíduo, o que alerta sobre um possível 

risco de uso subagudo desse extrato, já que na maior concentração 2000 mg/kg, no ensaio 

agudo (1 dia de administração e 15 dias de observação), não foi registrada morte de nenhum 

indivíduo. Isto deve-se ao fato de que o teste de toxicidade oral aguda (OECD 423/2001) não 

se destina a calcular, com precisão, o DL50% de uma substância, mas sim classificar a 

substância de acordo com as classes de toxicidade definidas por valores de corte de DL50 

fixos. A extrapolação de resultados de estudos realizados com animais para a espécie humana, 

que tem por base o processo de avaliação de risco, tem sido usada para estabelecer níveis de 

exposição seguros de humanos a produtos químicos (IPCS, 2009).  

Nos dois ensaios de toxicidade (aguda e subaguda) não foram observadas diferenças 

significativas de ganho de peso entre os grupos tratados com X. americana L.e o grupo CN. 

Os sinais de toxicidade sistêmica são definidos a partir da redução da massa corporal dos 

animais experimentais (TOFOVIC e JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). 

Também pode se manifestar pela redução nos consumos de água e ração, alterações de 

comportamento (apatia) e má condição da pelagem, como a presença de pelos arrepiados 
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(MELO, 2001). Neste estudo, não foi observado qualquer alteração comportamental nos 

animais submetidos aos tratamentos agudos e subagudos com o extrato nebulizado, tampouco 

diferenças significativas no consumo de água e ração por esses animais. 

Na avaliação macroscópica dos órgãos dos ensaios de toxicidade aguda, não foi 

observada nenhuma alteração na coloração e no aspecto morfológico dos mesmos, mas foi 

observado que o extrato nebulizado de X. americana L.diminuiu, estatisticamente, o peso 

relativo de órgãos como o coração, o fígado, o pâncreas, os pulmões, os rins, os testículos e a 

tireoide. Já para o ensaio de toxicidade subaguda, não foram registradas alterações 

estatisticamente significativa para o peso dos órgãos, tampouco para os aspectos morfológicos 

macroscópicos dos mesmos. As alterações no peso relativo dos órgãos podem indicar 

toxicidade (GONZALEZ e SILVA, 2003) ou dano ao órgão (MUHAMMAD et al., 2015; 

OLANIYAN et al., 2016). A diminuição dos órgãos pode estar ligada a presença de 

constituintes químicos no extrato da planta, tais como os que podem ter um efeito positivo ou 

negativo em um animal. A diminuição dos testículos 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. (raízes, folhas, e 

cascas do caule), por 15 dias. O estudo mostrou uma diminuição do comportamento sexual, 

danos espermáticos e perda de peso testicular dose dependente, cujos danos mais evidentes 

foram aqueles provocados pelo extrato de raízes da planta. Os autores ainda sugerem que esta 

diminuição dos testículos pode estar relacionada à presença de pró-oxidantes nos extratos, 

como flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides e terpenoides, substâncias estas que, 

quando em altas concentrações, podem induzir danos oxidativos, devido a ação dos radicais 

livres e a formação de espécies reativas de oxigênio.  

Análises fitoquímicas realizadas com o extrato nebulizado das cascas do caule de X. 

americana L., por Santana et al.(2018), registraram a presença de polifenois, taninos e 

flavonoides tais como, ácido gálico, 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 

glicosídeos cardiotônicos, taninos, alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas e 

terpenoides no extrato.  O autor cita que estes compostos têm efeitos pró-oxidantes e 

antioxidantes no organismo, que, enquanto o antioxidante protege os tecidos e órgãos, o pró-

oxidante danifica os tecidos e órgãos.  

A avaliação de citotoxicidade do extrato nebulizado de X. americana L., realizada 

nos ensaios de toxicidade subaguda, foi obtida pela relação entre PCEs e NCEs. Os resultados 

deste estudo mostraram que o extrato nebulizado não apresentou potencial citotóxico para 
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eritrócitos do organismo teste Mus musculus. A citotoxicidade de plantas medicinais deve ser 

considerada um problema de saúde pública, pois seus efeitos adversos, podem causar sérios 

riscos à saúde. Um problema que pode prejudicar a saúde de um consumidor de plantas 

medicinais é a interação possível 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 população não são suficientemente estudadas, quanto à presença de substâncias 

citotóxicas, o que pode colocar em risco a saúde do seu consumidor (BAGANTINI et al., 

2007). Compostos citotóxicos, dependendo do nível de toxicidade, podem ocasionar danos no 

DNA (KIRSCH-VOLDERS et al. 2004). 

A avaliação da presença de MN em ensaio de toxicidade subaguda, realizado com o 

extrato nebulizado de X. americana L.,não mostrou potencial mutagênico para as 

concentrações avaliadas. Estudo do potencial mutagênico de extratos vegetais é de 

fundamental importância para a produção de novos produtos com potencial terapêutico, 

também servindo como um parâmetro de segurança para o uso de determinados produtos 

(PERON et al. 2008). 

Danos no DNA, promovidos por substâncias mutagênicas, podem ser corrigidos 

pelos mecanismos de reparo das células ou então 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 exposição da célula a 

vários agentes físicos ou químicos, como os fitoquímicos. Esses compostos são agentes 

xenobióticos que podem agir, diretamente ou indiretamente sob um sistema orgânico, ou 

podem ainda sofrer transformações, tornando-os potencialmente tóxicos (LAPA et al. 1999). 

Apesar do avanço atual das pesquisas nas áreas da farmacologia, o consumo de substâncias 

derivadas de plantas deve ser monitorado, por meio de ensaios que detectem efeitos tóxicos e 

toxicogenéticos de tais substâncias, com intuito de alertar as pessoas sobre os possíveis 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 segurança de consumo. A falta de dados de toxicidade de muitas plantas medicinais faz 

com que seu uso possa não ser totalmente seguro (SIMÕES et al. 2003; EL HILALY et al., 

2004; ITO et al., 2014). Portanto, fica o alerta de que plantas medicinais podem também 

apresentar efeitos tóxicos (PING et al., 2013) e que o consumo de derivados de plantas pode 

também caracterizar um risco à saúde do consumidor. 
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Resumo 

A espécie Ximenia americana L. é amplamente utilizada na medicina popular, para diferentes 

fins terapêuticos, que vão desde uma simples febre até doenças mais graves como o câncer.  A 

literatura traz que o uso medicinal desta planta é eficiente para diversas patologias, dentre elas 

a malária, HIV, diabetes e câncer. Pelo seu amplo uso terapêutico e pelos estudos que apontam 

resultados positivos para este material botânico, este trabalho teve por objetivo avaliar os 

efeitos tóxico, citotóxico, mutagênico e carcinogênico, conferidos pela administração oral 

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

Neste estudo a avaliação da toxicidade crônica foi realizada seguindo as diretrizes da OECD 

452/2009, e a avaliação de citotoxicidade e mutagenicidade pelas diretrizes OECD 474/2016 

nas concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado das cascas do caule 

de de X. americana L.Neste estudo não foi encontrado efeitos que indicassem potencial 

citotóxico e mutagênico na avaliação de citotoxicidade e mutagenicidade em eritrócitos da 

medula óssea e tampouco efeitosinflamatórios nas criptas que pudesses levar a um efeito 

carcinogênico de cólon pelo aumento de focos de criptas aberrantes, para os animais tratados 

mailto:mamm@rc.unesp.br
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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, ácido gálico, glicosídios cardiotônicos, quercetina, antraquinonas. Esses 

compostos vêm sendo descrito na literatura como de ação anticancerígena para linhagens 

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

 

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

Micronúcleo; Câncer colorretal. 

 

1. Introdução 

A espécie X. americana L.é uma planta tropical encontrada na África, Índia, Nova 

Zelândia, América Central e América do Sul (SACANDE e VAUTIER, 2006; FEYSSA et al., 

2012; SARMENTO et al., 2015), que tem uma ampla utilização na medicina popular 

(GRONHAUG et al., 2008; JAMES et al., 2008; LE et al., 2012). No Brasil, essa planta é 

encontrada, principalmente, na região semiárida do Nordeste, sendo popularmente conhecida 

como ameixa do mato, ameixa brava, ameixa azeda ou ameixa do sertão (SILVA et al., 2008; 

ARAÚJO et al., 2009).  

Os extratos de X. americana são utilizados tradicionalmente na medicina popular 

para diferentes fins terapêuticos (BURKILL, 1997; OLIVEIRA et al., 2010), como, por 

exemplo, antimalárico (BENOIT et al., 1996; TRAORÉ et al., 2015; SULEMAN et al., 2018). 

HIV (ASRES et al., 2001), anticarcinogênico (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 visão de 

não ser tóxico e, portanto seguro (ASIIMWE et al., 2014), há relatos de que muitas delas 

podem ser tóxicas 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 clínicos, quanto à sua eficácia e segurança (CHENG et al., 2009). Os produtos 

naturais têm sido alvo de muitos estudos que buscam por moléculas bioativas com efetivo 

potencial terapêutico (TRAESEL et al., 2014), e de análises químicas para possíveis 

medicamentos fitoterápicos, mas estudos que avaliem os potenciais efeitos toxicogenéticos de 

plantas usadas na medicina popular ainda são muito escassos, embora sejam altamente 
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importantes para a certificação da comprovação de uso seguro e eficácia da ação do produto 

utilizado (REYES-GARCIA, 2010; MELO et al., 2011).  

