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RESUMO 
 

 
 
 

 

Estudo do extrato hidroetanólico de Punica granatum Linnaeus e do ácido elágico 
sobre os parâmetros citogenéticos e toxicológicos em camundongos Swiss 

 

Introdução: A Punica granatum Linnaeus (Lythraceae) conhecida popularmente como romã, 
é amplamente distribuída por todo Brasil, possui uma rica fonte de polifenóis bioativos, 
dentre os quais se destaca: o ácido elágico (AE). Tanto a romã quanto o AE possuem 
diversas atividades biológicas comprovadas, tais como: efeito anti-inflamatório, antioxidante 
e anticarcinogênica. Objetivos: Avaliar os parâmetros citogenéticos e toxicológicos do 
extrato hidroetanólico da casca do fruto de Punica granatum Linnaeus (ECFPG) e do AE 
em eritrócitos policromáticos de camundongos Swiss. Metodologia: Foram utilizados quatro 
diferentes concentrações do ECFPG (700, 350, 175 e 87,5 mg/Kg por peso corpóreo - p.c.) 
e do AE (10,5, 5,3, 2,7 e 1,4 mg/kg p. c.), incluindo os grupos controle negativo, onde os 
animais foram tratados com água e o grupo de controle positivo tratou-se com doxorrubicina 
(DXR = 15 mg / kg por p.c.). Feito o tratamento, após 
24 e 48 horas; 7; 14 e 21 dias, foram avaliados os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxicos 
e antigenotóxicos pelo teste de micronúcleo. Foram realizadas, diariamente, a mensuração 
da massa corpórea, análise hematológica e histopatológicos. Resultados e discussão: O 
ECFPG e o AE não demonstraram efeitos genotóxicos e citotóxicos, porém, evidenciamos 
uma grande atividade antigenotóxico, protegendo assim o material genético de danos em 
todas as concentrações testadas. Nenhuma alteração significativa foi observada (massa 
corpórea, hematológicos e massa relativa dos órgãos), entretanto, o AE na concentração 
de 5,3 mg/kg, p.c apresentou uma alteração significativo da massa relativa do fígado. Neste 
contexto e com as análises histopatológicas, evidenciamos uma fraca toxicidade de ambos 
com o uso frequente dessas substâncias neste estudo. Conclusão: Os resultados 
mostraram que o ECFPG e o AE não apresentou efeito genotóxico, citotóxico e não altera 
o os parâmetros hematológicos. Entretanto, possuem um potente efeito antigenotóxico, 
sendo considerados excelentes produtos na quimioprevenção de doenças relacionados a 
danos oxidativos. 

 

Palavras-Chave: Pomegranate; Antigenotoxicidade; Micronúcleo; Ácido elágico; toxicidade. 
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ABSTRACT 
 

 
 
 

 

Study of the hydroethanolic of Punica granatum Linnaeus and ellagic ácid and on 
cytogenetic and toxicological parameters in Swiss mice. 

 
 

Introduction: The Punica granatum Linnaeus (Lythraceae) populary known as pomegranate, 
is widely distributed throughout Brazil, has a rich source of bioactive polyphenols, among 
them: ellagic acid (EA). Both pomegranate and EA have a number of proven biological 
activities, such as: anti-inflammatory, antioxidant and anticarcinogenic effect. Objectives: To 
evaluate the cythogenetic and toxicological parameters of the hydroethanolic extract from 
the fruit house of Punica granatum Linnaeus (ECFPG) and EA in polychromatics 
erythrocytes of Swiss mice. Methodology: Were used four different concentrations of 
ECFPG (700, 350, 175, 87,5 mg/kg body weight – b.w.), and the EA (10.5, 5.3, 2.7 e 1.4 
mg/kg b.w.), including the negative control group, where the animals were treated with water 
and the positive control group, treated with doxorrubicin (DXR = 15 mg/kg per b.w.). At the 
end of treatment, after 24 and 48 hours; 7; 14 and 21 days were evaluated the possible 
cytotoxic effects genotoxic and antigenotoxic by the micronucleus test. Were done, diary, 
the meansurements from the body mass, hematological and histopathological analyzes. 
Results and Discussion: ECFPG and EA did not show genotoxic effects, however, we 
showed a great antigenotoxic activity, thus protecting the genetic material from demages in 
all concentrations tested. No significant changes were observed (body mass, hematological 
and related to liver), meanwhile the EA at the concentration of 5.3 mg/kg b.w. showed a 
significant alteration of liver mass. In this  context and with histopathological analyzes, we 
showed a low toxicity of both with the frequent use of these substances in this study. 
Conclusions: Our results showed that ECFPG and EA are not genotoxic, cytotoxic and do 
not change the hematological parameters. However, It presented a potent antigenotoxic 
effect, being considered excellent products in the chemoprevention of diseases related to 
oxidative demages. 

 

Keywords: Pomagranate; Antigenotoxicity; Micronucleus; Ellagic Acid; Toxicity; Chemoprevention. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
 
 

 

Avaliando o contexto histórico, observa-se a utilização de plantas com fins 

terapêuticos sendo uns dos primeiros recursos utilizados pelas civilizações, esses 

conhecimentos eram adquiridos através da observação dos efeitos colaterais, que em 

muitos casos levavam à morte dos indivíduos. No decorrer do tempo, esses conhecimentos 

foram sendo aprimorados, enriquecidos e transmitidos através das gerações, formando 

assim, um grande banco de dados sobre as verdadeiras e/ou as possíveis propriedades 

etnofarmacológicas de diferentes plantas ditas como medicinais (FEITOSA et al., 2016). 

No Brasil, principalmente na bacia amazônica, região norte do país, encontra - se 

uma vasta biodiversidade, incluindo plantas medicinais que em sua grande maioria ainda 

são desconhecidas e não estudadas cientificamente, essas plantas possuem em diversas 

partes de seus órgãos substâncias que podem ser utilizadas para fins terapêuticos ou que 

sejam precursoras de semissíntese químico-farmacêutica (BREITBACH, et al., 2013; 

MANSOURIAN et al.; 2014; LIMA; NASCIMENTO; SILVA, 2016; COLARES et al., 2017). 

Sendo assim, a escolha da planta deve ser realizada através de estudos 

etnobotânicos, porém, a seleção ideal deve ser baseada em estudos complexos e extensos 

sobre a constituição fitoquímica e seus possíveis efeitos farmacológicos e toxicológicos 

sobre os seres humanos (OLIVEIRA, 2016). Entretanto, este potencial para a descoberta 

de plantas com atividades farmacológicas e seus efeitos toxicológicos é pouco explorado 

ou regulamentado, contrastando com o que ocorre em países desenvolvidos 

(NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016; MORAES, 2017). 

Devido a esses fatores, e ao fato de que os extratos vegetais apresentam como 

vantagem o baixo custo, o Ministério da Saúde (MS), com base em seu Programa Nacional 

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos – PNPMF, elaborou uma Relação Nacional de plantas 

medicinais de interesse ao Sistema Único de Saúde - RENISUS (Anexo 01) com o objetivo 

de orientar estudos e pesquisas para assegurar a eficácia e a segurança na utilização 

dessas plantas ditas como medicinais, além disso, estimulou a população a utilizar plantas 

e fitoterápicos, incluindo as mesmas como opção terapêuticas no Sistema Único de Saúde 

– SUS, por meio da portaria GM nº 971/2006 (Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares - PNPIC) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009; ARGENTA et. al., 2012; 

SGUAREZI et al., 2017). 



Introdução 23 
 

Neste contexto, estudos utilizando plantas medicinais contribuem para descobertas 

de novas substâncias com diferentes sítios de ações e efeitos biológicos, desta maneira,  a 

Punica granatum Linnaeus, possui diversas atividades, principalmente em sua casca, entre 

esses efeitos, cita - se: ação contra bronquite, malária (SHIBAN; AL-OTAIBI; AL- ZOREKY, 

2012), efeitos antibacteriana (Bacteriostático e Bactericida), anti-inflamatório, antioxidante 

e anticancerígena (SUDHEESH; SOUMYA; JAMES, 2018). 

Essas atividades biológicas identificadas na Punica granatum Linnaeus são 

produzidas por diferentes compostos bioativos presentes no mesmo. Jain (2011) e 

colaboradores identificaram e isolaram quatro compostos, como punicalina, punicalagina, 

ácido gálico e ácido elágico (AE). Tendo como maior foco o ácido elágico, por desempenhar 

a grande maioria desses efeitos terapêuticos, principalmente a atividade antioxidante 

(ELFALLEH, et al., 2009). 

O AE é um polifenol descrito na categoria de elagitanino, assim como os demais 

taninos, são produzidos pelo sistema de defesa da planta contra o ataque microbiano e de 

animais, além disso, nos organismos humano e de mamíferos, apresentam diversos 

resultados favoráveis (MANSOURIAN et al., 2014; COLARES et al., 2017). 

Embora os usos de Punica granatum Linnaeus e do AE sejam bastante difundidos 

para fins terapêuticos, deve-se tomar todo o cuidado, pois pouco se sabe a respeito de seus 

efeitos citogenéticos e toxicológicos, tanto para o homem quanto para os mamíferos, 

carecendo assim, de mais estudos abordando este contexto (BRAQUEHAIS, et al., 2016). 

Neste sentido, há grande relevância de se avaliar seus níveis de produzir efeitos 

genotóxico, antigenotóxico, citotóxico e toxicológicos, garantindo assim, uma segurança 

maior para a população que faz uso dessa planta ou dessa substância - (AE) de forma 

isolada ou de produtos que contenham a mesma em sua constituição fitoquímica. 

Justamente esses fatores motivaram a realização deste estudo em investigar essas 

propriedades citogenéticas e seus efeitos toxicológicos em eritrócitos policromáticos de 

camundongos Swiss com a utilização subaguda do extrato hidroetanólico da casca da 

fruta de Punica granatum Linnaeus (ECFPG) e do AE. 

 

 
1.1. Punica granatum Linnaeus 

 
 

A romã (Punica granatum Linnaeus) é considerada uma das mais antigas frutas 

comestíveis conhecidas e amplamente distribuída por todo Brasil (CALZONE et al., 2019), 
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a mesma pertence à família Lythraceae, sendo conhecida popularmente por diferentes 

nomes, tais como: ‘‘romãzeira’’, ‘‘romeira’’ e ‘‘granado’’, nativa do Afeganistão, Irã, China e 

do subcontinente indiano (SILVA et al. 2013; MPHAHLELE et al., 2014). 

A romãzeira (Figura 01) possui um porte médio, variando de 2 – 10 m, tronco curto 

e casca fina, podendo ser ramificada ou não, com ramos de coloração acinzentada quando 

adulto e marrom-avermelhada quando juvenil, possui umas folhas verde clara relativamente 

pequenas (3 - 7 cm), suas flores de coloração vermelho alaranjado são terminais ou 

axilares, isoladas ou agrupadas (2 - 3 flores), além disso, possui um fruto (baga de 5 - 12 

cm), globosa, com cálise proeminente, não climatérico, resistente ao armazenamento e 

transporte, além de ser considerado uma deliciosa fruta consumida em todo o mundo 

(FERREIRA, 2017). 

 

Figura 01. Punica granatum Linnaeus – (A), folhas – (B), flores vermelho alaranjadas – (C), 
fruto in natura da Romã – (D). 

 

 

Fonte: Serralves (2018). 
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A romã possui uma mistura de vários compostos bioativos que desempenham 

diversas propriedades etnofarmacológicas. Essas propriedades são descritas 

extensivamente por diferentes estudos, com o objetivo de demonstrar que diversas partes 

de Punica granatum Linnaeus possuem diferentes efeitos, principalmente em sua casca 

(Fruta) - (Figura 02), por esse motivo, há anos vem sendo amplamente usada como 

fitoterápico pela população (BAPODARA; NAGANI; CHANDA, 2011; LOIZZO et al. 2019; 

RAVIKUMAR et al. 2019). 

Devido a esse fator crucial, vem sendo valorizado por diferentes culturas, no Egito, 

vem sendo utilizado no tratamento de várias doenças, como inflamação, tosse e infertilidade 

(ISMAIL, SESTILI, AKHTAR, 2012; ÇAVDAR et al., 2017), na China é amplamente utilizado 

como analgésico e antipirético (LEE, et. al., 2010). 

Outros efeitos também já foram descritos com o uso da casca de romã, tais como: 

atividade anticoccidial (AHAD, et al., 2018), antimicrobiana (ELBATANONY, et al., 2019), 

lesões gástricas induzidas por etanol (GONZÁLEZ-TRUJANO, et al., 2015). Além disso, 

pesquisas também demonstram que o consumo do suco de romã atua sobre o estresse 

oxidativo, possuindo atividade antioxidante (ELFALLEH, et al., 2009) e efeitos anticâncer 

(KHWAIRAKPAM, et al. 2018). 

 

Figura 02: Propriedades etnofarmacológica do extrato do fruto e casca de romã. 

