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RESUMO 

A Salix alba L. (SA), popularmente conhecida como Salgueiro Branco, é uma planta utilizada 

na medicina popular para o tratamento de inflamações crônicas e agudas, infecções, dores, 

febre, entre outros. A caracterização fitoquímica do extrato da casca desta planta revelou que 

seu principal componente é a salicina, com uma concentração de 4,94 mg/mL, um precursor 

do anti-inflamatório ácido acetilsalicílico. Considerando que existem poucos estudos que 

avaliam a ação tóxica e citotóxica do extrato da SA, o presente estudo foi elaborado visando 

investigar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico da SA em células mononucleares 

do sangue periférico humano e de hepatocarcinoma humano HepG2 in vitro, e em diferentes 

células de camundongos in vivo, utilizando alguns dos testes tradicionais na área de 

mutagênese, como o teste do MTT, o Ensaio do Cometa e o Teste do Micronúcleo, bem como 

a verificação de potencial citotoxicidade por meio de análises histológicas e histoquímicas. Os 

testes de viabilidade celular e citotoxicidade (azul de tripan e MTT) permitiram a escolha de 3 

concentrações do extrato da SA para serem analisadas nos ensaios de genotoxicidade in vitro: 

5, 50 e 100 µg/mL. Pelo ensaio cometa com as células mononucleares de sangue periférico, 

pôde-se observar que as concentrações de 50 e 100 µg/mL acarretaram um aumento 

estatisticamente significativo de danos no DNA, em comparação ao controle negativo. Já no 

teste do micronúcleo, as 3 concentrações avaliadas (5, 50 e 100 µg/mL) não produziram 

aumentos significativos de células binucleadas micronucleadas, nem alterações no índice de 

divisão nuclear, em comparação ao controle negativo, indicando ausência de efeitos 

clastogênico/aneugênico e citoxicidade da SA. Já nas culturas de células HepG2, expostas as 

3 diferentes concentrações do extrato, não foram encontrados efeitos citotóxico, genotóxico e 

clastogênico/aneugênico da SA. Nos experimentos in vivo, após tratamento dos camundongos 

durante 7 dias consecutivos (24 horas de intervalo) com as doses de 500, 1000 e 2000 mg/Kg 

de SA, o ensaio cometa evidenciou que não houve aumento significativo de danos ao DNA 

em nenhuma das diferentes células somáticas e germinativas analisadas, em comparação ao 

controle negativo. O mesmo resultado foi observado no teste do micronúcleo, onde não foi 

encontrado um aumento significativo no número de eritrócitos policromáticos micronucleados 

e nem alteração na razão entre eritrócitos policromáticos e normocromáticos, indicando 

ausência de efeitos clastogênico/aneugênico e citoxicidade da substância teste. Nas células 

hepáticas dos camundongos, também não foram encontradas alterações histológicas e 

histoquímicas. Frente as condições experimentais, os resultados obtidos permitem concluir 

que, o extrato de Salix alba, sem a metabolização por enzimas hepáticas, produziu efeitos 

genotóxicos em células mononucleares de sangue periférico humano em cultura. Por outro 

lado, o extrato, após metabolização por enzimas hepáticas das células HepG2 em cultura, e 

administrado via oral aos animais, não acarretou efeitos citotóxicos e/ou genotóxicos. 

Palavras-Chave: Salix alba L. Salgueiro Branco. Ensaio cometa. Teste do micronúcleo. 



 
 

ABSTRACT 

Salix alba L. (SA), popularly known as White Willow, is a plant used in folk medicine for the 

treatment of chronic and acute inflammations, infections, pains, fever, among others. The 

phytochemical characterization of the bark extract of this plant revealed that its main 

component is salicin, with a concentration of 4.94 mg/mL, a precursor of the anti-

inflammatory acetylsalicylic acid. Considering that there are few studies evaluating the toxic 

and cytotoxic action of SA extract, the present study was designed to investigate the 

cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of SA bark wood extract in human peripheral 

blood mononuclear cells and human hepatoma cell line HepG2 in vitro and in different mouse 

cells in vivo using some of the traditional mutagenesis tests such as the MTT test, the Comet 

assay and the Micronucleus test, and cytotoxicity in the liver of mice also by histological and 

histochemical analysis. Cell viability and cytotoxicity tests (trypan blue and MTT) allowed 

the choice of 3 concentrations of the SA extract to be analyzed in the in vitro genotoxicity 

assays: 5, 50 and 100 μg/mL. By the comet assay with the peripheral blood mononuclear 

cells, it was observed that concentrations of 50 and 100 μg/ml resulted in a statistically 