O uso de extratos nebulizados de plantas com potencial terapêutico vem sendo muito 

utilizados na farmacologia, pela sua segurança e preservação dos compostos químicos 

presentes, devido ao processo de produção dos mesmos ser muito rápido, o que impede que 

haja conjugação ou transformação dos compostos presentes no composto original. Por essa 

segurança química que apresentam, os extratos nebulizados também são muito utilizados na 

produção de fitoterápicos (COUTO, 2011)  

Os estudos de toxicidade crônica são realizados para determinar o efeito tóxico, 

após uma exposição prolongada a doses cumulativas de uma substância em estudo. Esses 

estudos permitem também, observar o potencial carcinogênico da substância, desde que a 

dose e a via de administração escolhida seja correta para o fim que se destina. Em estudos 

crônicos, realizados com camundongos, os organismos são submetidos a exposições 

repetidas, durante um período considerável de sua vida útil. Nestes ensaios podem ser 

avaliados efeitos relacionados ao desenvolvimento corpóreo e dos órgãos dos animais, além 

de fornecer uma estimativa do nível de efeito adverso, não observado na toxicidade aguda e 

subaguda, que pode ser utilizado para estabelecer critérios de segurança para a exposição 

humana (OECD 452/2009). 

Considerando que a espécie X. americana L.é muito usada na medicina popular e as 

comprovações científicas de efeito terapêutico de extratos dessa planta , este estudo avaliou os 

efeitos do extrato nebulizado das cascas do caule de X. americana L. na toxicidade crônica, 

seus possíveis efeitos citotóxicos e mutagênicos em medula óssea e carcinogênicos de cólon 

em camundongos Mus musculus. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal e preparação do extrato 

O material vegetal foi coletado na região semiárida do Estado da Paraíba, exsicata da 

planta está depositada, sob o número de registro EAN-14049, no Herbário Professor Jayme 

Coelho de Morais da Universidade Federal da Paraíba. Os experimentos deste estudo foram 

realizados com extratos nebulizados da casca do caule da X. americana L. Para a obtenção do 

extrato hidroalcoólico as cascas do caule da planta foram secas a 40 ºC, pulverizadas em 

moinho de facas e passadas por processo de maceração a frio em solução etanólica 70%. Para 
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a obtenção do extrato nebulizado, o extrato hidroalcoólico foi submetido a secagem por 

aspersão em spray drying
®

. 

2.2. Agentes Químicos 

A substância utilizada no grupo controle positivo (CP), para a indução de 

mutagenicidade, foi a 1,2-dimetilhidrazina (DMH marca Sigma
®
, CAS: n° 306-37-6), 

concentração de 20mg/kg, diluída em solução de EDTA (0,37mg/ml). A solução foi 

administrada aos animais pela via intraperitoneal (i.p), na proporção de 0,1ml/10g de peso 

corpóreo (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 princípios éticos do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e com a aprovação (Protocolo: 26/2016) do Comitê de 

Ética em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro. 

 

2.4. Ensaio de Toxicidade Crônica 

A toxicidade crônica do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.foi avaliada 

com base no protocolo do Guia OECD 452/2009 para toxicidade crônica (doses repetidas). 

Foram avaliadas as concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado de 

X. americana L., administradas aos camundongos, via gavagem gástrica, uma vez ao dia, por 

12 semanas (84 dias), como mostra a tabela 1. Foram avaliados os parâmetros de toxicidade 

pelo número de mortes, estado geral de comportamento, como alteração na locomoção, 

alteração do tônus muscular, frequência respiratória, excitação, hipnose, convulsão, salivação, 

piloereção, lacrimejamento, diarréia e contorções abdominais, também foram observados 

variação de peso corpóreo. Ao fim do período de 12 semanas no 85° dia de experimentação, 

os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e seus órgãos pesados e avaliados 

macroscopicamente, coletada a medula óssea do fêmur dos animais para a análise de 

micronúcleo (MN) e avaliação toxigenética do extrato, também foi coletado o intestino na 

porção colorretal para avaliação da possível promoção de efeito carcinogênico de cólon do 

extrato nebulizado da casca do caule de X. americana L. 
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Administração Observação Eutanásia

CN

CP

 50 mg/kg/dia 12 semanas 12 semanas

150 mg/kg/dia      84 dias 84 dias

250 mg/kg/dia                  

350 mg/kg/dia

Ensaio Tratamentos
Períodos

Toxicidade crônica 85° dia

 

 

2.5. Ensaio de Micronúcleo (MN) 

A avaliação de MN em células de medula óssea de roedores foi realizada seguindo os 

protocolos descritos por Schimid (1975), Ribeiro (2003), Maistro (2014)e OECD (2016), com 

modificações.Para extração da medula óssea, foram realizadas secções nas epífises dos 

fêmures, para que o canal medular ficasse exposto. Os fêmures de cada animal, com as 

epífises já abertas, foram lavados, em tubo Falcon
®
, injetando no canal medular, com o 

auxílio de uma seringa, 3 mL de soro fetal bovino (SFB). Esse SFB, foi aplicado no canal 

medular por várias vezes, até que toda medula fosse retirada. Os tubos foram centrifugados 

por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a suspensão celular obtida foi 

homogeneizada, para ser usada na confecção de distensões medulares em lâminas. A 

coloração das lâminas seguiu o protocolo descrito por Ribeiro et al. (2003), com 

modificações, conforme descrito a seguir. As lâminas foram fixadas em álcool 70% por 5 

minutos, secas e coradas, sequencialmente, pela solução de Wright por 3 minutos, solução de 

Wright e tampão fosfato pH 7,4 (1:1) por 1 minuto, e em uma mistura de tampão fosfato, água 

destilada e corante Giemsa (10:10:1), por 10 minutos. Na sequência, as lâminas foram lavadas 

em água corrente, para a retirada do excesso de corante e, depois secas, montadas em 

Entelan
®
. As lâminas de cada animal experimentado foram e analisadas (teste cego) em 

microscopia de luz (objetiva de 100x). Foram contados 4000 Eritrócitos Policromáticos (PCE) 

por animal e observado o número de Micronúcleos de Eritrócitos Policromáticos (MNPCE).  

 

 

 

Tabela 1: Toxicidade crônica do extrato nebulizado de Ximenia americana 

L.para camundongos Mus musculus 

 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo 
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2.6. Análise do Potencial Citotóxico 

A citotoxicidade do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.foi estimada 

pelo número de NCE presentes em 500 PCE analisados, para os diferentes ensaios realizados. 

O número de PCE foi dividido pelo número de NCE e os resultados obtidos neste cálculo, 

para os diferentes tratamento (n=5/tratamento), foram submetidos a análise estatística, de 

acordo com o teste de normalidade. 

 

2.7. Análise do Potencial Mutagênico  

Foram contados o número de MNPCE presentes em 4000 PCE analisadas por 

animal, para os diferentes ensaios realizados. Esse resultado (número 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 análise de focos de criptas aberrantes (FCA), foi realizada para investigar os 

possíveis danos ocasionados pela exposição ao extrato nebulizado de cascas de X. americana 

L. Para esta análise foi avaliada em microscopia de luz, a região do intestino grosso, porção 

colorretal dos animais experimentados, utilizando o método de avaliação, identificação e 

quantificação 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 

parâmetro (< 3 e > 3), e a média total de FCA (< 3 + > 3), foram submetidos a análise 

estatística comparados com os resultados encontrados no CN, de acordo com o teste de 

normalidade. 

 

2.9. Cálculo do Peso relativo dos órgãos 

O peso relativo dos órgãos foi calculado pela seguinte fórmula: 

Peso Relativo = a / b 

Onde: 

a = peso do órgão 

b = peso corpóreo do animal 

 

2.10. Análise estatística  
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A comparação dos resultados obtidos nas análises foi realizada de acordo com a 

distribuição dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi 

aplicado, para os dados paramétricos, o teste estatístico ANOVA/Dunnet e, para os dados não 

paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as análises, foi usado o software IBM
®

 

SPSS
®
 Statistcs (versão 22). Os resultados que obtiveram níveis de significância (p<0.05), 

quando comparados com o controle negativo, foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

2.11. Delineamento Experimental 

Neste estudo, as concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato 

nebulizado de cascas de X. americana L., foram administradas aos camundongos, via 

gavagem gástrica, 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), 

água, via gavagem. O CP recebeu ainda, via intraperitoneal, (i.p.), 20 mg/kg de DMH  na 

proporção de 0,1 ml/10g de peso corpóreo (p.c.), sendo uma dose semanal (por quatro 

semanas). Para a simulação do mesmo estresse em todos os animais experimentados, o CN e 

os tratamentos receberam, via i.p., a solução de EDTA na concentração de 0,37 mg/mL, na 

proporção de 0,1 ml/10g de p.c, como pode ser observado na tabela 2. 