 

 

Fonte: Adaptado de Ismail, Sestili e Akhtar (2012). 
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Deste modo, buscando entender melhor e comprovar cientificamente suas ações 

terapêuticas, diversos estudos abordam esses efeitos biológicos de diferentes partes da 

romã contra diversas patologias. Das et al. (1999), avaliou o extrato metanólico de 

sementes de romã, e comprovaram sua atividade antidiarreico. Bhaskar e Kumar (2012), 

evidenciaram reduções nos níveis de hemoglobina glicosilada, além de efeito estimulatório 

sobre a insulina com a utilização de extratos aquosos e etanólicos de flores de Punica 

granatum Linnaeus. 

Além disso, Bekir et al. (2013), confirmaram que os extratos etanólicos de folhas de 

romã, possui elevada atividade antioxidante. Ao analisarem diferentes porções do fruto, 

Salgado et al. (2012) verificaram que o extrato seco da casca de romã possui atividade 

antioxidante em quantidade superior de compostos quando comparado com as sementes 

e polpa do fruto. 

Avaliando o extrato metanólico da casca da romã em células de câncer de mama 

humano MCF-7, Dikmen, Ozturk e Ozturk (2011), evidenciaram um efeito anti- proliferativo, 

demonstrando o potencial uso deste fruto na prevenção desta doença. Segundo Nair et al. 

(2011), o óleo das sementes e extrato padronizado do suco e da casca de romãzeira 

possuem atividades antitumorais. Esses dados corroboram com estudos realizados por 

Aharoni et al. (2015), Banihani et al. (2013), afirmando que as diversas partes da romã são 

indicadas e usadas para o tratamento de um grande número de doenças. 

Portanto, o uso de romã na dieta, auxiliaria em uma vida mais saudável, protegendo 

contra o surgimento de células cancerígenas, atuando como um quimioterápico eficaz sem 

efeitos colaterais tóxicos (KHWAIRAKPAM, et. al., 2018). 

Além do seu uso medicinal, tem ampla aplicação na indústria de alimentos, com a 

fabricação de sucos, popularmente consumido in natura, sendo que a parte comestível de 

frutas inteiras contém 75-85% de suco e 15-25% de sementes (doces e geleias), já na 

indústria de cosméticos, na fabricação de sabonetes, hidratantes, shampoos e 

condicionadores, além disso, vem sendo utilizados como aromatizantes e corante 

(PEREIRA, 2015; ÇAVDAR et al., 2017). 

Neste contexto, principalmente pelo excepcional efeito terapêutico da casca de romã, 

a comunidade científica internacional incentivou - se a buscar e expandir novos estudos 

relacionados a esta planta de uso medicinal nessas últimas décadas, com o intuito de 

conhecer melhor seus potenciais efeitos terapêuticos para a saúde da população, 

melhorando assim, o bem-estar coletivo (ISMAIL; SESTILI; AKHTAR, 2012). 
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1.1.1. Composição centesimal na romã 

 
 

Avaliar as propriedades de um alimento envolve características físico – química e 

sensorial dos mesmos. A partir da determinação da composição centesimal, podemos 

definir os teores de carboidratos, proteínas, lipídios, vitaminas e minerais. Desta maneira, 

alterações de alguns desses compostos (excessos ou deficiências) podem desencadear 

alterações na produção de metabólitos secundários, ocorrendo assim, distúrbios 

metabólicos. Dentre os compostos presentes na romã (Tabela 01), os carboidratos são os 

componentes mais abundante (TACO, 2011). 

 

Tabela 01: Composição da Punica granatum Linnaeus (Romã) in natura por 100 gramas 
de parte comestível: Centesimal, minerais, vitaminas e colesterol. 

CONSTITUINTES 
Composição da Punica granatum 

Linnaeus (Romã) crua por 100 gramas 

Carboidratos 15,1 g 

Proteínas 0,4 g 

Fibra alimentar 0,4 g 

Manganês 0,13 mg 

Fósforo 40 mg 

Ferro 0,3 mg 

Sódio 1 mg 

Potássio 485 mg 

Cobre 0,19 mg 

Zinco 0,7 mg 

Cálcio 5 mg 

Magnésio 13 mg 

Tiamina 0,12 mg 

Riboflavina 0,17 mg 

Piridoxina 0,05 mg 

Vitamina C 8,1 mg 

Fonte: Adaptado da Tabela Brasileira de Composição de Alimentos - TACO (2011). 
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Desta maneira, cada composto apresenta determinadas funções para o equilíbrio 

metabólico da planta, dentro desta vasta gama de componentes, os carboidratos fazem 

parte do grupo de macromoléculas mais abundantes da natureza, são conhecidos pela 

humanidade desde a antiguidade, atuando como fonte de energia para o organismo, 

participa na sinalização entre as células e na colaboração da interação entre moléculas. Os 

mesmos possuem tanta importância que a comunidade científica criou uma área específica 

para o desenvolvimento de pesquisas que envolva o mesmo, a glicobiologia (DE 

CARVALHO; XAVIER, 2018). 

Outro mineral de suma importância é o fósforo, o mesmo está presente em diversos 

organismos, tendo como função a participação nos processos metabólicos, transporte de 

energia, composição da membrana celular e do material genético. O mesmo é encontrado 

naturalmente em diversos alimentos, na forma de fosfato orgânico (FELIX; DE MEDEIROS; 

MOLINA, 2018). 

Dentre os compostos presentes na romã encontra-se também o potássio, um dos 

nutrientes solicitado de maior quantidade pelas plantas, mesmo não tendo participação em 

nenhuma estrutura orgânica. A mesma apresenta diversas funções no metabolismo celular, 

como a ativação da catálise biológica, ativação enzimática, regulação osmótica e a 

promoção da síntese do açúcar e seu transporte aos tecidos (GONÇALVES, 2018). 

 
 

1.1.2. Metabólitos secundários na romã 

 
 

A maioria das plantas produz naturalmente uma grande variedade de moléculas 

bioativas, denominadas metabólitos secundários, que podem ser obtidas a partir de 

diferentes partes das plantas (raízes, folhas, caule, flores e frutos), essas substâncias 

desempenham diversas funções para o organismo, como por exemplo: proteção contra 

predadores, atratores voláteis - facilitando a polinização, fornecimento de cor às plantas, 

dentre outras (GUL; SHINWARI; AFZAL, 2012; KHAN, et al., 2017). Porém, esses 

metabólitos apresentam efeitos biológicos nos seres humanos (SAOUD, et al., 2019). 

Neste contexto, esses compostos podem atuar de diferentes formas no organismo, 

proporcionando diversos efeitos biológicos, como por exemplo, diminuição da glicose no 

sangue, proteção contra doenças cardiovasculares, hipercolesterolemia (SEPÚLVEDA, et 

al., 2016), efeito antibacteriana, anti-inflamatório, atividade antioxidante e anticancerígena 

(SUDHEESH; SOUMYA; JAMES, 2018), desta maneira são explorados e avaliados 

devidos, em sua maioria, aos efeitos benéficos à saúde humana. 
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Portanto, os metabólitos secundários não são necessariamente produzidos sob 

todas as condições, como ocorre nos metabólitos primários, como exemplo  de metabólitos 

secundários tem os alcalóides, os terpenos e os flavonoides, estes últimos representam 

uma classe química de larga ubiquidade no grupo das substâncias fenólicas de origem 

vegetal (DE OLIEIRA et al., 2015). 

Desta maneira, a romã possui uma rica fonte de taninos bioativos que são 

classificados como polifenóis, derivados do metabolismo secundário desta planta, tem alta 

solubilidade em água e quimicamente reativos, sendo a maior parte derivada do 

metabolismo da glicose por diferentes reações bioquímicas. Estes compostos são 

encontrados em toda a planta, principalmente no fruto e na folha (PEREIRA, 2015; 

MORAES, et al., 2017). 

Sendo assim, diversos estudos buscam identificar os compostos de diferentes partes 

dos extratos de romã e relacionar com seus efeitos biológicos. Os frutos de romã 

apresentam uma casca que abrange cerca de 26 - 30% do peso total dos frutos e 

caracteriza-se por uma grande quantidade de metabólitos secundários, como compostos 

fenólicos, incluindo flavonoides e taninos hidrolisáveis, desta maneira, as cascas e sucos 

de romã comparadas com outras partes da planta, apresentam uma concentração bastante 

elevada desses compostos, sendo diretamente ligado com aproximadamente 92% da 

atividade antioxidante (ISMAIL; SESTILI; AKHTAR, 2012). 

Segundo Saad et al. (2012) a casca e a semente de romã contêm diversos 

compostos antioxidantes como o tanino (punicalagina). Um estudo realizado por Hmid et al. 

(2017), identificaram e quantificaram os compostos fenólicos por análise de High 

performance liquid chromatography - HPLC em sucos de romã, sendo encontrado um total 

de 10 compostos fenólicos (ácidos hidroxibenzoicos, tais como ácidos gálico e elágico, 

ácidos hidroxicinâmicos, tais como ácidos clorogénico, cafeico e ferúlico, flavan-3-óis como 

catequina e epicatequina, di-hidrochalconas como a florizina, flavonóis como a quercetina 

e flavonol, glicosídeos como a rutina), esses compostos foram encontrados em quantidades 

menores, exceto os ácidos elágico e gálico. 

No estudo realizado por Silva (2017) com o extrato hidroetanólico da casca da fruta 

de Punica granatum Linnaeus, o mesmo extrato utilizado nesta pesquisa, foi possível 

identificar 18 compostos (Tabela 02), tendo como maior foco os fitocomplexos: ácido 

elágico, ácido gálico, punicalagina. Portanto, estudos genotóxicos e toxicológicos são 

considerados de suma importância para avaliar os efeitos decorridos destes metabólitos 

secundários, como o ácido elágico, que são derivados principalmente de plantas medicinais 

como a casca de romã. 
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Tabela 02 - Valores de massa/carga (m/z) obtidos em ensaio de HPLC-HRMS (ESI) para a 
amostra de Punica granatum L. (Identificação confirmada usando padrões comerciais). 
 

Fonte: Silva (2017). 

 

 
1.2. ÁCIDO ELÁGICO 

 
 

O ácido elágico (AE - C14 H6 O8) (Figura 3), quimicamente é uma lactona fenólica 

pertencente ao grupo dos taninos hidrolisáveis, possuindo característica plana contendo 

quatro grupos hidroxila e dois grupos lactona, presentes em diversos alimentos vegetais, 

Compostos 
Fórmula 

molecular 
calculada 

[M-H]- 
calculado 

[M-H] - observado 
(tr em minutos) 

Erro 
(ppm) 

Ácido elágico C14H6O8 301,---- 301,0341?  

Ácido málico C4H6O5 133,00137 133,0136 (0,4)  

Ácido gálico C7H6O5 169,0137 169,0128 (0,6)  

Aldeído siríngico C9H10O4 181,0501 181,0516  

Ácido siríngico C9H10O5 197,0450 197,0444 (2,2)  

Floretina C15H14O5 273,0763 273,0764  

Ácido punícico C18H30O2 277,2168   

Catequina e epicatequina C15H14O6 289,0712 289,0709  

Galocatequina C15H14O7 305,0661 305,0677  

Dihidromiricetina C15H12O8 319,0454 319,0450  

Punicaflavonol C16H14O10 365,0509 365,0502 1,9 

Ácido elágico pentosídeo C19H14O12 433,0407 433,0399 1,8 

Floretina hexosídeo C28H36O4 435,2535 435,2495 9,2 

Corilagina C27H22O18 633,0728 633,0703 (0,7; 0,9; 1,4 e 1,7) 3,9 

Punicalinas isômeros C34H22O22 781,0524 781,0511 (0,6) 1,7 

Pedunculaginas isômeros C34H24O22 783,0681 783,0674 (1,0; 1,2) 0,9 

Punicalaginas isômeros C48H28O30 1083,0587 1083,0568 (1,0; 1,2) 1,8 

Punicalagina-like C48H30O31 1101,0693 -  
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principalmente em frutas como nozes, morango, framboesa, uvas e amoras e em plantas 

medicinais como, Fícus glomerata Roxb e Punica granatum Linnaeus. O mesmo pode estar 

presente na parte da estrutura da membrana e parede celular vegetal na forma livre ou 

formando grandes complexos de ácido elágico com glicoses denominadas elagitaninos. 

(DALVI, 2014; GONZÁLEZ-SARRÍAS, et al., 2015; MORAES, 2017). 

 

Figura 03: Estrutura molecular do ácido elágico. 
 

 

Fonte: ChemDraw Professional (imagem própria - 2019). 

 
Suas funções fisiológicas vão além do bem-estar da própria planta, possibilitando 

diversos efeitos biológicos para o organismo humano. Kasai et al. (2006), comprovaram 

que o consumo (16 dias) de um extrato de romã contendo 100 mg de ácido elágico é capaz 

de produzir efeitos protetores e benéficos na pigmentação da pele (humana) após a 

irradiação com raios ultravioletas. Além disso, é relatado que o ácido elágico apresenta 

outros efeitos, tais como: cicatrizantes (AL-OBAIDI, et al., 2014), anti-hemorrágico 

(GOPALAKRISHNAN, et al., 2014), atividade bacteriostática e bactericida (S. aureus e P. 

aeruginosa) e uma alta atividade antioxidade (TAVARES, et al., 2018). 