significant increase in DNA damage, as compared to the negative control. In the micronucleus 

test, the 3 concentrations evaluated (5, 50 and 100 μg/mL) did not produce significant 

increases of micronucleated binucleate cells, as well as alterations in the nuclear division 

index, in comparison to the negative control, indicating absence of clastogenic/aneugenic 

effects and cytotoxicity of SA. In the cultures of HepG2 cells exposed to the 3 different 

concentrations of the extract, no cytotoxic, genotoxic and clastogenic/aneugenic effects of SA 

were found. In the in vivo experiments, after treatment of the mice for 7 consecutive days (24 

hour intervals) at doses of 500, 1000 and 2000 mg/kg of SA, the comet assay showed that 

there was no significant increase of DNA damage in any of the somatic and germ cells 

analyzed, compared to the negative control. The same result was observed in the 

micronucleus test, where there was no significant increase in the number of micronucleated 

polychromatic erythrocytes and no change in the ratio between polychromatic and 

normochromatic erythrocytes, indicating absence of clastogenic/aneugenic effects and 

cytotoxicity of the test substance. In the hepatic cells of mice, histological and histochemical 

changes also were not found. Under the experimental conditions employed in the present 

study, the results obtained allow us to conclude that Salix alba bark wood extract, without the 

metabolism by hepatic enzymes, produced genotoxic effects in human peripheral blood 

mononuclear cells in culture. On the other hand, the extract, after being metabolized by 

hepatic enzymes from HepG2 cells in culture, and administered orally to the animals, did not 

cause cytotoxic and/or genotoxic effects. 

Keywords: Salix alba L. White Willow. Comet assay. Micronucleus test. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Plantas Medicinais 

As plantas medicinas são historicamente utilizadas no tratamento, cura e 

prevenção de diferentes patologias. As propriedades terapêuticas dessas plantas foram 

descobertas por meio de observação e experimentação, e o conhecimento sobre sua 

utilização foi propagado como parte da cultura popular, apesar de seus constituintes 

químicos serem desconhecidos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; PEREIRA et al., 

2016). Existem relatos do uso de plantas medicinais a milhares de anos, onde os 

primeiros registros foram encontrados em tabuletas de argila sumérios, que foram 

escritos há cerca de 5000 anos. Nessas tabuletas foram encontradas referências de mais 

de 250 tipos de plantas utilizadas em 12 receitas para o preparo de drogas. No livro 

chinês Pen T'Sao, escrito por volta de 2500 a.C. e no papiro de Ebers, escrito por volta 

de 1550 a.C. no Egito, foram descritos o uso de diferentes plantas medicinais, como a 

cânfora, o ginseng, a casca de canela, a romã, a cebola, o alho, coentro, o salgueiro, 

entre outros, sendo que muitas dessas são utilizadas da mesma maneira até hoje 

(PETROVSKA, 2012; PEREIRA et al., 2016). O médico e farmacologista do exército 

romano, Dioscórides, estudava as plantas medicinais enquanto viajava com o exército 

de Nero. Por volta de 70 d.C., Dioscórides escreveu a obra De Materia Medica, onde 

descreveu o efeito terapêutico de 657 medicamentos de origem vegetal, entre eles o 

alho, a cebola, a camomila e também o salgueiro, onde esse último era usado como 

antipirético. Durante a Idade Média, entre os séculos XVI e XVIII, as plantas 

medicinais, além de serem usadas de forma isoladas, passaram a ser utilizadas como 

drogas compostas, o que incluía o uso conjunto de drogas de origem animal e vegetal. 

No início do século XIX, as substâncias químicas encontradas nas plantas medicinais 

começaram a ser isoladas e identificadas (PETROVSKA, 2012).  

Nos países em desenvolvimento, até 80% da população são dependentes das 

plantas medicinais nos cuidados básicos da saúde, onde aproximadamente um terço dos 

medicamentos a base de plantas são utilizados no tratamento de feridas. A demanda de 

medicamentos de origem natural aumenta a cada dia nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento, pois esses são considerados seguros, bem tolerados e de baixo custo 

quando comparados aos medicamentos sintéticos (QURESHI; KHATOON; AHMED, 

2015). O aumento do uso de plantas medicinais como terapia alternativa, também está 
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relacionado às regiões com pouco ou nenhum acesso ao atendimento primário à saúde, 

devido à distância dos centros de referência ou ao alto custo dos medicamentos 

alopáticos e dos tratamentos tradicionais (NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016). 

Apesar do desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos, o uso de medicamento 

de origem natural tem aumentado nas últimas duas décadas, sendo que mais de 25% dos 

medicamentos usados no mundo derivam direta ou indiretamente das plantas 

(HOSTETTMANN; MARSTON, 2002; FARINACCI et al., 2008). 