 

 

 

 

Período

1°
 
a 4°

 
semana 5°

 
a 8°

 
semana 9°

 
a 12°

 
semana

CN Água + 

EDTA

CP Água +

 DMH

X. americana L.+

 EDTA
Trat. Crônico X. americana L. X. americana L.

Água Água

Água Água

Ensaios

 

 

 

 

Tabela 2: Delineamento experimental dos tratamentos realizados com 

camundongos Mus musculus expostos às concentrações de 50, 

150, 250 e 350 mg/kg/dia do extrato nebulizado de cascas de 

Ximenia americana L. e os períodos de experimentação 

aplicados em cada teste realizado 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; EDTA: ácido etilenodiamino tetra-

acético, administrado via intraperitoneal; DMH:1,2-dimetilhidrazina administrado via 

intraperitoneal; Água administrada via gavgem; X. americana L. administrada via 

gavagem 
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3. Resultados  

3.1. Exames físico e comportamental  

Os ensaios de toxicidade crônica, desenvolvidos com camundongos Mus musculus 

expostos ao extrato nebulizado de X. americana L., não exibiram qualquer manifestação de 

toxicidade ou promoveram danos à saúde dos animais tratados, tais como alteração na 

locomoção, alteração do tônus muscular, frequência respiratória, excitação, hipnose, 

convulsão, salivação, piloereção, lacrimejamento, diarréia, efeitos sobre respiração e 

contorções abdominais. Os animais mantiveram suas atividades de locomoção e socialização 

dentro da normalidade esperada para a espécie.  

 

3.2. Letalidade  

Não houve mortes entre os indivíduos submetidos às diferentes concentrações do 

extrato nebulizado de cascas de X. americana L., como pode ser observado na tabela 3. 

 

 

Ensaio Tratamentos Letalidade

CN 0/5

CP 0/5

50 mg/kg 0/5

150 mg/kg       0/5

250 mg/kg                  0/5

350 mg/kg 0/5

Toxicidade Crônica

 

 

3.3. Peso corpóreo e ganho de peso 

Pela avaliação do peso corpóreo dos animais tratados com o extrato nebulizado, foi 

observado que esses camundongos não apresentaram diferença estatisticamente significativa, 

quando comparados com os animais do grupo CN (Tabela 4). O peso inicial dos animais variou 

de 30,0 à 32,7g e o peso final de 35,0 à62,0g. Foi observado que, durante o período 

experimental, os animais tiveram um grande ganho de peso (variação de 15,2±5,40 à 

21,8±6,30), mas os resultados foram estatisticamente semelhante aos observado nos animais do 

grupo CN. 

 

 

Tabela 3: Toxicidade crônica do extrato 

nebulizado de Ximenia americana 

L. em camundongos Mus musculus 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo. 
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Ganho de Peso

A1 A2 A3 A4 A5 A1 A2 A3 A4 A5 Média±DP

CN 32,4 32,7 32,6 32,2 31,5 52,0 45,0 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 15,2±5,40

50 mg/kg       31,0 30,0 30,0 31,0 30,0 52,0 52,0 62,0 50,0 45,0 21,8±6,30

150 mg/kg                  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 mg/kg 31,0 30,0 31,0 32,0 30,0 46,0 57,0 55,0 41,0 59,0 20,8±8,49

350 mg/kg 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 50,0 53,0 35,0 45,0 51,0 16,8±7,22

Toxicidade Crônica

Ensaio Tratamentos
Peso Inicial/Animal Peso Final/Animal

 

 

3.5. Avaliação macroscópica e peso relativo dos órgãos 

Na avaliação macroscópica dos órgãos dos animais expostos às diferentes 

concentrações do extrato nebulizado de cascas de X. americana L.apresentados, não foram 

observada quaisquer alteração na morfologia geral do órgão, ou na sua coloração, quando 

comparado ao grupo CN. Na relação de peso relativo dos órgãos dos animais experimentados, 

também não apresentaram diferença estatisticamente significativa, quando comparados aos do 

grupo CN (Tabela 5). 

 

3.6.  Avaliação do efeito citotóxico e mutagênico do extrato nebulizado de X. americana 

L. em eritrócitos da medula óssea de camundongo Mus musculus 

 A análise da citotoxicidade foi determinada pela relação PCE/NCE, foi possível 

observar que o extrato nebulizado de cascas de X. americana L.não apresentou potencial 

citotóxico para o ensaio de toxicidade crônica quando comparado ao CN. O potencial 

mutagênico do extrato nebulizado de X. americana L.foi avaliado pela análise de MNPCE  

em 4.000 PCE contados. Como pode ser observado na tabela 6, não foram observadas 

diferenças 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 

concentrações  de 50; 150; 250 e 350 mg/kg/dia não foi citotóxico nem mutagênico, quando 

testado em exposição crônica em camundongos Mus musculus. 

Tabela 4: Efeito das diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia americana L. 

no peso corporal dos camundongos Mus musculus, durante o período experimental 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; A: Animal; Valores médios±desvio padrão da média 

representado em gramas. 
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Ensaio Tratamentos Baço Coração Fígado Pâncreas Pulmões Rins Testículo Tireóide

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

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

Toxicidade Crônica 

 

 

 

MNPCE PCE/NCE

A1 A2 A3 A4 A5 Média±DP Média±DP

CN 7 1 3 6 3 4,00±2,44 1,71±0,47

CP 6 15 8 17 18 12,8±5,44
*

1,76±0,42

  50 mg/kg/dia 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

Ensaio Tratamentos

Toxicidade crônica 

Número de MNPCE/animal

 

Tabela 6: Avaliação do efeito citotóxico e mutagênico do extrato nebulizado de Ximenia americana L.em eritrócitos da 

medula óssea de camundongos Mus musculus 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; A: Animais; MNPCE: Eritrócito Policromático Micronucleado; PCE: Eritrócito 

Policromático; NCE: Eritrócito Normocromático; * estatisticamente significativo comparado ao CN p < 0.05 (ANOVA/Dunnet). 

Tabela 5: Efeito das diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia americana L.no peso relativo de órgãos dos comundongos Mus 

musculus, durante o período de experimentação 

 

CN: Controle negativo; CP Controle positivo; Valores médios±desvio padrão da média representado em gramas. 
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3.7. Avaliação do potencial carcinogênico de cólon do extrato nebulizado de X. 

americana L.em camundongos Mus musculus 

O intestino dos animais foram analisados para a observação de formação FCA. Para 

isto, foi avaliado microscopicamente o intestino grosso, porção colorretal, dos grupos tratados 

nas diferentes concentrações (50; 150; 250 e 350 mg/kg/dia), e seus respectivos CN e CP, os 

resultados foram comparados estatisticamente, com o CN, que recebeu apenas a água, via 

gavagem gástrica e quatro doses de EDTA, via intraperitoneal. Neste ensaio, foi observada 

uma indução de danos FCA nos animais do CP, que receberam o agente indutor de 

carcinogenicidade de cólon DMH, já os animais que receberam os extratos de X. americana 

L., nas diferentes concentrações, não tiveram indução na formação de FCA  (Tabela 7), 

mostrando que o extrato estudado, não apresenta potencial carcinogênico em cólon na 

exposição crônica. 

 

>3 <3

CN ­ 9,60±5,32 0,0±0,00 4,80±5,320

CP ­  30,2±7,22
*

 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 4,70±5,730

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

Tratamentos Concentrações
Número de FCA

Total

Tratamento crônico

 

 

4. Discussão e Conclusão 

A indução de mutações em células germinativas pode resultar no aumento da 

frequência de doenças genéticas, baixa fertilidade, proles defeituosas e abortos, já as mutações 

em células somáticas estão relacionadas com a patologia de doenças crônicas degenerativas, 

como arteriosclerose e doenças cardiovasculares, e podem ser a base do processo de 

envelhecimento e de carcinogênese (FRANK, 2010; OLIVIER et al., 2010; CARTER et al., 

2012; KHALIL, 2014). Embora essas manifestações não seja medida de carcinogenicidade, a 

mutagenicidade é frequentemente associada ao aparecimento do câncer. O aumento de danos 

no DNA, quebras ou perdas cromossômicas são importantes fatores para o desenvolvimento 

Tabela 7: Avaliação do efeito carcinogênicodo extrato nebulizado de 

Ximenia americana L. sobre intestino grosso da porção 

colorretalde camundongos Mus musculus 

 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; 
*
 estatisticamente significativo 

p<0,05 quando comparado ao CN (ANOVA/Dunnet). 
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de muitos tipos de câncer (SADIKOVIC et al., 2008; YONG et al., 2014; O’CONNOR, 

2015).  