Esses efeitos podem estar relacionados com a capacidade antioxidante que esse 

composto desempenha, seja pelo mecanismo de sequestramento de radicais livres ou pelo 

quelante de íons metálicos (LARROSA, et al., 2010; DALVI, 2014), desta forma, podem 

atuar contra o estresse oxidativo, uns dos principais responsáveis por ocasionar danos 

oxidativos no organismo, além de atuar indiretamente na ativação dos sistemas enzimáticos 

celulares antioxidantes (MEHRZADI, et al., 2018). 

Desta forma, o estresse oxidativo surge do desequilíbrio entre as produções de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), podendo causar danos graves as proteínas, lipídios, 

material genético e até mesmo resultar na morte celular. De tal modo, os 
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excessos de radicais livres são considerados um perigo para à saúde humana, podendo 

desencadear inúmeras doenças cardiovasculares, renais e o surgimento do próprio câncer 

(WANG, ZHAO, 2019). Por essa razão, os efeitos produzidos pelo ácido elágico na 

prevenção de doenças relacionadas à oxidação têm sido amplamente estudados. 

Embora vários estudos tenham focados em diferentes atividades biológicas do ácido 

elágico, pouco foco foi dado aos efeitos sobre o material genético. Sabe-se que o AE podem 

induzir apoptose e inibir a proliferação de vários tipos de células cancerígenas in vitro e in 

vivo. (BOEHNING, et al., 2018). Como tal, o AE atrai um interesse significativo como um 

potencial composto quimioterapêutico, podendo proporcionar uma qualidade de vida melhor 

a saúde humana, além disso, estudos focados nesta substância, podem contribuir para o 

conhecimento sobre os verdadeiros efeitos do AE no organismo. 

 
 

1.3. MODELO DE ANÁLISE CITOGENOTÓXICO E GENÉTICA TOXICOLÓGICA 

 
 

Os glóbulos vermelhos (eritrócitos), são considerados uma das principais células  do 

corpo humano. Em mamíferos, os eritrócitos apresentam uma característica morfológica 

bastante específica, sendo desprovidas de núcleos e outras organelas celulares, 

constituída por uma membrana plasmática com composição e estrutura específicas 

altamente correlacionadas com suas funções biológicas (oxigenação do organismo através 

do transporte de O2 e CO2), além de possui um tempo de vida de aproximadamente 120 

dias (MOHANDAS, CHASIS, SHOHET, 1983; FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Neste contexto, diversas substâncias tóxicas (metais, pesticidas, agentes químicos, 

biológicos, irradiação, produtos naturais e alguns tipos de drogas) podem desencadear 

danos direto ou indireto ao citoesqueleto dos eritrócitos e alterar o metabolismo celular e 

sua permeabilidade iônica, desencadeando anormalidades em sua morfologia e 

consequentemente a morte celular (Figura 04). 

Desta forma, os eritrócitos são desprovidos de estruturas de membrana interna e 

fáceis de serem isolados e manipulados, fornecendo um bom modelo para diferentes 

ensaios. Devida a esses fatores, diferentes estudos utilizam os eritrócitos como modelo 

para avaliar possíveis efeitos citogenotóxicos de diferentes substâncias, através da análise 

de diferentes parâmetros (Figura 05). 
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Figura 04: Diferentes efeitos de xenobióticos nos eritrócitos. 

 

Fonte: Adaptado de Farag e Alagawany (2018). 

 
 

 
Figura 05: Eritrócitos como modelo para avaliar os efeitos citogenotóxicos de xenobiótico. 

 

Fonte: Adaptado de Farag e Alagawany (2018). 
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Çömelekoğlu (2000) e colaboradores, concluíram que alguns pesticidas podem 

desencadear alterações no tamanho e nas formas superficiais dos eritrócitos humanos. 

Além disso, Koç, et al. (2008) demonstraram os efeitos do malatião e do endossulfan in vivo 

(1,0 mg / kg de peso corporal por 15 dias) evidenciando defeitos estruturais e alterações 

nas formas superficiais das hemácias de ratos. Suwalsky et al. (2008), relataram que as 

hemácias humanas, quando incubadas com extrato aquoso (0,5 g de pó seco) de Aristotelia 

chilensis (0,5 mL de 1% de extrato), apresentavam alterações morfológicas representadas 

pela forma equinocítica. 

Esses danos, em sua grande maioria, só podem ser detectados após exposição com 

esses produtos. Sendo assim, a genética toxicológica tem por objetivo detectar e entender 

as ações (endógenas e exógenas) de quaisquer agentes físicos, químicos ou biológicos 

que possam produzir esse efeito genotóxico sobre o material genético (ácido 

desoxirribonucleico - DNA) (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Neste contexto, o termo genotóxico se refere às alterações (mutações) letais e/ou 

hereditárias no DNA, que são transmitidas, tanto pelas células somáticas quanto pelas 

germinativas, e em sua grande maioria, podem desenvolver uma série de problemas 

maléficos, incluído o surgimento de câncer (iniciação, promoção, progressão, invasão e 

metástase) (DOLL; PETO, 1981; DA SILVA et al., 2011; DA FONSECA; PEREIRA, 2013; 

ESMOLAEVA; SCHUMACHER, 2014). 

Essas mutações são classificadas basicamente em duas grandes categorias: 

mutações gênicas e cromossômicas. As mutações gênicas, são alterações que ocorrem na 

sequência de nucleotídeos do DNA do indivíduo e as cromossômicas são as que produzem 

alterações no número ou na estrutura dos cromossomos, nas quais são detectadas por 

análises citogenéticas (LUCIO NETO, 2011). 

Para minimizar esses danos ao DNA, existe substâncias denominadas 

antimutagênicos, caracterizados como agentes que tem a capacidade de diminuir as 

frequências de mutações no material genético, deste modo, desempenham um papel 

fundamental na manutenção da transmissão de informações genéticas. Essas substâncias 

são classificadas como desmutagênicos, desempenhando a função de proteção contra 

substâncias mutagênicas antes de agirem sobre o DNA e as substâncias bio-

antimutagênicas que são aquelas que age sobre os processos metabólicos de reparação 

(COSTA, 2018). 

Neste contexto, as plantas medicinais são constituídas por diferentes compostos 

fenólicos, como descritos anteriormente, e possuem a capacidade de inibir a carcinogênese 

através de dois mecanismos: pela modificação do estado de redox e pela 
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ação sobre as funções celulares básicas, tais com inflamação, ciclo celular, angiogênese, 

apoptose, invasão e metástase (KAMPA et al., 2007). Deste modo, algumas plantas 

medicinais podem intervir nas etapas da carcinogênese por meio desses mecanismos, 

minimizando assim, esses danos provocados por fatores externos ou internos ao organismo 

(Figura 06). 

 

Figura 06: Mecanismos anticâncer de compostos fenólicos de produtos naturais durante a 
carcinogênese. 

 

Célula normal 

 
INICIAÇÃO 

 

 

Célula iniciada 

 
PROMOÇÃO 

 

Crescimento celular 
descontrolado 

 

PROGRESSÃO 
 

 

Fonte: Adaptado de Dai e Mumper (2010). 

 
Além disso, podemos avaliar a toxicidade de uma substância através do tempo de 

exposição a esses produtos, com base nisto, a toxicidades é classificado como agudo, 

caracterizado pelo surgimento dos efeitos tóxicos em animais por uma única ou por 

múltiplas exposições a uma substância, por qualquer via, por curto período de tempo. A 

toxicidade subcrônica, em que os efeitos tóxicos são produzidos por exposições diárias 

repetidas a uma substância, com um período de aproximadamente 10% do tempo de vida 

de exposição do animal ou alguns meses, e a crônica, na qual os efeitos tóxicos ocorrem 

após repetidas exposições, por um período longo de tempo, geralmente durante toda a vida 

do animal ou aproximadamente 80% do tempo de vida (MORAIS, et al., 2017). 

Logo, pesquisas de produtos naturais ou sintéticos que possuem ações biológicas 

favoráveis aos seres humanos e que apresentem em suas propriedades, um potencial 

antimutagênico, tem grande relevância, uma vez que, na atualidade é considerado um dos 

principais fatores que contribuem para a longevidade, além de prevenir e combater até 

mesmo o surgimento de tumores (COSTA, 2018). 

Metástases tumorais 

Antioxidante e Antimutagênico 
Inibição da fase I enzimática 
Indução da fase II enzimática 
Estimulação do reparo do DNA 

Anti-inflamatórios 
Indução do bloqueio do ciclo celular 
Indução de apoptose 
Inibição da Proliferação Celular 

Baixa regulação do MMPs 
Antiangiogênese 
Inibição da proliferação celular 
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1.3.1. Teste de micronúcleo 

 
 

O Teste do Micronúcleo é um método simples na avaliação de diversos tipos de 

danos citogenéticos, detectando mutações cromossômicas do tipo clastogênica, 

aneugênica e danos no fuso mitótico. O mesmo foi desenvolvido por Matter e Schmid 

(1971), através de estudos realizados em eritrócitos de medula óssea de camundongo (in 

vivo) e posteriormente, Heddle (1976), realizou estudos (in vitro) em linfócitos do sangue 

periférico humano (QUEIROZ, 2017). 

Desde modo, este teste é considerado um biomarcador sensível em condições de 

campo e em laboratório, fácil de ser realizado, possui um baixo custo e um resultado rápido, 

além de ser capaz de verificar o efeito citogenotóxico de diferentes substâncias, avaliando 

as instabilidades genéticas através da observação da formação de micronúcleos (MN) na 

interfase do ciclo celular, ou seja, este teste é usado rotineiramente in vitro e in vivo para 

detectar a atividade de substâncias químicas com efeitos clastogênicos que induzem 

fragmentos cromossômicos ou aneugênicos que interferem no aparato mitótico e levam à 

falta de segregação de cromátides ou cromossomos inteiros durante a mitose (Figura 07) 

(BEIRUTHY; KAZAN, 2016; FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

 

Figura 07: Formação de micronúcleo. 
 

Fonte: Adaptado de Da Silva et al., 2011. 

 
O MN é uma massa de cromatina extracelular envolvido por um envelope nuclear 

originada de fragmentos cromossômicos ou de cromossomos inteiros, que se perderam 

durante o processo de divisão celular. Sendo assim, efeitos de substâncias que provoquem 

danos no DNA, podem ser detectados a partir da formação de MN, pois a formação 

espontânea do mesmo é baixa e quase uniforme entre as espécies. (MENEGUETTI, et al., 

2011; HINTZSCHE, et al., 2017). 
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O teste de micronúcleo apresenta as seguintes características básicas: o efeito do 

agente químico é observado em eritrócitos policromáticos (EPC), que são células 

anucleadas jovens, estes eritrócitos têm um tempo de vida relativamente curto, de modo 

que qualquer micronúcleo que ele apresente (eritrócito policromático micronucleado - 

EPCMN - Figura 08) deve ter sido gerado como resultado de danos cromossômicos 

induzidos recentemente (HAYASHI et al., 1989). As hemácias nucleadas de animais podem 

ser usadas para avaliar a genotoxicidade de diferentes xenobióticos usando micronúcleos 

(FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

 

Figura 08: Eritrócito Policromático Micronucleado (EPCMN) 
 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 

 

 
1.3.2. Doxorrubicina 

 
 

Em estudos de genética toxicológica, o uso de agentes indutores de danos no 

material genético como controle positivo é fundamental e recomendado em diversos 

protocolos (MACGREGOR et al., 1987). A inclusão desse controle é primordial para validar 

um teste experimental em modelos in vivo ou in vitro, além de mostrar o efeito de proteção 

de uma determinada substância (HERNANDES, et al., 2014). 

Neste contexto, a Doxorrubicina ou Doxil® - DXR (Figura 09) é um potente fármaco 

quimioterápico de primeira linha baseado em antraciclinas, utilizada desde 1969 no 

tratamento de uma ampla gama de cânceres, incluindo cânceres sólidos e hematogênicos. 

Esse antibiótico foi descoberto a partir de uma cepa multada de Streptomyces peucetius 

(RENU, et al., 2018; XU, et al., 2018). 
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Figura 09: Estrutura química da Doxorrubicina. 
 

Fonte: ChemDraw Professional (imagem própria - 2019). 

 
No avanço das pesquisas sobre o câncer, o interesse cresceu na topoisomerase II, 

após a descoberta de que é alvo de drogas anticâncer ativas, como a DXR (ROCHETTE et 

al., 2015). Sendo assim, existem diversos mecanismos de ação da DXR, como o 

envenenamento por topoisomerase II, decorrido da clivagem na fita dupla do DNA, inibindo 

assim a mesma (YANG, et al., 2014). Além desse mecanismo, a doxorrubicina induz a 

inibição da síntese de proteínas e replicação de DNA pela capacidade de intercalar-se ao 

DNA, assim como pela geração de espécies reativas de oxigênio, levando a danos 

oxidativos no material genético (TOMASINI, 2018). 