No Brasil, as plantas medicinais são amplamente utilizadas, tanto nas regiões 

mais pobres como nos grandes centros, sendo essas encontradas facilmente em feiras e 

mercados populares, além de também serem cultivadas em casa (RATES, 2001; 

TRESVENZOL et al., 2006). No comércio, podemos encontrar partes, produtos e 

subprodutos de diferentes espécies de plantas medicinais. Essas plantas, na maioria das 

vezes, são vendidas apenas por seus nomes populares e muitas não tiveram seus 

princípios ativos identificados e avaliados (LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016).  

As plantas medicinais, de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

são aquelas que apresentam em sua composição pelo menos um princípio ativo com 

propriedades terapêuticas ou que sejam precursoras de medicamento sintético 

(CARVALHO, 2015; LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016) e a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) define os fitoterápicos como medicamentos originados 

exclusivamente de plantas medicinais. 

Os medicamentos fitoterápicos devem ser registrados na ANVISA, seguindo as 

normas da Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) número
 
26, de 13 de maio de 2014. 

Para o registro ser aprovado, esses medicamentos precisam comprovar sua segurança e 

eficácia através da literatura técnico-científica (NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016). 

Uma planta medicinal possui diferentes substâncias e o seus efeitos terapêuticos podem 

estar relacionados a uma ou mais dessas substâncias. Nesse caso, são escolhidos 

marcadores, que são as substâncias que possuem alguma atividade biológica, estão em 

maior volume e podem ser quantificadas, para comprovarem seus efeitos terapêuticos, 

sua segurança e eficácia (MANFIO; BRUM JUNIOR, 2017). 

No Brasil, o mercado de fitoterápicos é economicamente relevante e está em 

crescimento. De acordo com o IMS health/PPP, em 2014 o faturamento desse mercado 

foi de R$ 1,1 bilhão de reais, representando 2,8% do faturamento do mercado total de 

medicamentos (MANFIO; BRUM JUNIOR, 2017).   
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Em dezembro de 2008, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos foi instituído no Brasil, disponibilizando aos usuários do Sistema Único de 

Saúde (SUS), os fitoterápicos (quadro 1). O governo também disponibilizou uma lista 

de medicamentos fitoterápicos que são disponibilizados a população pelo Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), incluindo o extrato da 

casca da Salix alba L.(BRASIL, 2008; BRASIL, 2009). 

Quadro 1 - Lista de Fitoterápicos distribuídos pelo SUS   

Vale lembrar que, apesar de fazer parte da tradição popular e de muitas vezes 

existir a comprovação científica de seus efeitos benéficos, o uso de plantas medicinais e 

fitoterápicas deve ser realizado com cautela, pois existem diversas plantas perigosas e 

tóxicas para consumo humano, além de existirem poucos ou conflitantes dados 

toxicológicos sobre muitas delas (YUNES; CALIXTO, 2001; ZHOU et al., 2004; 

SOUZA et al., 2009). 
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Podemos citar alguns exemplos de plantas medicinais, que fazem parte dos 

fitoterápicos distribuídos pelos SUS e que parecem possuir efeitos citotóxicos. Um 

exemplo é a popularmente conhecida como espinheira-santa, a Maytenus ilicifolia. Essa 

planta é utilizada na medicina popular no tratamento de gastrite, úlceras e dispepsia. 

Essa planta medicinal possui trabalhos científicos que comprovam sua ação terapêutica, 

mas também encontramos um trabalho onde o extrato dessa planta nas concentrações de 

500 e 1000 µg/ml demonstrou toxicidade em cultura de hemácias (COLACITE, 2015).. 

A Schinus terebinthifolia, conhecida popularmente como aroeira, é utilizada na 

medicina popular no tratamento de inflamações e diarreias, e apesar de possuir trabalhos 

científicos que comprovem sua ação terapêutica, essa também demonstrou toxicidade 

em cultura de hemácias nas mesmas concentrações da espinheira-santa. (DEGÁSPARI; 

WASYCZNSKY; PRADO, 2005). Mais um exemplo é a Aloe vera, conhecida 

popularmente como babosa, muito utilizada em preparados farmacêuticos e cosméticos. 

É uma planta utilizada popularmente no tratamento de lesões na pele, no tratamento de 

úlceras e como antiviral. O extrato dessa planta apresentou atividade mutagênica, no 

teste de Ames, na concentração de 5 mg/placa (PARRA et al., 2000).  