De acordo com Pinto e Felzenszwalb (2003), o câncer é a designação dada ao 

conjunto de manifestações patológicas, que caracterizam-se pela perda de controle da 

proliferação celular e ganho de capacidade de invadir outros tecidos adjacentes. Esta perda de 

controle da proliferação celular é consequência de danos nos mecanismos de regulação do 

ciclo celular. Deste modo, o câncer é uma doença que resulta dos danos ocorridos nos genes 

que controlam o ciclo celular. As razões que levam os genes que regulam o ciclo celular a 

perderem suas funções são complexas e multifatoriais. Dentre essas razões, podemos citar 

predisposições genéticas hereditárias, e agentes físicos, químicos e biológicos. Diversos 

pesquisadores demonstraram que a grande maioria dos tumores humanos é causada por 

agentes químicos ligados ao estilo de vida e à dieta (STARE e JOZEFOWICZ, 2008; 

FERRINI et al., 2015).  

Os FCA são considerados precursores de carcinogênese de cólon de intestino (DI 

GREGORIO et al., 1997; RODRIGUES et al., 2002. Os ensaios realizados com  

camundongos Mus musculus, expostos de forma crônica a diferentes concentrações do extrato 

nebulizado das cascas do caule de X. americana L.(50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia),não 

induziram alterações macroscópicas nos órgãos dos animais, tampouco diferença 

estatisticamente significagtiva na massa relativa quando comparados ao CN. O extrato 

também não induziu a formação de FCA e ocasionando assim efeitos inflamatórios, que 

pudessem levar ao aparecimento de câncer colorretal nos camundongos tratados. Durante todo 

o período experimental, os animais não apresentaram alteração no comportamento, sinais de 

toxicidade, tampouco letalidade. Neste período, os animais apresentaram um alto ganho de 

peso, porém, não foi observado diferenças estatisticamente significativas quando comparados 

aos indivíduos do CN. O peso relativo dos órgãos também não foram significativamente 

diferentes ao CN. Estes resultados sugere que o extrato nebulizado de X. americanaL., no 

período de exposição crônica, não produziu efeito tóxico para os animais, tampouco para seus 

órgãos. 

Compostos com atividades biológicas, há tempos, vem sendo avaliados, quanto às 

suas propriedades tóxicas, carcinogênicas e mutagênicas (VILAR et al., 2009; VIEIRA et al., 

2012; AHMED et al., 2013). Na avaliação de citotoxicidade, pela relação de PCE e NCE, o 

extrato nebulizado de X. americana L.não apresentou potencial citotóxico. A citotoxicidade 

de plantas medicinais deve ser considerada um problema de saúde pública, pois elas podem 

desencadear sérios efeitos adversos, intoxicação 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 população, sob diversas formas, não são suficientemente 

estudadas, quanto à presença de substâncias citotóxicas. Desta forma o seu uso pode induzir 

efeitos adversos a seu consumidor e, consequentemente, danos à saúde do mesmo 

(BAGANTINI et al., 2007).  

Na avaliação feita pelo ensaio do MN, o extrato nebulizado de X. americana L.não 

apresentou potencial mutagênico, para nenhuma das concentrações testadas. Estudo do 

potencial mutagênico de extratos vegetais é de fundamental importância para a produção de 

novos produtos com potencial terapêutico, e também servir como um parâmetro de segurança 

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 exposição crônica, não apresenta efeitos citotóxicos, 

mutagênicos ou carcinogênicos de cólon, podendo ser considerado de uso seguro, mesmo em 

administração por período prolongado (crônico). Porém, este estudo avaliou o extrato 

nebulizado somente quanto à indução de carcinogênese colorretal em camundongos Mus 

musculus, sendo necessário, assim, novos estudos que certifiquem a segurança 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.são amplamente utilizadas na medicina popular para 

diversas patologias, incluindo contra o câncer. Extratos desta planta vêm sendo citado na 

literatura como de ação anticancerígena para câncer colorretal de ratos e de humanos in vitro. 

Várias substâncias derivadas de plantas possuem a capacidade de modular os complexos 

mecanismos envolvidos na patologia de doenças crônicas, tais como o câncer, a prevenção do 

câncer acontece sempre que ocorre regressão, inibição ou redução de sua incidência. 

Neste trabalho foram avaliados os efeitos quimioprotetor e quimiopreventivo do extrato 

nebulizado de cascas de X. americana L. nas concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia 

em células da linhagem branca tais como os leucócitos e a seu efeito em prevenir, regredir, 

inibir ou reduzir a incidência de FCA (Focos de criptas aberrantes) consideradas como lesões 

pré-neoplásicas na porção colorretal do intestino induzidas nesse estudo pela DMH- 1,2 

dimethilhidrazina aos animais expostos a diferentes tratamentos, tais como: pré-tratamento, 

tratamento simultâneo, pós-tratamento e tratamento contínuo com o extrato nebulizado das 

cascas do caule de X. americana L.No presente trabalho não foi observado um processo 

inflamatório avaliado pela contagem diferencial de leucócitos circuclantes no sangue nos 

diferentes tratamentos realizados, o que corrobora com o resultado encontrado na análise de 

FCA onde foi observada uma diminuição das criptas aberrantes (CA- lesões pré-neoplásicas). 

Sendo assim o extrato das cascas do caule de X. americana L. teve uma ação quimioprotetora 
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e quimiopreventiva no câncer colorretal induzido pelo DMH. Acredita-se que esse efeito seja 

devido aos constituintes fitoquímicos presentes neste extrato, como ácido gálico, já que esse 

fitoquímico é reportado na literatura científica como de ação anticancerígena. 

 

Palavras-chave: Anticarcinogênese; Carcinogênese colorretal; Resposta imunológica; 

Ameixa-do-mato; Ameixa-do-sertão; Planta medicinal 

 

1. Introdução 

No Brasil, as estimativas de novos casos de câncer colorretal, sugerem que 17.380 

homens e 18.980 mulheres serão acometidos por esta doença, 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 câncer colorretal é o segundo tipo de câncer mais 

frequente em mulheres e o terceiro tipo mais comum em homens (INCA, 2018). O câncer é 

uma doença 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 inflamação é resultado de uma resposta do organismo a efeitos adversos de 

substâncias, que podem ser percebidas pelo sistema imunológico inato como agentes 

estranhos ou nocivos à saúde do indivíduo. Através de inúmeras vias de resposta, destinadas a 

eliminar do corpo substâncias nocivas, as células do sistema imune inato (como leucócitos), 

citocinas, outros mediadores inflamatórios e proteínas séricas, são recrutadas para o local de 

ataque antigênico, produzindo um estado inflamatório local, caracterizado pelos sinais de 

inchaço, vermelhidão, calor e dor (JOHNSTON, 2017). No intestino, as manifestações 

microscópicas do estado inflamatório incluem a liberação e recrutamento de fatores, como as 

numerosas células do sistema inato e adaptativo do sistema imunológico, como as citocinas e 

as prostaglandinas (SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Essa continuação imprópria do estado 

inflamatório pode levar a carcinogênese colorretal (COUSSENS, 2002).  

O câncer pode ser dividido em três estágios; iniciação, quando há a indução de 

danos/mutação na molécula do DNA, que ocorre devido a exposição à carcinogenos e à falha 

no mecanismo de reparo de DNA; promoção, onde ocorrem a hiperproliferação, a 

remodelação tecidual e a inflamação, devido à expansão de células iniciadas; e progressão, 

onde as células pré-neoplasicas formam tumores, por expansão clonal, facilitado o aumento 

da instabilidade genômica e alterações da expressão gênica  celular (FERGUSON et al., 2015) 

Os diferentes estágios da carcinogênese requerem diferentes abordagens quimioterápicas, 

devido à natureza evolutiva do câncer, o que leva a alterações da sensibilidade à terapia. 
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Especificamente, a progressão do tumor é associada à instabilidade genômica, pelo acúmulo 

de mutações nos fatores envolvidos na proliferação celular, apoptose, reparo de DNA, dentre 

outros (FRESCO et al., 2006; FERGUSON et al., 2015). FCA são lesões pré-neoplásicas, 

consideradas marcadores do câncer de cólon e muito utilizadas em estudos experimentais de 

quimioprevenção (CORPET e PIERRE, 2005; FEMIA, 2010). Essas lesões são encontradas 

no cólon de roedores tratados com carcinógenos químicos e também em seres humanos 

acometidos por polipose ou câncer de cólon (PRETLOW, 1990; ALRAWI, 2006).  

A prevenção do câncer acontece sempre que ocorre regressão, inibição ou redução de 

sua incidência (BIRD e GOOD, 2000). Os quimioterápicos atuam no estágio de promoção, 

inibindo a proliferação, aumentando a taxa de morte celular e induzindo a diferenciação de 

células tumorais (MORSE e STONNER, 1993). A quimioprevenção pode ser definida como a 

utilização de compostos sintéticos ou naturais que previnem o desenvolvimento do câncer, por 

inibição a etapa de iniciação da carcinogênese ou a progressão da malignidade (WU et al., 

2011). Estudos mostram que, aproximadamente, um terço de todas as plantas e vegetais 

apresentam ação antioxidante e anti-inflamatória (WANG et al., 2014). Várias substâncias 

derivadas de plantas possuem a capacidade de modular os complexos mecanismos envolvidos 

na patologia de doenças crônicas, como câncer, envelhecimento e diabetes (TAPSELL et al., 

2006; KENNEDY e WIGHTMAN, 2011). 