Apesar de seus efeitos terapêuticos, existem limitações ao seu uso, que vai desde a 

resistência a droga até efeito de cardiotoxicidade, que é um efeito colateral específico das 

antraciclinas, além de apresentar uma toxicidade aguda dentro de dois ou três dias após o 

seu uso e cardiotoxicidade crônica encontrada após várias semanas ou até vários meses 

após a administração da mesma (RENU, et al., 2018). 

Acredita-se que a principal contribuição para o surgimento da cardiotoxicidade é a 

indução de formação de radicais livres e subsequente o estresse oxidativo, provocando a 

ativação das vias de sinalização apoptóticas e posteriormente, levando a danos nos 

cardiomiócitos (YUHONG, et al., 2018). 

Atualmente, vários antioxidantes, como vitamina E, N - acetil cisteína e resveratrol, 

além daqueles provenientes de produtos naturais, foram identificados para desempenhar 

ações contra os efeitos tóxicos e até mesmo no próprio material genético induzido pela 

doxorrubicina, de tal modo, a DXR vem sendo bastante utilizado como um agente indutor 

de danos no material genético para a verificação do efeito protetor de extratos de frutos 

como ‘’turkey berry’’ (solanum torvum) e romã (Punica granatum L.) e até mesmo de 
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substâncias isoladas (ácido elágico) (HERNANDES, et al., 2014; LU, et al., 2018). 

Desta maneira, com provas científicas sobre os danos no DNA provocados pela DXR 

em modelo in vivo (ALVES, et al., 2013; MONTEIRO NETO, et al., 2011; CARNEIRO, et al., 

2017), este antitumoral foi utilizado neste estudo como controle positivo para avaliar o 

potencial efeito antigenotóxico da casca do fruto de Punica granatum Linnaeus e do ácido 

elágico em eritrócitos policromáticos de camundongos Swiss. 
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2 OBJETIVOS 
 

 
 
 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar o potencial genotóxico, antigenotóxico e os possíveis efeitos toxicológicos do 

extrato hidroetanólico de Punica granatum Linnaeus (Romã) e do ácido elágico (AE) pelo 

sistema-teste in vivo. 

 
 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

 Verificar a frequência de eritrócitos policromáticos micronucleados em 

camundongos Swiss tratados com diferentes concentrações do extrato 

hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum Linnaeus (ECFPG) e do 

ácido elágico (AE) para avaliar a genotoxicidade, e associadas com a 

Doxorrubicina (DXR), para determinar o efeito antigenotóxico. 

 

 Determinar a citotoxicidade do extrato hidroetanólico da casca da fruta de Punica 

granatum Linnaeus (ECFPG) e do ácido elágico (AE), através do Índice de 

Divisão Nuclear (IDN). 

 

 Avaliar o efeito do extrato hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum 

Linnaeus (ECFPG) e do ácido elágico (AE) sobre os parâmetros hematológicos 

(série branca e série vermelha). 

 

 Avaliar as características anatomopatológicas do fígado, baço, coração e rins 

dos animais submetidos aos tratamentos com extrato hidroetanólico da casca da 

fruta de Punica granatum Linnaeus (ECFPG) e do ácido elágico (AE). 
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3 MATERIAL E MÉTODO(S) 
 

 
 
 

 

3.1 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE Punica granatum Linnaeus E DO ÁCIDO ELÁGICO 

 

 
O extrato hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum Linnaeus (ECFPG) e 

o ácido elágico – AE (pureza > 95%) - (Sigma-aldrich®, Saint Louis, Missouri, EUA), foram 

fornecidos pelo Professor Dr. Francisco Fabio Oliveira de Sousa do Laboratório de Controle 

de Qualidade, Bromatologia e Microbiologia da Universidade Federal do Amapá – UNIFAP. 

 

 
3.1.1. Preparação do extrato da casca de romã 

 
 

A coleta dos frutos de Punica granatum Linnaeus, foi realizada no Município de 

Almeirim / PA - Brasil (latitude: 1° 31’ 43.8” S e longitude: 52° 34’ 22.1” W) marcada por um 

medidor de posição global (GPS modelo Garmin nuvi 40). Foram coletados, além dos frutos 

utilizados para a preparação do extrato, ramos com folhas, ramo florido e uma amostra do 

fruto para a identificação botânica. A identificação do material vegetal foi depositada no 

Herbário Amapaense (HAMAB) do Instituto de Estudos e Pesquisas do Estado do Amapá 

(IEPA) sob o número de registro 18777, para fins de comprovação científica da planta. 

Após a coleta, os frutos foram lavados com água corrente e sabão. Despolpou-se as 

cascas fragmentando-as em pedaços pequenos (1x1 cm), levando-as para secagem em 

estufa de ar circulante à temperatura de 40 ºC por 72 horas. Posteriormente o material seco 

foi triturado em moinho de facas (Moinho Universal, modelo 060M007), onde obteve- se 

uma massa de 58 g do pó das cascas e submeteu-se a maceração por 7 dias em etanol 

(70%) (20% P/V) em temperatura ambiente (25 °C), realizando-se 2 trocas do solvente 

extrator, seguido de filtração. Em seguida a amostra foi submetida a um processo de 

evaporação deste solvente até a obtenção de solução hidroetanólico a 70%. O extrato foi 

acondicionado em um frasco âmbar e preservado a 4 ºC até o início das análises. 
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3.2 AGENTE QUÍMICO INDUTOR DE DANOS NO DNA 

 

 
O quimioterápico doxorrubicina (DXR) (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, SP) 

foi utilizado como indutor de danos ao DNA em células de sangue periférico (controle 

positivo). O indutor foi dissolvido em água destilada e administrada intraperitonealmente 

(0,3 mL/animal). A concentração de DXR (15 mg/kg peso corpóreo, p.c.) foi estabelecida 

de acordo com a literatura (FRANKE et al., 2005; VENKATESH et al., 2007). 

 
 

3.4 OBTENÇÃO E MANUTENÇÃO DOS ANIMAIS 

 

 
Foram utilizados camundongos machos Swiss com 6 – 7 semanas de vida e 

aproximadamente 25 + 5 g de peso corpóreo (p.c.) (Figura 10), provenientes do Biotério do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência de Animais de 

Laboratório (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A pesquisa foi 

conduzida de acordo com os protocolos aceitos internacionalmente para o uso e cuidado 

de animais de laboratório. Os mesmos foram mantidos em caixas plásticas em uma sala 

experimental, sob condições controladas de temperatura (23 + 2 ºC), umidade (50 +  10%), 

12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum a ração e água. Os protocolos de 

tratamentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da UNIFAP (Protocolo 0016/2017) (Anexo 02). 

 

Figura 10: Camundongos Swiss (macho) com 6 – 7 semanas 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 
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3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 
Os animais foram divididos aleatoriamente em vinte grupos (Tabela 03 e 04), 

contendo cinco camundongos em cada grupo de tratamento (Figura 11, A - B). As 

concentrações utilizadas do ECFPG (87,5; 175; 350 e 700 mg / kg / p.c., - Figura 12 - A) e 

do AE (1,4; 2,7; 5,3 e 10,5 mg / kg /p. c., - Figura 12 - B) foram determinadas a partir do 

Guia para a Condução de Estudos Não Clínicos de Toxicologia e Segurança Farmacológica 

Necessários ao Desenvolvimento de Medicamentos da ANVISA de 2013 e de trabalhos da 

literatura, administradas por gavagem (0,5 mL) durante 21 dias consecutivos, com 

intervalos de 24 horas, a administração da doxorrubicina (15 mg / Kg p.c.) foi feita com uma 

injeção intraperitoneal (i.p.) e posteriormente foi feito a coleta das amostras. 

 

Figura 11: Acondicionamento dos camundongos Swiss por grupo de tratamento - A e B 
 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 
 

Figura 12: Concentrações do extrato hidroetanólico da casca do fruto de Punica  
granatum Linnaeus - (A) e concentrações do ácido elágico - (B). 

 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 
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Tabela 03 - Grupos experimentais e protocolos de tratamentos para teste do micronúcleo 
utilizando o extrato hidroetanólico da casca do fruto de Punica granatum Linnaeus (21 dias 
de tratamento). 

 

 

a Cada grupo de tratamento apresenta 5 animais. ECFPG: extrato hidroetanólico da casca 
do fruto de Punica granatum Linnaeus; DXR: doxorrubicina 

 
Tabela 04 – Grupos experimentais e protocolos de tratamentos para teste do micronúcleo 
utilizando ácido elágico (21 dias de tratamento). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a Cada grupo de tratamento apresenta 5 animais. AE, ácido elágico; DXR, doxorrubicina 

Os  animais foram  pesados diariamente  antes  da  realização  da  gavage,  com  o 

objetivo de avaliar possíveis alterações na massa corpórea decorrente do tratamento. 

Durante o período de tratamento, foram realizadas coletas da veia caudal (24 horas, 48 

Tratamento Grupoa
 Doses 

Água (Controle Negativo) 1ª - 

ECFPG I 2ª 87,5 mg / kg 

ECFPG II 3ª 175 mg / kg 

ECFPG III 4ª 350 mg / kg 

ECFPG IV 5ª 700 mg / kg 

DXR (Controle Positivo) 6ª 15 mg / Kg p.c 

ECFPG I + DXR 7ª Como em (2) e (6) 

ECFPG II + DXR 8ª Como em (3) e (6) 

ECFPG III + DXR 9ª Como em (4) e (6) 

ECFPG IV + DXR 10ª Como em (5) e (6) 

 

Tratamento Grupoa
 Doses 

Água (Controle Negativo) 1ª - 

AE I 2ª 1,4 mg / Kg 

AE II 3ª 2,7 mg / Kg 

AE III 4ª 5,3 mg / Kg 

AE IV 5ª 10,5 mg / kg 

DXR (Controle Positivo) 6ª 15 mg / kg p.c. 

AE I + DXR 7ª Como em (2) e (6) 

AE II + DXR 8ª Como em (3) e (6) 

AE III + DXR 9ª Como em (4) e (6) 

AE IV + DXR 10ª Como em (5) e (6) 
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horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) para o teste do micronúcleo. Após o período de tratamento, 

foi realizado a coleta das amostras sanguíneas dos animais, sob efeito de anestésico, para 

a realização das análises hematológicas. Posteriormente, os camundongos foram 

eutanasiados através de câmera de gás (CO2) com fluxo contínuo, para a coleta dos órgãos 

de interesse (fígado, baço, coração e rins), os mesmos foram pesados em balança de alta 

precisão e avaliados macroscopicamente. Em seguida, os órgãos foram armazenados em 

tubos coletores, devidamente identificados, contendo solução de formaldeído a 10% 

tamponado, mantendo assim, a conservação dos espécimes até a realização das análises 

histopatológicos feitas no Centro Universitário Unichristus. 

 
 

3.6 PARÂMETROS AVALIADOS 

 
 
 

3.6.1 Massa corpórea 

 
 

A mensuração da massa corpórea dos animais foi realizada desde o primeiro dia do 

experimento, pesados diariamente para avaliar a variação do peso (ganho ou perda de 

massa corpórea). 

 
 

3.6.2 Teste do micronúcleo 

 
 

Para obtenção de Eritrócitos Policromáticos Micronucleados (EPCMN) em amostras 

de sangue periférico de camundongos Swiss, foi realizado segundo o método descrito por 

MacGregor, Wehr e Gould (1980), com modificações. As amostras de sangue periférico de 

todos os grupos tratados foram coletadas da veia caudal após 24 horas, 48 horas, 7 dias, 

14 dias e 21 dias de tratamentos (extrato hidroetanólico da casca da fruta de Punica 

granatum L. e do ácido elágico) para a observação do processo genotóxico. 

Para a avaliação antigenotóxico, imediatamente após a administração do ECFPG 

e/ou do AE, no 20º dia de tratamento, os animais foram tratados com uma injeção 

intraperitoneal (i.p.) de DXR (0,3 mL / 25 g / p.c.) e posteriormente foi feito a coleta das 

amostras nos seguintes períodos (24 e 48 horas). 
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Foram consideradas as seguintes etapas para a realização do teste de micronúcleo: 

A ponta das caudas dos animais foi cortada e uma gota de sangue foi gotejada e arrastada 

(esfregaços sanguíneos) sobre lâminas limpas, que foram deixadas à temperatura 

ambiente (Figura 13 - A e B). 

 

Figura 13: Esfregaço sanguíneo (A) e secagem das lâminas à temperatura ambiente (B) 
 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 

 
Imediatamente após a secagem, foram fixados em álcool metilico PA por 5 minutos 

(Figura 14 - A) e novamente secos à temperatura ambiente; Após 24 horas, as lâminas 

foram coradas com corante Giemsa diluído (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009) por 20 

minutos; Em seguida, as lâminas foram lavadas para remover o excesso de corantes e 

secas à temperatura ambiente; Após secagem, foram armazenadas (Figura 14 – B) e lidas 

em microscópio óptico (Opton TIM-2008) na objetiva de imersão (100x). 