Levando em consideração que muitas substâncias podem provocar ou evitar 

danos ao material genético, torna-se de extrema importância a realização de testes 

citogenéticos para identificar os possíveis efeitos mutagênicos e antimutagênicos da 

administração aguda e crônica de extratos de plantas, em suas diversas concentrações, e 

avaliar a sua influência no genoma dos organismos. Poucos estudos a respeito da ação 

tóxica e citotóxica do gênero Salix são encontrados na literatura, e em relação à 

toxicidade genética, são mais escassos ainda. 
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6 CONCLUSÃO 

No presente trabalho, os efeitos genotóxicos e mutagênicos do extrato da casca 

da Salix alba L. foram avaliados in vivo através do ensaio cometa e do teste do 

micronúcleo, e os resultados obtidos demonstraram que o extrato não acarretou efeitos 

genotóxicos significativos nas doses testadas e condições do experimento. Já na 

avaliação in vitro, foi observado, pelo ensaio do cometa, efeito genotóxico nas doses de 

50 e 100 µg/mL do extrato, em células mononucleares do sangue periférico. Tal efeito 

não foi observado em células HepG2, quando o extrato foi metabolizado pelas enzimas 

hepáticas. As análises histológicas e histoquímicas também não evidenciaram 

citotoxicidade do extrato em células hepáticas de camundongos. A observação de 

toxicidade genética in vitro quando o extrato não é metabolizado por enzimas hepáticas, 

indicam que é necessário cautela com seu uso por seres humanos, e também apontam 

para a necessidade de realização de mais estudos focando os efeitos do extrato da casca 

de Salix alba L. com e sem metabolização hepática sobre as células de mamíferos.  
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Estamos realizando uma pesquisa na Faculdade de Filosofia e Ciências, Departamento 

de Fonoaudiologia, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Marília, 

intitulada “Investigação dos efeitos citotóxico e genotóxico do extrato de Salix alba: 

análises in vitro, in vivo e histológicas”, e gostaríamos que participasse da mesma. O(s) 

objetivo(s) desta é (são): Avaliar o potencial genotóxico e mutagênico do extrato da 

Salix alba, com e sem metabolização pela fração S9, em linfócitos humanos in vitro, por 

intermédio do ensaio cometa e do teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese. 

Participar desta pesquisa é uma opção. A única participação dos sujeitos humanos na 

pesquisa, será através da doação de 15 mL de sangue periférico. O sujeito doador 

poderá, a qualquer momento, solicitar que as células coletadas para os experimentos de 

mutagênese e antimutagênese não sejam mais utilizadas na referida pesquisa.  

Caso aceite participar deste projeto de pesquisa, gostaríamos que soubesse 

que: 

a) Sua única participação na pesquisa será na doação de 15 mL de sangue

periférico para estabelecimento de cultura temporária de linfócitos; 

b) Nos linfócitos em cultura, será verificado se o extrato da Salix alba é

capaz de causar genotoxicidade no DNA das mesmas; 

c) A divulgação dos resultados científicos será feita através de resumos em

Congressos e publicação de artigo científico em periódico internacional, 

sendo que, em nenhuma etapa, será divulgado o nome dos sujeitos doadores 

do sangue periférico utilizado para a cultura de linfócitos. 

Eu, _____________________________________________________ portador 

do RG ________________________, autorizo a utilização dos linfócitos do sangue 

periférico que doei para o desenvolvimento da pesquisa intitulada “ Investigação dos 

efeitos citotóxico e genotóxico do extrato de Salix alba: análises in vitro, in vivo e 

histológicas” a ser realizada no Laboratório CEPEN, localizado no CEES, Campus II da 

UNESP de Marília. Declaro ter recebido as devidas explicações sobre os objetivos e 
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procedimentos metodológicos da referida pesquisa e informo que estou ciente que 

poderei solicitar a qualquer momento que as células por mim doadas não sejam mais 

utilizadas no referido experimento científico.  

Nome do doador do sangue: 

__________________________________________________ 

Data: _______________________ 

Certos de poder contar com sua autorização, colocamo-nos à disposição para 

esclarecimentos, através do (s) telefone (s) 34021300 (Ramal 1676) ou 981282719, falar 

com Peterson Menezes Terrazas (aluno doutorando do Programa de Pós-Graduação em 

Biologia Geral e Aplicada, UNESP, Botucatu) ou Dr. Edson Luis Maistro (Coordenador 

e Orientador do projeto, alocado no departamento de Fonoaudiologia da UNESP, FFC, 

Marília). 

Autorizo, 

Data: ____/____/________ 

____________________________________________       

Edson Luis Maistro – Docente responsável pelo projeto 

___________________________________________ 

Doador do sangue 
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (in vitro) 
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ANEXO B – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (in vivo) 
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