As cascas do caule de X. americana L.são amplamente utilizadas na medicina 

popular (GRONHAUG et al., 2008; JAMES et al., 2008; LE et al., 2012, ARAGÃO et al., 

2018), sendo indicadas para tratamentos de diversas  patologias como, por exemplo, o câncer 

(OLIVEIRA et al., 2010). A planta X. americana possui compostos bioativos, denominados 

de fitoquímicos, como flavonóides, taninos, ácido gálico, glicosídios cardiotônicos, 

quercetina, antraquinonas, saponinas e terpenóides (MAIKAI, et al., 2008; LE et al., 2012; 

BRANDÃO et al., 2014; ARAGÃO et al., 2018; SANTANA et al., 2018). Os efeitos desses 

compostos, presentes em diferentes extratos de X. americana L., vêm sendo descrito na 

literatura como de ação anticancerígena para linhagens celulares de câncer colorretal de ratos 

(VOSS et al., 2006; PERVAIZ et al., 2015) e linhagens celulares de câncer colorretal de 

humanos (KABRAN et al., 2017).  

Frente a todo exposto, considerando as características fitoquímicas e bioativas da 

espécie X. americana L.e a sua possível ação quimioprotetora, este estudo teve comoobjetivo 

avaliar o efeito quimiopreventivo do extrato nebulizado de X. americana L.para a prevenção 

de câncer colorretal, induzido pelo DMH, um agente indutor específico de carcinogenicidade, 

em camundongos da espécie Mus musculus. 
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2. Material e Métodos 

2.1. Material vegetal e preparação do extrato 

O material botânico utilizado neste estudo foi a espécie Ximenia americana L. que 

foi coletada na região semiárida do Estado da Paraíba. Seus tipos foram depositados 

(exsicatas da planta) no Herbário Professor Jayme Coelho de Morais da Universidade Federal 

da Paraíba, sob o número 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 ºC, pulverizado em moinho de 

facas, processadas por maceração a frio com água e etanol (30 %/70 %, respectivamente), 

para a obtenção do extrato hidroalcoólico. Para a obtenção do extrato nebulizado, o extrato 

hidroalcoólico foi submetido a secagem por aspersão em spray drying (LabPlant®), 

temperatura de entrada de 140 °C e fluxo de 3 mL/min. O adjuvante de secagem foi o Aerosil 

200
®
 (dióxido de silício coloidal), na proporção de 20 %, em relação ao resíduo o seco. 

 

2.2. Agente indutor de carcinogênese colorretal 

A substância utilizada no tratamento do controle positivo (CP) e nos tratamentos de 

anticarcinogenicidade, para a indução de carcinogênese colorretal, foi a 1,2-dimetilhidrazina 

(DMH marca Sigma
®
, CAS: n° 306-37-6), concentração de 20 mg/kg, diluída em solução de 

EDTA (0,37mg/ml). A solução da DMH foi administrada aos animais pela via intraperitoneal 

(i.p), na proporção de 0,1 ml/10g de peso corpóreo (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, São Paulo, Brasil. Os 

procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os princípios éticos do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e com a aprovação (Protocolo: 26/2016) do 

Comitê de Ética em Uso animal (CEUA) do IB/UNESP-Rio Claro. 

As avaliações dos efeitos anticarcinogênicos de cólon foram realizadas com quatro 

diferentes concentrações do extrato nebulizado de X. americana L. (50, 150, 250 e 350 

mg/kg/dia), em quatro períodos experimentais (pré-tratamento; tratamento simultâneo;  pós-

tratamento e tratamento contínuo), e dois grupos de tratamento controle (CN e CP). Todos os 

tratamentos (extrato, CN e CP) foram desenvolvidos com umn=5 animais, totalizando 90 
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animais experimentos nesta avaliação. Os animais foram submetidos ao tratamento por 12 

semanas, conforme protocolo sugerido por Mauro et al. (2008), com modificações. O 

delineamento experimental está apresentado na tabela 1. Foi coletado sangue periférico, por 

punção caudal, para a contagem diferencial de leucócitos em dois períodos (24 horas antes do 

início da experimentação e 24 horas após a última administração, momentos antes da 

eutanásia). Semanalmente esses animais foram pesados e seu peso corpóreo anotado, para 

posterior análise do ganho de peso. Durante o período experimental foram observados os 

possíveis efeitos tóxicos, após a administração dos extratos, e a possível mortalidade dos 

animais. Após as 12 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical, seus órgãos coletados, pesados e avaliados macroscopicamente. 
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semana 5°

 
a 8°

 
semana 9°

 
a 12°

 
semana

CN Água + 

EDTA

CP Água +

 DMH
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 DMH

Água +
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X. americana   L.+

 DMH
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X. americana L.

X. americana  L.X. americana  L.
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Água
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Trat. Simultâneo

Pós- Tratamento

Trat. Contínuo

X. americana  L. Água

Água Água

Água

Água

Água

Água

 

 

 

 

2.4. Ensaio de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)  

Para a realização dos ensaios de FCA, foi retirado o intestino grosso dos animais. O 

intestino foi então amarrado, na porção entre o ceco e o reto, com um fio de algodão, lavado 

com solução fisiológica 9 %, com o auxílio de uma seringa, para a retirada das fezes e 

seccionados, longitudinalmente, com o auxílio de uma tesoura. Suas extremidades foram 

presas com alfinetes emborrachados em placas de isopor®, e a placa foi, imediatamente, 

Tabela 1: Delineamento experimental dos tratamentos realizados em camundongos 

Mus musculus, com diferentes concentrações do extrato de X. 

americana L. (50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia), para a avaliação do 

potencial anticarcinogênico de cólon 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; DMH: 1,2-dimetilhidrazina administrado 

via intraperitoneal; EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético administrado via 

intraperitoneal, Água administrada via gavagem, X. americana L. administrada via 

gavagem. 
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imersa em solução de formalina tamponada a 10 %, para fixação do material. No momento da 

análise, o intestino foi corado, por 10 minutos, em solução de Giemsa 10% e montado em 

lâmina de vidro, com a mucosa voltada para cima. A análise foi realizada em microscopia de 

luz, (objetiva de 40x), para avaliação (teste cego) e a identificação e quantificação dos FCA, 

realizada conforme a técnica descrita por Bird (1987). 

 

2.5. Ensaio de Contagem diferencial de Leucócitos (CD) 

As coletas de sangue foram realizadas em dois períodos: 24h antes do início da 

experimentação (1° coleta) e momentos antes da eutanásia, após 24 h da última administração 

(2° coleta). Para o ensaio de CD, foi coletada uma gota de sangue periférico, por punção 

caudal, usada para a confecção de extensões sanguíneas. As lâminas foram fixadas, por 5 

minutos, em álcool 70 %, deixadas para secar por 24h. A seguir, as lâminas foram coradas 

com corante Leishman, por 10 minutos, e analisadas (teste cego) em microscópia de luz 

(objetiva de 100x). Foram contadas um total de 100 células por lâmina/animal, entre elas 

linfócitos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos e basófilos. 

 

2.6. Análise da redução de danos de FCA 

A porcentagem de redução de danos de FCA no cólon dos camundongos, 

ocasionadas pelos efeitos do extrato nebulizado de X. americana L.,foi calculada pela 

seguinte fórmula: 

% RD = [(a - b) / (a - c)] × 100 

Onde:  

a = média de FCA do CP;  

b = média de FCA dos tratamentos;  

c = média de FCA do CN. 

 

2.7. Cálculo do Peso relativo dos órgãos 

O peso relativo dos órgãos foi calculado pela seguinte fórmula: 

Peso Relativo = a / b 

a = peso do órgão 

b = peso corpóreo do animal 

2.8. Análise estatística  

A comparação dos resultados obtidos nas análises foi realizada de acordo com a 

distribuição dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & Pearson. Foi 
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aplicado, para os dados paramétricos, o teste estatístico ANOVA/Dunnet e, para os dados não 

paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis/Dunn’s. Para as análises. foi usado o software IBM
®

 

SPSS
®
 Statistcs (versão 22). Os resultados que obtiveram níveis de significância (p<0,05), 

quando comparados com o controle positivo, para FCA, e com o controle negativo, para CD, 

peso corpóreo e peso relativo dos órgãos, foram considerados estatisticamente significativos. 

 

3. Resultados  

3.1. Peso corpóreo dos animais 

Na avaliação do peso corpóreo dos animais, avaliado durante o período de 

experimentação, não mostrou diferença 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 á 32,28 g e o peso final de 43,80 á 52,00 g. O 

ganho de peso, entre todos os animais experimentados, variou de 13,36 á 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 não se configuraram como diferenças estatisticamente 

significativos. 