Figura 14: Fixação das amostras com metanol - (A); Lâminas coradas com Giemsa prontas 
para análises - (B). 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 
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3.6.2.1 Análise das lâminas 

 
 

As lâminas de todos os animais (grupo tratados, controle negativo e positivo) foram 

codificadas e analisadas dentro de um curto espaço de tempo, por teste cego, de modo a 

eliminar erros de análise. A análise foi feita por mais de um observador, e seguiu um sistema 

balanceado, isto é, o número igual de células foi analisado em lâminas diferentes, em cada 

animal do estudo, por cada observador. O principal resultado do teste foi a frequência de 

eritrócitos policromáticos (EPC) que contém pelo menos um micronúcleo (frequência de 

EPCMN) (RIBEIRO et al., 2003). 

As lâminas foram, primeiramente analisadas em aumento médio (20 a 40x), para 

encontrar campos de boa qualidade técnica, onde as células estavam bem espalhadas, não 

danificadas e coradas apropriadamente. Após a localização deste campo, o observador 

procedeu a análise das lâminas, usando um aumento de 100x (objetiva de imersão). 

Para a determinação da frequência de EPCMN, 2000 EPCs por animal foram 

analisadas nas amostras de sangue periférico em 24 e 48 horas, 7, 14 e 21 dias, em 

microscópio de luz sob imersão (Figura 15). Um total de 400 eritrócitos por animal foi 

analisado para calcular o índice de divisão nuclear – IDN em cada amostra de sangue 

periférico a fim de determinar a citotoxicidade dos tratamentos (MERSCH-SUNDERMANN 

et al., 2004). 

Figura 15: Eritrócitos Normocromáticos - ENC - (A); Eritrócitos Policromáticos – EPC - 
(B); Eritrócitos Policromáticos Micronucleados – EPCMN - (C). 

 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 
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A porcentagem de redução na frequência de EPCMN foi calculada de acordo com 

Waters et al. (1990), como descrito a seguir: 

Onde A foi o grupo tratado com DXR (Controle Positivo), B o grupo tratado com 

ECFPG ou ácido elágico + DXR e o C foi o grupo tratado com água (Controle Negativo). 

 
 

3.6.3 Parâmetros hematológicos 

 
 

No 21º dia, foram coletadas amostras sanguíneas por meio do plexo orbital dos 

camundongos, os mesmos sob efeito anestésico, foram utilizados capilares internamente 

revertidos com ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), precavendo assim a coagulação da 

amostra até o tubo coletor, posteriormente, as análises hematológicas (série vermelha) fez-

se a quantificação de hemácias, hemoglobina e hematócrito e na (série branca) fez-se a 

contagem total e diferencial dos leucócitos (%) (neutrófilos, linfócitos, monócitos e 

eusinófilos), as análises foram realizadas em contador automatizado BC-5300, Mindray. 

 
 

3.6.4 Análise macroscópica, peso relativo e microscópico dos órgãos. 

 
 

3.6.4.1 Análise macroscópica e peso relativo dos órgãos 

 
 

Para a avaliação macroscópica dos órgãos, foram analisados sinais de lesões, 

tamanho e mudanças de cor dos seguintes espécimes (fígado, baço, coração e rins). Os 

órgãos foram pesados para calcular a massa relativa (MR) individualmente, utilizando a 

seguinte equação: 
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3.6.4.2 Análise microscópica dos órgãos 

 
 

Após serem pesados, os órgãos retirados dos animais no dia do sacrifício foram 

armazenados em solução de formol 10% dissolvido em tampão fosfatado (Figura 16). 

Posteriormente, os mesmos foram lavados em água corrente e armazenados em álcool 

70%. Em seguida, as peças foram seccionadas, colocadas em cassetes e encaminhadas 

para processamento histotécnico automatizado. Cortes de 4 µm de espessura foram feitos 

para confecção de lâminas coradas por Hematoxilina - Eosina e montadas em bálsamo de 

Canadá (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 1983) para análise em microscópio de luz 

convencional quanto à presença de alterações específicas de cada órgão. 

 

Figura 16: Armazenamento dos órgãos (fígado, baço, coração, rim direito e rim esquerdo) 
em solução de formol 10% dissolvido em tampão fosfatado. 

Fonte: Autor, 2018 (imagem própria). 

 

 
3.6.4.2.1 Fígado 

 
 

As lâminas referentes ao tecido hepático foram avaliadas por meio de presença e/ou 

ausência, para cada uma das seguintes alterações consideradas (adaptado de 

VASCONCELOS et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 2010): 

 

a) Infiltração de células inflamatórias; 

b) Tumefação celular e/ou vacuolização citoplasmática de hepatócitos; 

c) Hiperplasia de células de Kupffer; 

d) Degeneração balonizante dos hepatócitos; 

e) Congestão vascular portal e da veia centrolobular; 

f) Hemorragia sinusoidal; 

g) Fibrose; 

h) Necrose de hepatócitos; 
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i) Esteatose microvesicular (>5%) em hepatócitos; 

j) Esteatose macrovesicular (>5%) em hepatócitos. 

 
 

3.6.4.2.2 Baço 

 
 

Para análise de toxicidade do baço, foram analisadas a presença e/ou ausência dos 

seguintes parâmetros: 

 

a) Folículos bem formados e preservados; 

b) Congestão e hemorragia da polpa vermelha; 

c) Presença de pigmentos de hemossiderina; 

d) Hematopoiese extramedular; 

e) Atrofia esplênica 

f) Hiperplasia da polpa branca; 

g) Presença de fibrose. 

 

 
3.6.4.2.3 Coração 

 
 

Para análise de toxicidade do coração, foram analisadas a presença e/ou ausência 

dos seguintes parâmetros: 

 

a) Fibras longitudinais; 

b) Fibras transversais; 

c) Focos inflamatórios; 

d) Fenótipo do infiltrado inflamatório; 

e) Hemorragia; 

f) Pigmentos de hemossiderina e/ou lipofuscina. 

 

 
3.6.4.2.4 Rins 

 
 

Já para as lâminas referentes ao tecido renal, também foram utilizados os mesmos 

parâmetros de presença e/ou ausência, para cada uma das seguintes alterações 

consideradas (adaptado de VASCONCELOS et al., 2007; adaptado de BARBIERI et al., 

2010): 
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a) Preservação da estrutura glomerular; 

b) Tumefação do epitélio tubular; 

c) Congestão glomerular e intersticial; 

d) Vacuolização isomérica do epitélio tubular; 

e) Células inflamatórias intersticiais; 

f) Presença de cilindro-hialino; 

g) Presença de fibrose; 

h) Necrose nefrotóxica; 

i) Hemorragia tubular e intersticial. 

 

 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 
Os resultados obtidos nas diversas análises estão expressos por média  desvio 

padrão da média de cada grupo experimental. Para comparar os dados dos grupos 

avaliados, aplicou-se a análise de variância (ANOVA), seguido do teste de Tukey, com 

significância de 5% (p< 0.05). Foram analisados pelo pacote estatístico GraphPad Prism® 

(versão 7). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 
 

4.1. Punica granatum Linnaeus 

 
 

4.1.1 Massa corpórea dos animais 

 
 

Neste estudo, a mensuração da massa corpórea dos animais foram realizadas desde 

o primeiro dia do experimento, sendo pesados diariamente para avaliar a variação do peso 

(ganho ou perda de massa corpórea) ao longo dos 21 dias de tratamento com o ECFPG 

nas respectivas concentrações (87,5, 175, 350 e 700 mg / kg, p.c.). 

A Figura 17, demonstra a massa corpórea média dos animais tratados com diferentes 

concentrações do ECFPG no início (A) e no fim (B) do experimento. Verificamos a ausência 

de alterações significativas na massa corporal dos animais submetidos à dose entre 87,5 e 

700 mg / Kg, (p>0,05). Em vista disso, o ECFPG não altera diretamente o peso corporal in 

vivo em doses tão altas quanto 700 mg / Kg administradas oralmente, endossando a 

segurança desta droga sob as condições experimentais utilizadas. 

 

Figura 17: Massa corpórea média dos animais tratados com diferentes concentrações do extrato 
hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum Linnaeus durante 21 dias, sobre a Massa 
Inicial - (A) e Massa Final - (B). Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão. Não 
houve diferença estatística significativa entre os grupos avaliados em comparação com o grupo 
controle (ANOVA e Teste de Tukey). DXR: Doxorrubicina. 
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Os resultados desta pesquisa, corroboram com o estudo realizado por Bassiri 

Jahromi et al. (2015), observaram a ausência de sinais e sintomas tóxicos (ganho de peso 

e parâmetros comportamentais) durante 22 dias de experimentos com doses repetidas (7,5 

mg / kg por via oral) do extrato metanólico da casca de romã. Desta maneira, mesmo 

utilizando uma concentração de aproximadamente 93,33 vezes maior neste estudo pela 

mesma via de administração, comparado com o estudo de Bassiri Jahromi et al. (2015), 

não foi verificado mudanças significativas nestes parâmetros. 

 
 

4.1.2 Teste de micronúcleo 

 
 

4.1.2.1 Genotoxicidade e antigenotoxicidade de Punica granatum Linnaeus 

 
 

O teste de micronúcleo é usado como um índice para avaliar a toxicidade genética 

em diferentes células após processamento (ZENG, et al., 2019), desta forma, o micronúcleo 

é considerado um biomarcador sensível, capaz de avaliar a exposição a diversas 

substâncias potencialmente genotóxicos (BEIRUTHY; KAZAN, 2016), além de possuir 

diversas vantagens em comparação a outros testes usados para diagnosticar doenças e 

monitorar contaminantes ambientais (MACGREGOR et al., 1987). 

Segundo o protocolo estabelecido por Macgregor et al. (1987), as doses, as vias e o 

período de amostragem, são fatores relevantes na avaliação da genotoxicidade, neste 

contexto, as doses e o período de amostragem utilizadas neste estudo (87,5, 175, 350 e 

700 mg/kg p.c.) foram elegidas de acordo com o protocolo de longa duração (estudos de 

administração múltipla) do Guideline da ANVISA (2013) para estudo da genotoxicidade, na 

qual é selecionado três níveis de doses, sendo que a dose máxima tolerada é de 1000 mg 

/ kg para estudos de 14 dias ou mais. 

Seguindo este protocolo, a administração do ECFPG nos grupos de tratamentos, 

além do controle negativo, foram realizadas por via oral, com o objetivo mimetizar a rota de 

administração com a forma popular do uso da romã, valorizando assim a via utilizada pela 

população. A partir do ensaio de genotoxicidade, não foi observada diferença significativa 

(p> 0,05) na freqüência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos entre o ECFPG e o 

grupo controle negativo (Tabela 05), demonstrando ausência total de genotoxicidade. 
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Tabela 05: Média e desvio padrão das frequências de eritrócitos policromáticos micronucledos 
(EPCMNs) em sangue periférico de camundongos Swiss (24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 
dias) de animais tratados com diferentes concentrações do extrato hidroetanólico de Punica 
granatum Linnaeus e seus respectivos controles. 

 

EPCMNs média + DP 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão (n=5/grupo). Não houve diferença 
estatística significativa entre os grupos com Punica granatum Linnaeus em comparação com o 
grupo controle (p>0,05) (ANOVA e Teste de Tukey). EPCMNs: frequências de eritrócitos 
policromáticos micronucleados; DP: Desvio padrão. 

 

As avaliações da genotoxicidade do extrato de romã já foram descritas em outros 

trabalhos. De Amorim, Borba e Armada, (1995) um dos primeiros estudos sobre os efeitos 

genotóxicos de romã, o mesmo não observou efeito genotóxico usando o teste de 

micronúcleo em camundongos tratados oralmente com extratos aquosos de romã (1000 e 

2000 mg / kg p.c.). Outro estudo realizado por Vidal, et al. (2003), evidenciaram que a dose 

letal 50 - DL50 de romã foi de 731 mg / kg, in vivo após o uso intraperitoneal. 

Estes resultados corroboram com os achados neste estudo, não evidenciado 

qualquer aumento significativo na frequência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos 

utilizando o teste de micronúcleo. Neste contexto, podemos pressupor que diferentes 

fatores podem determinar estes efeitos, que vai desde as condições ambientais que a 

planta se encontra, as partes utilizadas, o modo de preparo e a via de administração. Além 

disso, diferentes metabólitos secundários estão presentes nas plantas, podendo variar de 

forma qualitativa e quantitativa. Sendo assim, este estudo indica que a casca de romã, nas 

doses de até 700 mg / kg p.c., não produz nenhum efeito sobre o material genético. 

A DXR é considerado uma valiosa droga anticâncer eficaz para o tratamento de uma 

ampla gama de cânceres, porém, seu uso pode causar toxicidade em múltiplos órgãos. 

Embora vários mecanismos tenham sido sugeridos, tais como, a intercalação em DNA 

nuclear e mitocondrial e a inibição da enzima topoisomerase II, o papel do estresse 

oxidativo continua sendo o mecanismo mais provável para o efeitos adversos da 

doxorrubicina, provocando danos no material genético e na estrutura celular, podendo levar 

a morte da mesma (PUGAZHENDHI, et al., 2018; RENU, et al., 2018). 

TRATAMENTO  

(mg/kg p. c.) 24 
Horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

Controle 3,6 + 0,54 3,8 + 0,83 3,4 + 1,14 3,6 + 0,54 3,6 + 0,89 

87,5 4,0 + 1,22 3,4 + 1,14 3,4 + 0,54 3,2 + 1,30 4,0 + 0,70 

175 4,2 + 1,30 3,2 + 0,44 4,0 + 1,0 3,6 + 0,89 4,4 + 0,54 

350 3,8 + 0,83 4,4 + 0,54 3,0 + 0,70 4,0 + 0,70 4,4 + 1,34 

700 5,4 + 0,89 4,4 + 1,67 3,6 + 0,89 4,4 + 1,34 4,4 + 0,89 
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Neste estudo, a DXR foi utilizada para induzir danos no material genético em células 

de sangue periférico de camundongos Swiss pela via intraperitoneal, uma vez que já está 

comprovado que esta via provoca danos no DNA (CARNEIRO, et al., 2017). Como 

esperado, o grupo tratado com DXR induziu a uma elevação significativa na frequência de 

micronúcleos em eritrócitos policromáticas em relação ao controle negativo, demonstrando 

um potencial efeito genotóxico na concentração de 15 mg / kg, p. c. (Figura 18), resultado 

que corroboram com diferentes estudos que identificaram a indução de danos no DNA 

provocados pela DXR em células de sangue periférico de camundongos Swiss nesta 

concentração (MONTEIRO NETO, et al., 2011; ALVES, et al., 2013). 

Além disso, quando o ECFPG foi associado com DXR, reduziu significativamente a 

freqüência de micronúcleos, demonstrando um potente efeito antigenotóxico dose- 

dependente do extrato, com taxas de redução de 43,9; 63,6; 77,07 e 82,8% em 24 horas 

e 56,8; 70,89; 84,5 e 90,6% em 48 horas para as dosagens de 87,5, 175, 350 e 700 mg / 

Kg respectivamente (Figura 18), quando comparado ao controle positivo (DXR). A maior 

concentração de 700 mg / Kg foi capaz de reduzir o efeito genotóxico da DXR no mesmo 

nível do grupo não tratado após 48 horas. 

 

Figura 18: Frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMNs) tratados com 
diferentes concentrações do extrato hidroetanólico da casca da fruta de romã + DXR (24 e 48 horas) 
e seus respectivos controles. Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão. Houve 
diferenças estatísticas significativas entre os grupos tratados com o grupo DXR em comparação aos 

grupos de tratamento (ANOVA e Teste de Tukey). EPCs: Eritrócitos Policromáticos; DXR: 
Doxorrubicina. 

 
Diversos estudos relatam o efeito antimutagênico da romã, Valadares et al. (2010), 

observaram uma diminuição significativa na freqüência de eritrócitos policromáticos 
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micronucleados induzida pela ciclofosfamida em camundongos tratados por via oral com 

diferentes concentrações (12,5; 25; 50 ou 75 mg / kg) de extrato etanólico de folha e fruto 

de Punica granatum Linnaeus durante 10 dias consecutivos. Outro estudo relatou o efeito 

antigenotóxico do extrato de folhas de Punica granatum Linnaeus (400, 600 e 800 mg / kg 

de peso corporal, administrado por via oral por 7 dias) contra danos no DNA induzidos pela 

ciclofosfamida (DASSPRAKASH, et al., 2012). Em nosso estudo, os efeitos 

antigenotóxicos dependentes da dose de ECFPG resultaram em taxas de redução de 

micronúcleos de até 90,6% (dose de 700 mg / Kg) após 48 horas. Neste caso, o dano no 

material genético causado por DXR foi minimizado para os mesmos níveis que os animais 

tratados apenas com ECFPG. 

Estes estudos demonstram o efeito protetor de diferentes partes da romã contra 

diferentes xenobióticos que provocam danos diretos ou indiretos no material genético, 

incluindo o efeito protetor do extrato hidroetanólico da casca do fruto de Punica granatum 

Linnaeus frente aos danos no material genético provocados pela DXR. 

A presença de diferentes metabólitos secundários (quimiopreventivos) no extrato da 

casca da fruta de romã (SILVA, 2017), desempenham diversos efeitos, entre eles, a 

atividade antioxidante (ELFALLEH, et al., 2009), responsáveis pela diminuição do estresse 

oxidativo, minimizando assim, danos severos nas proteínas, lipídios e no próprio material 

genético (WANG; ZHAO, 2019), com base nisto, os efeitos antioxidantes provocados por 

esses fitoquímicos, ocasionam a proteção contra os danos ocasionados no DNA por 

diversas substâncias. 

Deste modo, o uso de produtos naturais com características  antimutagênicas, como 

foi o caso da Punica granatum Linnaeus utilizado neste estudo, que apresentou um efeito 

dose dependente, possibilita um avanço na descoberta dos verdadeiros efeitos desta 

planta, além de poder proporcionar uma alternativa na prevenção aos danos ao DNA 

provocados por diversas substâncias, evitando assim o surgimento de um câncer. 

 
 

4.1.2.2 Índice de divisão nuclear – citotoxicidade de Punica granatum Linnaeus 

 
 

Os eritrócitos são considerados um excelente modelo de avaliação de citotoxicidade 

de diferentes substâncias de origens naturais ou sintéticas por meios de medida de danos 

celulares, pois apresentam algumas características de vulnerabilidade à peroxidação, 

esses critérios faz com que as hemácias se torne um bom modelo de membrana biológica 

para avaliar o estresse oxidativo e a peroxidação lipídica de várias substâncias, analisando 
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assim os danos decorridos desses xenobióticos (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Com base nisto, não identificamos nenhuma alteração significativa entre os grupos 

tratados com diferentes concentrações do ECFPG comparando com o grupo controle e o 

grupo DXR, além dos grupos ECFPG + DXR, (p>0,05) indicando que o extrato 

hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum Linnaeus nestas doses não foram 

citotóxico em diferentes dias (24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) após os 

tratamentos, como demonstrado na Tabela 06. 

Tabela 06: Índice de divisão nuclear (IDN) em sangue periférico de animais submetidos a diferentes 
concentrações do extrato hidroetanólico da casca do fruto de Punica granatum Linnaeus e/ou DXR 
e seus respectivos controles, (24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) após tratamentos. 

 

 
Tratamento 

  IDN 
Média + DP 

 

(mg / kg p. c.) 24 
Horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

Controle 0,03 + 0,004 0,03 + 0,02 0,03 + 0,004 0,03 + 0,007 0,03 + 0,01 

87,5 0,02 + 0,006 0,02 + 0,004 0,02 + 0,005 0,02 + 0,004 0,02 + 0,004 

175 0,02 + 0,007 0,02 + 0,008 0,02 + 0,004 0,02 + 0,003 0,02 + 0,003 

350 0,02 + 0,009 0,02 + 0,008 0,02 + 0,002 0,02 + 0,008 0,02 + 0,006 

700 0,02 + 0,005 0,02 + 0,01 0,03 + 0,008 0,04 + 0,006 0,02 + 0,01 

DXR 0,02 + 0,002 0,02 + 0,002 - - - 

87,5 + DXR 0,03 + 0,006 0,02 + 0,005 - - - 

175 + DXR 0,03 + 0,003 0,02 + 0,005 - - - 

350 + DXR 0,03 + 0,003 0,03 + 0,004 - - - 

700 + DXR 0,02 + 0,0008 0,02 + 0,005 - - - 

Valores das médias + desvio padrão. 400 eritrócitos foram analisados por animal, sendo um total 
de 2000 células por grupo de tratamento; Não houve diferenças estatísticas significativas entre os 
grupos tratados em comparação ao grupo controle. DP: Desvio padrão; IDN: Índice de divisão 
nuclear; DXR: Doxorrubicina. 

 

Um estudo realizado por Valadares et al. (2010), utilizando o extrato da folha e da 

fruta de PG por 10 dias (v.o.), não evidenciou nenhum efeito citotóxico nas células da 

medula óssea de camundongos, ou seja, não houve diferença estatisticamente significante 

na relação entre EPC e ENC entre o controle negativo e os grupos tratados. Outro estudo 

avaliando os extratos de frutas (aquoso e etanólico) de Punica granatum Linnaeus (100, 

150, 200 ou 300 μg / ml) observaram um efeito protetor nos hepatócitos contra todos os 

marcadores de citotoxicidade (ZARGAR; POURAHMAD, 2014). 

Desta forma, podemos pressupor que os extratos de Punica granatum Linnaeus, 

preparados por diferentes meios, não são considerados citotóxicos para diferentes tipos 

celulares, incluindo para os eritrócitos, onde não identificamos a presença de citotoxicidade 

neste estudo, avaliada pela relação entre EPC e ENC, proporcionando um avanço nas 



Resultados e Discussão 58 
 

buscas dos possíveis efeitos tóxicos da romã. 

 
 

4.1.3 Parâmetros hematológicos 

 
 

Não foram observadas alterações significativas no eritrograma (RBC, HGB, HCT) 

(p> 0,05) e parâmetros hematológicos - Leucograma (Leucócitos Totais (10³ / μL), 

Neutrófilos (%), Linfócitos (%) e Monócitos (%) como demonstra a Tabela 07. Entretanto, o 

grupo tratado com ECFPG na concentração intermediária de 350 mg / kg pc apresentou um 

incremento atípico na contagem diferencial de eosinófilos (p <0,01) quando comparado ao 

grupo controle negativo. 

 

Tabela 07. Efeito do Extrato hidroetanólico da casca da fruta Punica granatum Linnaeus sobre os 
parâmetros eritrocitários e leucograma de camundongos Swiss. 

Parâmetros 

Grupos 

Controle 
87,5 

mg/kg/dia 
175 

mg/kg/dia 
350 

mg/kg/dia 
700 

mg/kg/dia 

RBC (106/µL) 7,91 + 3,23 5,99 + 1,38 6,34 + 3,06 9,12 + 1,11 9,20 + 0,37 

HGB (g/dL) 12,2 + 3,39 10,25 + 1,90 10,8 + 3,81 12,8 + 0,42 14,25 + 0,63 

HCT (%) 42,5 + 1,53 41,9 + 1,48 40,8 + 1,54 43,2 + 1,23 42,05 + 0,63 

Leucócitos totais 
(10³/µL) 

7,41 + 0,36 8,86 + 0,89 6,41 + 0,26 8,33 + 0,49 8,25 + 0,18 

Neutrófilos (%) 18,95 + 1,17 26,25 + 1,90 24,4 + 4,10 26,05 + 3,32 20,9 + 3,25 

Linfócitos (%) 73,5 + 1,52 68,4 + 1,83 68,05 + 0,35 68,75 + 1,34 77,7 + 4,10 

Monócitos (%) 1,7 + 0,42 1,1 + 0,42 1,6 + 0,21 1,5 + 0,42 1,2 + 0,70 

Eosinófilos (%) 1,7 + 0,56 1,8 + 0,14 1,7 + 0,28 8,1 + 0,28 ** 1,5 + 1,27 

Os valores foram expressos como média ± Desvio padrão (n=5). Houve diferença estatisticamente 
significativa entre os grupos avaliados comparando com o grupo controle ** (p<0,01) (ANOVA e 
Teste de Tukey). RBC (Eritrócitos totais), HBG (Hemoglobina), HCT (Hematócrito). 

 
Por outro lado, os resultados obtidos neste estudo também demonstram que a 

administração do extrato hidroetanólico da casca da fruta Punica granatum Linnaeus não 

provocou alterações significativas na contagem de leucócitos totais, indicando ausência de 

efeitos imunossupressivos direto nos leucócitos do sangue periférico. Além disso, houve a 

presença de eosinofilia ocasional na dose de 350 mg / kg p.c. Porém, como os valores 

relativos destes eosinófilos na maior concentração (700 mg/kg, p.c.) ainda se enquadraram 

dentro da faixa de normalidade, este resultado aleatório não está  diretamente relacionado 

ao ECFPG, entretanto, essa sugestão deve ser encarada com parcimônia, possibilitando 

assim, mais estudos para que se possa investigar adequadamente a natureza desses 
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resultados. 

Estes resultados corroboram com outros estudos na literatura, na qual não foi 

observado alterações significativas nos parâmetros hematológicos in vivo. Um estudo 

realizado por Patel, et al. (2008), não foi encontrada nenhuma alteração nos exames 

clínicos e hematológicos em ratos machos e fêmeas tratados oralmente com extrato 

etanólico do pericarpo da P. granatum em doses de até 600 mg / kg por 90 dias. Portanto, 

nossos resultados corroboram com outros estudos, nos quais não foram encontradas 

alterações significativas nos parâmetros hematológicos in vivo. 

 
 

4.1.4 Análise macroscópica, microscópica e peso relativo dos órgãos 

 
 

Em vista dos parâmetros dos órgãos vitais, cor, textura, tamanho e forma, não foram 

observadas alterações macroscópicas. Da mesma forma, não foram observadas diferenças 

significativas (p> 0,05) na massa de órgãos nos animais tratados com as diferentes 

concentrações do ECFPG. Por outro lado, o grupo tratado com DXR apresentou um 

aumento significativo do peso médio do fígado (p<0.01) em relação ao grupo controle 

(Tabela 08). 