 

 

Ensaios Concentrações Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso 

CN 32,28±0,476 48,60±3,286 16,32±3,285

CP 31,42±1,379 46,6±6,268 15,18±5,402

  50mg/kg/dia 31,20±0,938 49,33±4,509 18,13±4,247

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 30,40±0,894 44,80±2,489 14,40±8,354

150mg/kg/dia 30,40±0,547 46,60±6,308 16,32±5,848

250mg/kg/dia 30,20±0,447 45,20±5,449 15,20±5,449

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

150mg/kg/dia 30,20±0,447 47,60±2,880 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 17,00±3,937

  50mg/kg/dia 30,40±0,547 52,00±4,636 21,60±4,929

150mg/kg/dia 30,40±0,547 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

Controles

Pré-Tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

Trat. Contínuo

 

Tabela 2: Peso corpóreo dos camundongos Mus musculus nos diferentes ensaios, 

tratados com extrato nebulizado de Ximenia americana L. 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Valores expressos em gramas (g) da média ± 

desvio padrão da média. 
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3.2. Mortalidade 

A mortalidade observada entre o número de animais dos diferentes ensaios, está 

apresentada na tabela 3. Foi observada no pré-tratamento duas mortes para concentração de 

50 mg/kg/dia, que ocorreram logo após a administração da 1,2-dimetihidrazina (DMH) 

(n=2/5) e uma morte no pós-tratamento, concentração de 350 mg/kg/dia, um dia antes da 

eutanásia (n=1/5). Em momento algum foi observado sinais de toxicidade nos animais 

tratados com as diferentes concentrações de extrato nebulizado de X. americana L.e tampouco 

no grupo controle negativo (CN). Já para os animais do controle positivo (CP), foi observado, 

após a administração da DMH, excitabilidade para todos os indivíduos testados com essa 

droga. 

 

 

 

Ensaios Concentrações Mortatalidade

CN 0/5

CP 0/5

 50 mg/kg/dia 2/5

150 mg/kg/dia 0/5

250 mg/kg/dia 0/5

350 mg/kg/dia 0/5

  50 mg/kg/dia 0/5

150 mg/kg/dia 0/5

250 mg/kg/dia 0/5

350 mg/kg/dia 0/5

  50 mg/kg/dia 0/5

150 mg/kg/dia 0/5

250 mg/kg/dia 0/5

350 mg/kg/dia 1/5

  50 mg/kg/dia 0/5

150 mg/kg/dia 0/5

250 mg/kg/dia 0/5

350 mg/kg/dia 0/5

Pré- tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

Trat. Contínuo

Controles

 

 

 

 

 

Tabela 3: Mortalidade de camundongos Mus 

músculos tratados com as diferentes 

concentrações testadas do extrato nebulizado de 

Ximenia americana L. 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Morte 

de 2 animais no ensaio de pré-tratamento na 

concentração de 50mg/kg/dia e 1 animal no ensaio de 

pós-tratamento na concentração de 350mg/kg/dia. 

 



Artigo 3_________________________________________________________________________89 
 

3.3. Avaliação macroscópica e peso relativo dos órgãos 

Pela avaliação macroscópica dos órgãos, foi observado um animal com testículo 

muito pequeno, em relação ao restante do grupo e ao CN no ensaio de tratamento simultâneo, 

concentração de 50 mg/kg/dia. Porém, a diminuição encontrada neste indivíduo não interferiu 

na avaliação estatística, quando comparado ao CN (Tabela 4). 
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Ensaios Concentrações Baço Coração Fígado Pâncreas Pulmões Rins Testículo Tireóide

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

  50mg/kg/dia 0,0028±0,0005 0,0040±0,0000 0,0366±0,0057 0,0046±0,0015 0,0046±0,0005 0,0100±0,0000 0,0056±0,0020 0,0060±0,0010

150mg/kg/dia 0,0032±0,0008 0,0034±0,0005 0,0286±0,0151 0,0034±0,0013 0,0044±0,0005 0,0100±0,0000 0,0046±0,0005 0,0056±0,0008

250mg/kg/dia 0,0032±0,0008 0,0042±0,0004 0,0400±0,0000 0,0042±0,0008 0,0050±0,0007 0,0100±0,0000 0,0052±0,0008 0,0056±0,0005

350mg/kg/dia 0,0038±0,0004 0,0044±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

  50mg/kg/dia 0,0032±0,0008 0,0042±0,0004 0,0380±0,0044 0,0044±0,0005 0,0066±0,0019 0,0100±0,0000 0,0046±0,0008 0,0056±0,0011

150mg/kg/dia 0,0032±0,0008 0,0046±0,0008 0,0400±0,0000 0,0044±0,0005 0,0052±0,0004 0,0100±0,0000 0,0058±0,0010 0,0058±0,0008

250mg/kg/dia 0,0034±0,0015 0,0046±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

350mg/kg/dia 0,0032±0,0004 0,0040±0,0007 0,0360±0,0054 0,0044±0,0005 0,0052±0,0008 0,0100±0,0000 0,0058±0,0023 0,0074±0,0020

  50mg/kg/dia 0,0024±0,0005 0,0038±0,0004 0,0360±0,0054 0,0046±0,0008 0,0048±0,0004 0,0100±0,0000 0,0050±0,0044 0,0062±0,0008

150mg/kg/dia 0,0028±0,0004 0,0044±0,0005 0,0380±0,0044 0,0046±0,0011 0,0050±0,0000 0,0100±0,0000 0,0046±0,0005 0,0066±0,0019

250mg/kg/dia 0,0032±0,0004 0,0040±0,0006 0,0340±0,0054 0,0042±0,0004 0,0050±0,0010 0,0100±0,0000 0,0044±0,0005 0,0080±0,0027

350mg/kg/dia 0,0042±0,0012 0,0037±0,0005 0,0450±0,0100 0,0042±0,0005 0,0050±0,0008 0,0100±0,0000 0,0047±0,0005 0,0075±0,0028

  50mg/kg/dia 0,0034±0,0015 0,0044±0,0008 0,0360±0,0054 0,0050±0,0012 0,0050±0,0007 0,0100±0,0000 0,0056±0,0026 0,0060±0,0023

150mg/kg/dia 0,0034±0,0015 0,0042±0,0016 0,0380±0,0148 0,0054±0,0015 0,0056±0,0013 0,0100±0,0000 0,0060±0,0023 0,0060±0,0014

250mg/kg/dia 0,0036±0,0018 0,0042±0,0016 0,0360±0,0054 0,0050±0,0012 0,0052±0,0013 0,0100±0,0000 0,0048±0,0016 0,0064±0,0008

350mg/kg/dia 0,0029±0,0004 0,0040±0,0000 0,0340±0,0054 0,0042±0,0008 0,0046±0,0005 0,0100±0,0000 0,0048±0,0004 0,0054±0,0011

Controles

Pré-Tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

Trat. Contínuo

 

 

 

Tabela 4: Efeito do extrato nebulizado de cascas de Ximenia americana L. nos diferentes ensaios, sob o peso relativo dos órgãos de camundongos 

Mus musculus, após o período de experimentação 

 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; Valores expressos em gramas (g) da média ± desvio padrão. 
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3.4. Avaliação do potencial anticarcinogênico e quimiopreventivo do extrato 

nebulizado de X. americana L. para câncer de cólon de camundongos Mus musculus 

Para a análise de anticarcinogenicicdade e de quimioprevenção doextrato nebulizado 

de X. americana L., foram analisados os intestinos dos animais experimentados, quanto à 

presença de focos de criptas aberrantes (FCA). Para esta análise, foi avaliado, 

microscopicamente, o intestino grosso, porção colorretal, de todos os grupos tratados e dos 

grupos controle (CN e CP).  

Nesta análise, foram considerados os danos referentes ao aparecimento de FCA, 

subdivididos em focos com ˂3 CA e ˃3 CA. O número encontrado nesses parâmetros 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 ação carcinogênica  

(Tabela 5). Quando os grupos tratados foram comparados com grupo CP, foi observada uma 

diminuição significativa de FCA ˂3, para os tratamentos CN; Pré-tratamento, nas 

concentrações de 150 e 250 mg/kg/dia; Tratamento Simultâneo, na concentração de 50 

mg/kg/dia e Tratamento contínuo, na concentração de 350 mg/kg/dia. Para FCA˃3, foram 

observadas diminuição significativa para os tratamentos CN; Pré-tratamento, na concentração 

de 350 mg/kg/dia; Pós tratamento, na concentração de 50 mg/kg/dia e Tratamento contínuo, 

nas concentrações 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 diminuição 

estatisticamente significativa para os tratamentos CN, Pré-tratamento, nas concentração de 

150, 250 e 350 mg/kg/dia; Tratamento simultâneo, nas concentrações de 50, 150 e 350 

mg/kg/dia; ,Pós-tratamento na concentração de 50 e 150 mg/kg/dia e Tratamento contínuo, na 

concentração de 350 mg/kg/dia. 

A porcentagem de redução de danos do extrato nebulizado de X. americana 

L.corroboram com o resultado encontrado na média total de FCA, citados acima. Nesta 

análise, foi possível encontrar uma redução de danos no Pré-tratamento de 98,33 % na 

concentração de 150 mg/kg/dia, 94,16% na concentração de 250 mg/kg/dia e 75 % na 

concentração de 350 mg/kg/dia; Tratamento simultâneo de 85,00 % na concentração de 50 

mg/kg/dia, 75,00 % na concentração de 150 mg/kg/dia e 75,83% na concentração de 350 

mg/kg/dia; no Pós-tratamento a redução foi de 80,00% na concentração de 50 mg/kg/dia e 

77,50 % na concentração de 150 mg/kg/dia e no Tratamento contínuo de 87,50 % na 

concentração de 350 mg/kg/dia. 
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< 3 > 3

CN   9,60±5,32
*

   0,00±0,00
**

  4,80±5,32
*

­

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

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    0,00±0,00
**

  7,80±12,4
*

75,00

 50 mg/kg/dia   12,6±7,16
*

0,60±0,89  6,60±7,94
*

85,00

150 mg/kg/dia 15,4±8,96 0,20±0,40 7,80±9,99* 75,00

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

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

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

Pré- tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

Média de FCA
%RDTotalEnsaios Concentrações

Trat. Contínuo

Controles

 

 

 

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

sanguíneas dos camundongos Mus musculus 

Não houve diferença estatisticamente significativa na contagem diferencial de 

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

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

Tabela 5: Efeito anticarcinogênico e quimiopreventivo do extrato nebulizado de X. 

americana L., avaliado pelo ensaio de indução de Focos de Criptas Aberrantes 

(FCA) em porção colorretal do intestino de camundongos Mus musculus 

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; 
* 

significativo quando comparado ao CP 

(Anova/Dunnet); 
** 

significativo quando comparado ao CP (Kruskal-Wallis); p < 0,05. 
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Parâmetros Linfócitos Neutrófilos Monócitos Eosinófilos Basófilos

Val. De Ref.

Concentrações

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 19,0±14,1 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

  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

  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

  50mg/kg/dia 78,2±15,5 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

0-2% 0-7% 0-1%

Trat. Contínuo

Ensaios

Controles

Pré-Tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

70-80% 20-30%

 

     

      

 

      

      

      

      

 

      

      

 

 

 

 

 

     

      

Tabela 6: Efeitos de diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia 

americana L., sobre células sanguíneas da 1° coleta, 24 horas antes do 

início do experimento, por meio do teste de contagem diferencial de 

leucócitos 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Val. de ref.: valor de referência. 
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Parâmetros Linfócitos Neutrófilos Monócitos Eosinófilos Basófilos

Val. De Ref. 70-80% 20-30% 0-2% 0-7% 0-1%

Concentrações

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 18,6±5,36 1,80±1,48 1,80±1,64 0,00±0,00

  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

  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

  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 75,6±7,76 22,8±7,98 0,80±1,30 0,80±0,83 0,20±0,44

Ensaios

Controles

Pré-Tratamento

Trat. Simultâneo

Pós-Tratamento

Trat. Contínuo

 

     

 

      

 

4. Discussão e Conclusão 

O Câncer colorretal é a terceira causa de morte entre os diferentes tipos de câncer 

em todo o mundo (WHO, 2018). Seus fatores etiológicos são múltiplos e, recentemente, a 

composição 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 

composição desta microbiota.  

O câncer de cólon pode ser induzido, em roedores, por diversos carcinógenos 

químicos diretos e indiretos (CARLI, 2011). A DMH (1,2-dimetilhidrazina) é uma 

substância carcinogênica que se liga diretamente ao DNA (NEWELL e HEDDLE, 2004; 

TANAKA, 2009), por isso utilizada em ensaios de carcinogenicidade. Essa droga, 

     

Tabela 7: Efeitos de diferentes concentrações do extrato nebulizado de Ximenia 

americana L., sobre células sanguíneas, da 2° coleta, após 24 h da última 

administração, antes da eutanásia, avaliadas pela contagem diferencial de 

leucócitos 

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; Val. de ref.: valor de referência. 
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considerada um carcinógeno completo, por induzir tanto a etapa de iniciação como de 

promoção, possui alta especificidade para o cólon de várias espécies de roedores (NEWELL 

e HEDDLE, 2004, TANAKA, 2009; FEMIA, 2010). É um dos carcinógenos mais utilizados 

em experimentação, devido à sua alta taxa de indução de tumores, que pode aparecer após 

uma dose única ou com uma série de pequenas doses semanais (KAMALEESWARI et al., 

2006). Sua ativação metabólica ocorre no fígado, via CYP 2E1, e seus metabólitos são 

transportados, via sangue ou bile, para o intestino grosso, que é o principal alvo de sua ação 

(TANAKA, 2009). Os produtos do metabolismo da DMH induzem a formação de adutos de 

grupos metil, que agem provocando mutações de ponto no DNA, separação aberrante de 

cromátides irmãs e indução de apoptose no cólon, aumentando a proliferação de colonócitos 

(NEWELL e HEDDLE, 2004). Existem muitas similaridades entre os tumores humanos e os 

induzidos pela DMH, como, por exemplo, a cinética da proliferação celular (TANAKA, 

2009). O modelo de câncer de cólon induzido pela DMH é 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 cólon de 

roedores tratados com carcinógenos químicos. Elas podem ser identificadas na mucosa do 

cólon, como sendo criptas mais largas, espessas e mais escuras que as demais criptas 

intestinais, podendo ser únicas ou em forma de focos (TUDEK et al., 1989).  Essas alterações 

são observadas, com muita frequência, no cólon médio e distal, tanto em roedores como em 

seres humanos acometidos pela polipose ou câncer de cólon, sendo então consideradas como 

precursoras da carcinogênese de cólon (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, são preditivos de uma eventual formação de tumor 

(TERZIC et al., 2010).  

O extrato nebulizado de cascas de X. americana L.conseguiu reduzir a formação de 

FCA gerados pela DMH na porção colorretal do intestino grosso de camundongos, nos 

diferentes períodos testados e nas diferentes concentrações em que foram expostos. No pré-

tratamento, onde os animais recebiam as diferentes concentrações do extrato nebulizado de 

X. americana, antes da indução da carcinogênese colorretal pela DMH, houve uma redução 

de danos, estatisticamente significativa, em três das quatro concentrações testadas, sendo 

mais eficaz nas mais altas concentrações (150, 250 e 350 mg/kg/dia), cujas reduções foram 

de 98,33,  94,16 e 75,00 %, respectivamente. Com esses resultados, podemos concluir que o 

extrato nebulizado de X. americana L.nas concentrações testadas, conseguiu proteger o 
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intestino do dano ocasionado pela DMH. No tratamento simultâneo, onde o DMH foi 

administrado junto ao extrato nebulizado de X. americana L., também houve promoção de 

redução do percentual dos danos, sendo mais eficaz nas concentrações de 50, 150 e 350 

mg/kg/dia, cujas reduções foram de 85,00, 75,00 e 75,83 %, respectivamente. Por esses 

resultados, podemos concluir, para estas concentrações testadas, que o extrato nebulizado de 

X. americana apresentou um efeito quimiopreventivo contra o DMH. No pós-tratamento, 

onde o extrato nebulizado de X. americana L.foi administrado nos animais, após a indução 

da carcinogênese colorretal (DMH), houve uma redução de danos mais eficaz nas 

concentrações de 50 e 150 mg/kg/dia, o que correspondeu a 80,00 e 77,50 %, 

respectivamente. Neste caso, também podemos concluir que, nestas concentrações testadas, o 

extrato nebulizado de X. americana L.conseguiu reparar o dano ocasionado pela DMH. No 

tratamento contínuo, onde o extrato nebulizado de X. americana L.foi administrado por todo 

período experimental, houve uma redução dos danos maior para a concentração 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 período crônico, a redução de 

danos ocorreu apenas na maior concentração testada. Sendo assim, diante de todos os 

resultados de redução 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 carcinogênese colorretal. 

Esse efeito quimiopreventivo pode estar associado com composição química do 

extrato nebulizado de X. americana L. Estudos fitoquímicos realizados com o extrato 

nebulizado de X. americana L., detectaram a presença de polifenóis, taninos condensados e 

flavonoides como ácido gálico, epicatequina, catequina, quercetina, ligninas, monoterpenos, 

sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas, triterpenos e esteroides. Também foram 

encontradas quantidades pequenas de alcalóides, saponinas e tanino hidrolisável. 

(BRANDÃO et al, 2014; ARAGÃO et al., 2018; SANTANA et al., 2018). Uchôa et al. 