 

Tabela 08. Efeito do extrato hidroetanólico da casca da fruta de Punica granatum Linnaeus sobre a 

massa média dos órgãos dos animais tratados durantes 21 dias com diferentes concentrações. 

Tratamento 
Dose 

(mg/kg/dia) 

Órgãos (g/100g de massa corpóreo) 

Fígado Baço Coração 
Rim 

Direito 
Rim 

Esquerdo 

Controle - 3,64 + 0,42 0,23 + 0,0004 0,50 + 0,04 0,82 + 0,13 0,73 + 0,07 

DXR 15 6,53 + 0,10 ** 0,18 + 0,01 0,53 + 0,004 0,63 + 0,17 0,70 + 0,06 

Punica 
granatum 

87,5 4,46 + 0,47 0,43 + 0,33 0,54 + 0,04 0,71 + 0,15 0,68 + 0,11 

175 3,50 + 0,07  0,20 + 0,001 0,48 + 0,06 0,62 + 0,04 0,70 + 0,06 

350 4,61 + 0,65 0,26 + 0,03 0,52 + 0,09 0,65 + 0,11 1,10 + 0,35 

700 4,58 + 0,006 0,21 + 0,002 0,50 + 0,06 0,64 + 0,08 0,68 + 0,16 
 

Os valores foram expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os valores 
foram expressas como ** (p<0.01) em comparação com o grupo tratado com o controle (negativo) 
(ANOVA e Teste de Tukey). DXR: Doxorrubicina. 

Tendo em vista que não houve variação importante entre os subgrupos, operou-se 

por   descrevermos   os  resultados  em conjuntos. Algumas alterações morfológicas 

ocasionais foram observadas microscopicamente (Figura 19, 20, 21 e 22); ambos nos 

animais tratados e não tratados com ECFPG. Em contraste, algumas alterações distintas 
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nos animais tratados com ECFPG foram evidenciadas: no baço houve alguma congestão 

na polpa vermelha, um dos espécimes com megacariócitos, sugerindo uma atividade 

imunomoduladora (BANKS W. J., 1992), discreto foco hemorrágico no coração e ocasionais 

áreas contendo hemorragia tubular e intersticial próximas a vasos congestivos no rim. 

Nesse contexto, o tratamento com ECFPG não induziu lesões graves nos órgãos quando 

comparado ao grupo controle, enquanto essas alterações podem ser resultado de baixa 

toxicidade relacionada ao uso prolongado de ECFPG. 

 

Figura 19: Análise histopatológica do fígado. 
 

CN DXR ECFPG 

Legenda: Análise histopatológica do fígado, observou-se no grupo CN: Cordões de hepatócitos 
com discreta tumefação celular, congestão portal e da veia terminal, além de leve degeneração 
hidrópica. Hiperplasia das células de Kupffer podia ser observada em todos os animais, porém não 
houve indícios de hemorragia sinusoidal ou focos de células inflamatórias. Grupo DXR: Cordões de 
hepatócitos com moderada tumefação celular, focos de degeneração hidrópica e intensas 
congestão portal e da veia termina e hiperplasia das células de Kupffer. Hemorragia sinusoidal e 
áreas de edema foram verificadas em duas amostras, porém, não se observaram focos de células 
inflamatórias. No grupo tratado com ECFPG: observou-se cordões de hepatócitos com leves 
tumefação celular e degeneração hidrópica, congestão portal e da veia terminal, além de moderada 
hiperplasia das células de Kupffer. Não houve indícios de hemorragia sinusoidal ou focos de células 

inflamatórias. 
 

Figura 20: Análise histopatológica do baço. 
 

CN DXR ECFPG 

 
Legenda: Análise histopatológica do baço, observou-se no grupo CN: Polpa branca constituída por 

bainha de linfócitos (T) periarteriais situadas excentricamente em relação às artérias centrais e 
nódulos esplênicos (corpúsculos de Malpighi) com centro germinativo, este último, em sua maioria. 
Em continuidade, há polpa vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas 
esplênicas. Grupo DXR: Polpa branca constituída por bainha de linfócitos (T) periarteriais situadas 
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excentricamente em relação às artérias centrais e nódulos esplênicos com centro germinativo, este 
último, em sua maioria. Em uma das amostras, a polpa branca se encontrava hiperplásica. Há polpa 

vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas esplênicas. No grupo tratado 

com ECFPG: observou-se polpa branca hiperplásica e desorganizada. Em continuidade, há polpa 

vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas esplênicas. Em duas amostras viu-
se congestão da polpa vermelha, uma das quais com inúmeros megacariócitos de permeio. 

 

Figura 21: Análise histopatológica do coração. 

 

CN DXR ECFPG 

Legenda: Análise histopatológica do coração (síntese dos três grupos): observou-se nas amostras, 
tecido muscular estriado cardíaco, apresentando preservação de fibras longitudinais e transversais, 
e ausência de pigmentos de hemossiderina ou lipofuscina. A presença de focos de discreta 
hemorragia foi visualizada. Raramente, o quadro histológico foi acompanhado da presença de focos 
de adipócitos típicos adjacentes ao tecido muscular. 

 

Figura 22: Análise histopatológica dos rins 
 

CN DXR ECFPG 

Legenda: Análise histopatológica dos rins, observou-se no Grupo CN: Amostras representadas por 
córtex e medula renais com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com 
ausência de necrose, glomerulopatias e glomerulonefrites. Não foram observados tumefação 
moderada do epitélio tubular com áreas focais de degeneração vacuolar, porém cilindro-hialinos 
puderam ser vistos em metade da amostra. Grupo DXR: Amostras representadas por córtex e 
medula renais com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com ausência de 
necrose, glomerulopatias e glomerulonefrites. Não foram observados tumefação moderada do 
epitélio tubular, porém notáveis cilindro-hialinos e áreas de Hemorragia tubular e intersticial foram 
observados na maioria dos casos. No grupo tratado com ECFPG: observou-se córtex e medula 
renais com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com ausência de necrose, 
glomerulopatias e glomerulonefrites. Foram observados cilindro - hialinos e ocasionais áreas 
contendo hemorragia tubular e intersticial próximas a vasos congestos. 
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Um requisito importante em experimentos toxicológicos é a capacidade de mensurar 

os efeitos de substâncias em órgãos específicos, essa avaliação é feita através de exame 

macroscópico, mensuração do peso dos órgãos e exame histopatológico do tecido. Além 

disso, o peso do órgão pode ser o indicador mais sensível do efeito de um composto 

experimental (OLIVEIRA, et al., 2016). Sendo assim, não foram observados alterações 

significativos na massa corpórea dos órgãos tratados com ECFPG neste estudo. 

Lesões microscópicas esporádicas foram observadas nos órgãos, tanto nos grupos 

de controle tratados como nos não tratados. Nesse contexto, o tratamento com ECFPG não 

induziu lesões graves nos órgãos, enquanto as alterações observadas são decorrentes da 

baixa toxicidade relacionada ao uso em longo prazo do extrado hidroetanólico de romã. 

Vários estudos relatam que o extrato de romã proporciona a elevação do sistema de 

defesa antioxidante, o que pode resultar em atividade antioxidade de até 92%, reduzindo 

os radicais livres e diminuindo os danos oxidativos em diferentes órgãos contra a toxicidade 

(ELFALLEH, et al., 2009; ISMAIL; SESTILI; AKHTAR, 2012; MONEIM; EL- 

KHADRAGY, 2013; WANG, E ZHAO, 2019). Isso pode explicar nossos achados, uma vez 

que não foram observadas alterações significativas na massa dos órgãos ou apreciação 

histopatológica, resultando em sinais de pouca ou nenhuma toxicidade em comparação 

com o grupo controle. 

A presença de diferentes metabólitos secundários (quimiopreventivos) no extrato da 

casca da fruta de romã (CAYIR et al., 2011; ZARGAR, & POURAHMAD, 2014; SILVA, 

2017), desempenham diversos efeitos, entre eles, a atividade antioxidante (TAVARES, 

2018), com base nisto, os efeitos antioxidantes provocados por esses fitoquímicos, 

ocasionam a proteção contra os danos ocasionados no DNA por diversas substâncias 

incluindo a DXR. 

Em resumo, nossos achados mostraram que o ECFPG não é genotóxico, citotóxico 

e não altera parâmetros hematológicos. Além disso, apresentou um efeito antigenotóxico 

substancial e, como tal, poderia ser considerada uma importante alternativa fitoterápica na 

quimioprevenção de doenças relacionados danos oxidativos e ao DNA. 
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4.2 ÁCIDO ELÁGICO 

 
 
 

4.2.1 Massa corpórea dos animais 

 
 

A análise do peso corpóreo tem sido um dos critérios de suma importância 

empregada em estudos toxicológicos de diferentes substâncias, isto se dá pelo fato de que 

qualquer alteração nesse parâmetro pode ditar um possível efeito tóxico do composto 

testado (HERNANDES, et al., 2014). Neste sentido, a análise da massa corpórea neste 

estudo, foi realizada diariamente para verificar possíveis alterações de peso (ganho ou 

perda de massa corpórea) em camundongos tratados com diferentes concentrações de 

ácido elágico (1,4; 2,7; 5,3 e 10,5 mg / kg, p.c.). 

A Figura 23 mostra a massa corpórea média dos animais tratados com diferentes 

concentrações do ácido elágico desde o início (A) até o fim (B) do experimento. Com base 

nas análises feitas, verificou-se que não houve mudanças significativas na massa corpórea 

(g) dos animais estudados (p>0,05). 

 

Figura 23: Massa corpórea média dos animais tratados com diferentes concentrações do ácido 
elágico, massa Inicial (A) e Massa Final (B). Os valores foram expressos como Média ± Desvio 
padrão. Não houve diferença estatística significativa entre os grupos avaliados em comparação com 
o grupo controle (ANOVA e Teste de Tukey). DXR: Doxorrubicina. 

De acordo com Teel e Castonguay (1992), o ácido elágico é absorvido rapidamente 

pelo sistema gastrointestinal (15 minutos) após a administração oral do mesmo. Desta 

forma, as concentrações do ácido elágico foram administradas em intervalos de 24 horas, 

garantindo uma absorção adequada neste estudo. Além disso, nossos resultados 
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corroboram com o estudo realizado por Berni et al. (2012), não evidenciando qualquer 

alteração na massa corpórea de ratos tratados com ácido elágico (50 e 100 mg/kg p.c., 

administrados por gavage) durante cinco dias. Berni et al. (2012), não evidenciou  qualquer 

alteração na massa corpórea de ratos tratados com ácido elágico (50 e 100 mg/kg p.c., 

administrados por gavage) durante cinco dias. 

Neste contexto, levando em consideração que a ingestão diária humana estimada 

de AE é de 940 µg / dia para uma pessoa de 70 kg ou 13,4 µg / kg de peso corporal / dia 

(ALLEN, et al., 2003). As doses usadas neste estudo devem ser consideradas mais na faixa 

de um agente quimioterápico e da composição em produtos naturais, neste sentido, 

podemos pressupor que a utilização desta substância, com base neste estudo, é 

considerada seguro para o uso, principalmente de alguns produtos naturais que possuem 

em sua constituição o AE, não alterando assim o peso corpóreo dos animais, como foi o 

caso da Punica granatum Linnaeus realizada neste estudo. 

 

4.2.2 Teste de micronúcleo 

 
 

4.2.2.1 Genotoxicidade e antigenotoxicidade do ácido elágico 

 
 

Diferentes fatores contribuem para a avaliação da genotoxicidade e 

antigenotoxicidade, incluindo a dose, a via e o período de amostragem, desta forma, as 

doses utilizadas neste estudo foram elegidas com base em estudos da literatura (KILIC; 

YEŞILOĞLU; BAYRAK, 2014; VARSHNEY; VIJAYAN; MESHRAM, 2015; FIRDAUS, et 

al., 2018), sendo observados diversos efeitos biológicos nesta faixa de concentração. 

Além disso, a administração do ácido elágico foi realizada por via oral, visto que essa 

substância está presente em diferentes produtos naturais, incluindo a romã (DALVI, 2014; 

GONZÁLEZ-SARRÍAS, et al., 2015; MORAES, 2017), sendo está via, utilizadas 

rotineiramente pela população para o consumo desses produtos naturais, desta forma, 

tentamos valorizar a maneira que a sociedade utiliza estes produtos e seus metabólitos 

secundários. Entretanto, a DXR foi administrada pela via intraperitoneal, já que os efeitos 

de provocar danos no DNA por esta via já são comprovados. 

A partir do ensaio de genotoxicidade, o tratamento com AE administrado por 

gavagem por 21 dias consecutivos, intervalos de 24 horas não mostrou diferença 

significativa (p> 0,05) na freqüência de micronúcleos em relação ao controle negativo em 

diferentes períodos (24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias), demonstrando ausência 
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de genotoxicidade (Tabela 09). 