(2016), em seus estudos com o mesmo extrato, também encontraram uma alta atividade 

antioxidante, que os autores associam à presença de polifenóis no extrato. A atividade 

benéfica desses diferentes compostos presentes em plantas já é bem descritos na literatura. O 

ácido gálico, por exemplo, um componente encontrado em maior abundância no presente 

extrato, apresenta forte ação antioxidante (KIM et al., 2002), anti-inflamatória (KROES e 

VAN DEN BERGER, 1992; YADAV et al., 2018), antimutagênica (GICHNER et al., 1987) 

e antitumoral (LOCATELLI et al., 2013). Com relação à atividade antitumoral, o ácido 
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gálico tem demonstrado também atividade citotóxica seletiva, afetando, principalmente, as 

células tumorais e não 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., os do 

grupo CN e CP tiveram um alto ganho de peso, durante as 12 semanas de experimento, o que 

significa que esse ganho não foi induzido pelo extrato estudado, uma vez que os resultados 

entres esses grupos não mostraram, quando avaliados estatisticamente ao CN, diferenças 

significativas. Na avaliação macroscópica dos órgãos, foi observado no grupo de tratamento 

simultâneo (concentração de 50 mg/kg/dia) um animal com testículo muito pequeno, em 

relação aos outros animais do seu grupo e do CN. A diminuição de testículos de ratos Wistar 

foi também encontrada por Abubakar e Salka (2011), quando esses autores avaliaram o extrato 

de X. americana. Como o peso relativo dos órgãos dos grupos tratados não foi 

estatisticamente diferente, do grupo CN, podemos inferir que o extrato nebulizado de X. 

americana L., nos períodos testados, não produziu efeito tóxico nos órgãos avaliados de 

camundongo M. musculus. Desta forma, como não foram observados alterações desses 

parâmetros nos animais tratados com o extrato estudado, podemos afirmar que esse extrato 

não apresenta potencial tóxico. 

A contagem diferencial de leucócitos não apresentou resultado estatisticamente 

significativo, nas duas coletas realizadas, quando comparadas com os dados do CN. Esses 

resultados corroboram com os encontrados na avaliação da anticarcinogenicidade colorretal, 

onde o extrato nebulizado de X. americana L.não induziu carcinogenicidade nos animais 

tratados,  ou foi capaz de reparar os efeitos inflamatórios ocasionados pela DMH no intestino 

desses animais. A resposta imune e o estado inflamatório subsequente são regulados por uma 

interação complexa entre o próprio organismo e o seu microbioma hospedeiro (micróbios 

residentes). Desregulação da resposta imune e disbiose (desequilíbrio no hospedeiro 

microbioma), isoladamente ou em combinação, pode levar a uma resposta inflamatória 

(SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Acredita-se que a disbiose desempenha um papel 

importante em doenças relacionadas a órgãos como o intestino (JOHNSTON, 2017).  Fatores 

ambientais, tais como a dieta, têm sido relatada como capazes de desenvolver inflamação 

intestinal (HAMMER et al., 1990;  RATH et al., 1996). No intestino, as manifestações 

microscópicas do estado inflamatório incluem liberação e recrutamento de fatores, como as 

numerosas células do sistema inato e adaptativo do sistema imunológico, citocinas e 

prostaglandinas (SNAPPER e ABRAHAM, 2016). Essa continuação imprópria do estado 
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inflamatório pode levar à carcinogênese colorretal (COUSSENS, 2002). O microambiente 

tumoral inflamatório é considerado uma característica chave para o estabelecimento do 

câncer ou para a sobrevivência de células cancerígenas (HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

Estudos mostram que em lesões pré-neoplásicas de câncer de cólon há um aumento dos 

níveis da ciclooxigenase-2, enzima que catalisa a produção de prostaglandinas associadas ao 

processo inflamatório, enquanto a redução dos níveis dessa enzima apresenta um efeito 

preventivo contra o desenvolvimento de câncer de cólon (OSHIMA et al., 1996; 

KAWAMORI et al., 1998). 

Até o presente momento não se tem na literatura estudos sobre o efeito 

quimiopreventivo em cólon de animais, avaliados pela redução da formação de FCA. Assim, 

sendo FCA a primeira alteração observada no cólon que pode resultar em câncer colorretal, a 

formação de uma única célula pré-neoplásica, denominada de cripta aberrante (CA), pode 

progredir para um conjunto de lesões pré-neoplásicas (FCA), que são consideradas 

marcadores do câncer de cólon e muito utilizados em estudos experimentais de 

quimioprevenção (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 câncer.  Voss et 

al,. (2006) avaliaram o efeito do extrato aquoso de X. americana L.em células de câncer de 

cólon de rato (CC531) e observou uma atividade antineoplásica para o extrato. Os estudos 

desenvolvidos por Kabran et al., (2017) como o extrato hidroacetônico de X. americana 

L.revelaram um efeito anticarcinogênico para linhagens celulares cancerígenas, com um 

resultado bastante positivo para a linhagem de intestino humano (CaCo-2). Os autores ainda 

destacam que esse efeito deve ser devido a presença de compostos fenólicos presentes no 

extrato, tais como taninos e flavonoides. Le et al., (2012) encontrou efeito antioxidante em 

extrato etanólico das folhas de X. americana L.em inibidores de xantina oxidase e 15-

Lipoxigenase, sendo um promissor preventivo de doenças isquêmicas, cardiovasculares e 

inflamatórias. Os autores acreditam que esses efeitos anti-inflamatórios sejam devido aos 

compostos fenólicos presentes no extrato estudado, tais como, flavonóides, taninos, ácido 

gálico, glicosídios cardiotônicos e quercetina.  

Estudos fitoquímicos realizados com o extrato nebulizado de X. americana, 

L.encontraram polifenóis como taninos condensados, flavonoides, ácido gálico, epicatequina, 

catequina, quercetina, liganinas, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, naftoquinonas, 

triterpenos e esteróides, e quantidades pequenas de alcalóides, saponinas e tanino 
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hidrolisável. (MAIKAI et al., 2008; BRANDÃO et al, 2014; ARAGÃO et al., 2018; 

SANTANA et al., 2018). Pelos componentes químicos presentes no extrato nebulizado de X. 

americana L. e pelos efeitos positivos registrados  neste estudo, quanto a 

anticarcinogenicidade do extrato e a não toxicidade do mesmo para camundongos, 

acreditamos que os compostos fenólicos  presentes neste extratos conferem ao mesmo um 

potencial quimioprotetor e quimiopreventivo, que minimizam efeitos adversos de compostos 

carcinogênicos, como o DMH. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, sobre os efeitos tóxicos, 

quimioprotetores e quimiopreventidos de diferentes concentrações do extrato nebulizado da 

casca do caule de Ximenia americana L., sobre camundongos (Mus musculus), linhagem 

Swiss, podemos concluir: 

- A toxicidade aguda, avaliada nas concentrações de 50, 250, 500 e 2000 mg/kg, o 

extrato de nebulizado da casca do caule X. americana, não induziu letalidade dos 

indivíduos, para a maior concentração estudada (2000 mg/kg), o que indica que 

extrato testado tem baixa toxicidade, se enquadrando então na Classe 5 das 

substâncias com DL50 superior a 2000 mg/kg, conforme sugere o guia OECD 

423/2001. Na avaliação do peso relativo dos órgãos dos animais tratados com o 

extrato nebulizado de X. americana, ocorreu uma diminuição do todos os órgãos dos 

animais (coração, fígado, pâncreas, pulmões, rins, testículos e tireoide), indicando 

um possível dano. Os efeitos observados podem ter sido desencadeados pela 

presença de fitoquímicos no extrato, tais como polifenóis, taninos e flavonoides, que 

são compostos, que podem induzir efeitos pró-oxidantes na célula.  

 

- Na avaliação da toxicidade subaguda, realizada de acordo com as orientações do 

guia OECD 407/2008 - doses repetidas, o extrato nebulizado da casca do caule de X. 

americana, nas concentrações de 150, 250 e 350 mg/kg/dia, no período de 28 dias de 

tratamento, não apresentou sinais de toxicidade para camundongos, porém, ocorreu a 

morte de um indivíduo na maior concentração testada (350 mg/kg/dia). Neste 

período de experimentação e concentrações avaliadas, o extrato de nebulizado X. 

americana não apresentou potencial citotóxico e mutagênico. 

 

- Na avaliação da toxicidade crônica, (OECD 452/2009) e da carcinogenicidade de 

cólon, o extrato nebulizado da casca do caule de X. americana, não apresentou sinais 

de toxicidade, citotoxicidade ou de mutagenicidade em medula óssea e 

carcinogenicidade de cólon, quando camundondos da linhagem Swiss  foram 

expostos às concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia, por um período de 12 

semanas (84 dias) de tratamento.  
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- Na avaliação da anticarcinogenicidade de cólon, o extrato nebulizado da casca do 

caule de X. americana nas concentrações de 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia, período 

de 12 semanas (84 dias) de tratamento apresentou um efeito quimioprotetor e 

quimiopreventivo de cólon em camundongos Mus musculus. Este efeito foi avaliado 

pela redução 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 não citotóxico e 

mutagênico, além de não induzir carcinogênese colorretal, em uso crônico, nas 

concentrações avaliadas 50, 150, 250 e 350 mg/kg/dia,. Foi observado também que, 

nestas mesmas concentrações, o extrato apresentou um efeito quimioprotetor e 

quimiopreventivo para câncer de cólon.  

- Todo o estudo foi realizado com camundongos Mus musculus machos, e os efeitos 

quimioprotetor e quimiopreventivo foram investigados em intestino porção 

colorretal.  
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