Tabela 09: Frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMNs) com suas 

respectivas médias e desvio padrão em sangue periférico de camundongos Swiss (24 horas, 48 
horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) de animais tratados com diferentes concentrações do ácido elágico 
e seus respectivos controles. 

 

EPCMNs média + DP 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão. Não houve diferença estatística 
significativa entre os grupos tratados com ácido elágico em comparação com o grupo controle 
(p>0,05) (ANOVA e Teste de Tukey). EPCMNs: Frequências de eritrócitos policromáticos 
micronucleados; DP: Desvio Padrão. 

 

Estes resultados corroboram com os estudos realizados por Grossi, et al. (2014), que 

verificaram que o AE (50 e 100 mg / kg p.c.) isoladamente não teve efeito sobre MNPCEs, 

PCEs / NCEs e% PCEs, durante cinco dias de tratamento, em comparação com o controle. 

Neste estudo, o teste do micronúcleo não evidenciou aumento na freqüência de 

micronúcleos em eritrócitos policromáticos, afirmando que o AE não possui efeito 

genotóxico nas condições empregadas. 

Diversos mecanismos são sugeridos para a ação da DXR, como a inibição da síntese 

de proteínas e replicação de DNA pela capacidade de intercalar-se ao DNA, porém, o 

estresse oxidativo é o principal mecanismo dessa substância, produzindo danos oxidativos 

no material genético (TOMASINI, 2018). 

Desta forma, analisando o grupo tratado com DXR (Figura 24), observamos uma 

elevação significativa em diferentes períodos (24 e 48 horas) na frequência de micronúcleos 

em células policromáticas de sangue periférico em relação ao grupo controle negativo, 

demonstrando um potencial efeito genotóxico desta substância. Estes resultados 

corroboram com o estudo realizado por Carneiro, et al. (2017), que evidenciou danos no 

DNA provocados pela doxorrubicina em eritrócitos policromáticos de camundongos Swiss 

utilizando a concentração de 15 mg / kg p.c. 

No entanto, quando o AE foi associado com DXR, reduziu significativamente a 

frequência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos, demonstrando um efeito  

antigenotóxico potente dependente da dose do AE, com uma taxa de redução de 45,86; 

TRATAMENTO  

(mg / kg p. c.) 24 
Horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

Controle 3,6 + 0,54 3,8 + 0,83 3,4 + 1,14 3,6 + 0,54 3,6 + 0,89 

1,4 3,2 + 0,83 3,6 + 0,54 3,4 + 0,89 3,6 + 054 3,8 + 0,44 

2,7 4,0 + 1,0 4,4 + 0,54 3,6 + 0,54 3,8 + 4,4 4,2 + 0,44 

5,3 3,2 + 0,44 4,6 + 0,54 3,4 + 0,89 3,8 + 1,09 4,4 + 1,14 

10,5 3,8 + 0.83 5,0 + 1,22 4,4 + 1,14 4,2 + 0,44 5,0 + 0,70 
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72,6; 77,07 e 84,7% em 24 horas e 61; 82,1; 89,2 e 93,4% em 48 horas, respectivamente 

(Figura 24), quando comparado ao controle positivo (DXR). A maior concentração de 10,5 

mg / Kg foi capaz de reduzir o efeito genotóxico da DXR no mesmo nível do grupo não 

tratado após 48 horas. 

 

Figura 24: Frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMNs) tratados com 
diferentes concentrações do ácido elágico + DXR (24 e 48 horas) e seus respectivos controles. Os 
valores foram expressos como Média ± Desvio padrão. Houve diferenças estatísticas significativas 
entre os grupos tratados com o grupo DXR em comparação aos grupos de tratamento (ANOVA e 
Teste de Tukey). EPCs: Eritrócitos policromáticos; DXR: Doxorrubicina. 

  

 
Diversos estudos relatam os efeitos protetores do AE contra esses danos oxidativos 

no organismo, esses efeitos estão associados diretamente com a atividade antioxidante do 

mesmo. Sudheer, et al. (2007) verificaram um aumento na freqüência de micronúcleos em 

linfócitos tratados com nicotina, porém, o mesmo estudo, demonstrou que o tratamento 

simultâneo com ácido elágico reduziu significativamente a frequência micronúcleo, 

desempenhando assim um efeito protetor contra a toxicidade da nicotina. 

No estudo realizado por Varshney; Vijayan; Meshram (2015), houve uma redução no 

número médio de eritrócitos policromáticos micronucleados na presença de AE (10 mg 

/ kg de p. c.) no protocolo de co-tratamento do teste de micronúcleo, demonstrando o papel 

antimutagênico do AE contra a atividade mutagênica do Benzo e do Pireno em sistemas in 

vitro e in vivo. 

Esses resultados corroboram com nosso estudo, onde demonstramos o potencial 

efeito antimutagênico do uso de AE associado à DXR em todas as doses testadas, com 

redução significativa nas freqüências de micronúcleos em eritrócitos policromáticos de até 

93,4% em 48 horas, quando comparado ao controle positivo. Observamos que o efeito  

antigenotóxico do AE foi considerado dose-dependente, aumentando a taxa de redução (%) 
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de acordo com a dose e tempo de exposição, desempenhando um papel importante na 

quimioprevenção de drogas anticâncer e outros xenobióticos que causam danos diretos ou 

indiretos no material genético, incluindo DXR. 

A possível razão para o comportamento antigenotóxico do AE pode estar relacionada 

aos seus efeitos antioxidantes (Tavares, et al., 2018), reduzindo assim os danos à estrutura 

celular e no material genético causados por substâncias de origem natural e sintética. 

Um estudo realizado por Kilic, Yeşiloğlu e Bayrak (2014), concluiu que o AE possui 

uma atividade antioxidante, inibindo 71,2% da peroxidação lipídica. Segundo Firdaus et al. 

(2018) demonstraram que pré e co-administração do AE em doses de 20 e 40 mg / kg 

causam uma redução acentuada na produção total de espécies reativas de oxigênio de uma 

maneira dependente da dose e é considerado um candidato terapêutico promissor contra 

neurotoxicidade. 

Além disso, os fenólicos possuem uma característica de se ligarem ao material 

genético no local que normalmente ocorreria a reação entre os metabólitos ativos do 

carcinógeno com o DNA, formando uma ligação carcinógeno – DNA, um passo crucial para 

o início da carcinogênese (BHATTACHARYA; FIROZI, 1988; DIXIT; GOLD, 1986; 

KHANDUJA; MAJID, 1993). 

Neste caso, o ácido elágico sendo uma lactona fenólica pertencente ao grupo dos 

taninos hidrolisáveis, poderia se ligar no local que o metabólito ativo do carcinógeno se 

ligaria ao DNA, ou seja, no local que a doxorrubicina se ligaria com o material genético, 

diminuindo e/ou evitando os danos provocados ao DNA. Desta forma, o ácido elágico torna 

- se uma substância com grande potencial, desempenhado efeitos protetores, por meio da 

atividade antioxidante e antigenotóxica, proporcionando uma alternativa na prevenção ao 

câncer. 

 
 

4.2.2.2 Índice de divisão nuclear – citotoxicidade do ácido elágico 

 
 

A citotoxicidade de uma substância, são diretamente proporcionais às suas 

concentrações, além do tempo de exposição do indivíduo com o mesmo (KUMAR et al., 

2009), sendo considerado um indicativo de toxicidade decorrente da inibição do ciclo de 

maturação dos eritrócitos, podendo está diretamente ligado com a redução significativa 

neste parâmetro (MACGREGOR, et al., 1987). 

No presente estudo, foram analisados 400 EPCs por animal, tendo um total de 

2.000 EPCs por grupo de tratamento, para a análise do índice de divisão nuclear (IDN), 
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não foram observadas alterações na proliferação celular, demonstrando ausência de 

efeito citotóxico em sangue periférico (eritrócitos) utilizando diferentes concentrações do 

ácido elágico (1,4; 2,7; 5,3 e 10,5 mg/kg p. c.) (p>0,05), por meio dos protocolos de 

tratamento empregados no referido estudo, Tabela 10. Além disso, o tratamento com 

doxorrubicina não apresentou redução na relação eritrócitos policromáticos (PCE) e 

eritrócitos normocromáticos comparando com o grupo controle negativo (p>0,05). 

 

Tabela 10: Índice de divisão nuclear (IDN) em sangue periférico de animais submetidos a diferentes 
concentrações de AE e/ou DXR e seus respectivos controles (24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 
21 dias) após tratamentos. 

 

 
Tratamento 

  IDN 
Média + DP 

 

(mg/kg p. c.) 24 
Horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

Controle 0,03 + 0,004 0,03 + 0,02 0,03 + 0,004 0,03 + 0,007 0,03 + 0,01 

1,4 0,02 + 0,006 0,02 + 0,005 0,02 + 0,008 0,02 + 0,004 0,02 + 0,005 

2,7 0,02 + 0,004 0,02 + 0,002 0,02 + 0,009 0,02 + 0,005 0,02 + 0,005 

5,3 0,02 + 0,008 0,02 + 0,005 0,03 + 0,004 0,02 + 0,002 0,02 + 0,003 

10,5 0,03 + 0,009 0,02 + 0,005 0,03 + 0,006 0,03 + 0,005 0,03 + 0,004 

DXR 0,02 + 0,002 0,02 + 0,002 - - - 

1,4 + DXR 0,02 + 0,004 0,03 + 0,002 - - - 

2,7 + DXR 0,02 + 0,003 0,03 + 0,003 - - - 

5,3 + DXR 0,02 + 0,002 0,02 + 0,003 - - - 

10,5 + DXR 0,02 + 0,005 0,02 + 0,003 - - - 

Valores das médias + desvio padrão. 400 eritrócitos foram analisados por animal, sendo um total 
de 2000 células por grupo de tratamento; Não houve diferenças estatísticas significativas entre os 
grupos tratados em comparação ao grupo controle. DP: Desvio padrão; IDN: Índice de divisão 
nuclear; DXR: Doxorrubicina. 

 

De tal modo, a peroxidação lipídica é o principal meio de alteração das funções e da 

estrutura da membrana plasmática de uma célula, resultando geralmente na morte celular 

(PERCÁRIO, 2010), desta maneira, substâncias que apresentam um potencial efeito 

citotóxico podem desencadear alterações funcionais e estruturais nestas células. Neste 

contexto, um fator que pode ter contribuído para tal resultado neste estudo, foram os efeitos 

antioxidantes que o ácido elágico apresenta contra diferentes substâncias, diminuindo 

assim, os danos em diferentes células. 
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4.2.3 Parâmetros hematológicos 

 
 

Com base nos resultados adquiridos nas análises hematológicas de camundongos 

tratados com ácido elágico nas concentrações de 1,4 ; 2,7 ; 5,3 e 10,5 mg / kg, p.c., verificou 

- se que não houve mudanças significativas nos dados pertinentes ao eritrograma, quando 

comparados com o grupo controle (p>0,05). Além disso, avaliando os parâmetros 

hematológicos – Leucocitários em camundongos Swiss, foi possível verificar que não houve 

alterações significativas nos leucócitos totais e na contagem diferencial de leucócitos 

(neutrófilos, linfócitos, monócitos e eosinófilos) (p>0,05) quando comparado com o controle 

negativo no presente estudo, conforme demonstrado na Tabela 11. 

 

Tabela 11. Efeito do ácido elágico (AE) em diferentes concentrações sobre os parâmetros 

eritrocitários e leucograma de camundongos Swiss. 

Parâmetros 

Grupos 

Controle 
1,4 

mg/kg/dia 
2,7 

mg/kg/dia 
5,3 

mg/kg/dia 
10,5 

mg/kg/dia 

RBC (106/µL) 7,91 + 3,23 8,54 + 0,44 8,71 + 1,054 8,82 + 0,45 8,93 + 0,15 

HGB (g/dL) 12,2 + 3,39 13,8 + 0,14 13,5 + 0,98 12,95 + 0,77 13,55 + 0,49 

HCT (%) 42,5 + 1,53 43,25 + 0,35 41,65 + 1,32 39,7 + 0,98 40,1 + 1,27 

Leucócitos totais 
(10³/µL) 

7,41 + 0,36 6,64 + 0,31 6,87 + 0,50 7,38 + 0,53 8,28 + 0,27 

Neutrófilos (%) 18,95 + 1,17 29,85 + 0,21 22,75 + 1,16 21,55 + 0,77 20,15 + 1,48 

Linfócitos (%) 73,5 + 1,52 65,8 + 1,11 63,85 + 0,77 66,15 + 1,20 78,2 + 0,28 

Monócitos (%) 1,7 + 0,42 1,35 + 0,07 1,45 + 1,06 1,8 + 0,28 1,9 + 2,12 

Eosinófilos (%) 1,7 + 0,56 1,55 + 0,07 1,75 + 0,21 1,75 + 0,07 1,1 + 0,56 

Os valores foram expressos como média ± Desvio padrão (n=5). Não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (ANOVA e Teste de Tukey) (p<0,05). RBC 
(Eritrócitos totais), HBG (Hemoglobina), HCT (Hematócrito). 

 

As alterações hematológicas podem ser utilizadas como um indicador precoce na 

triagem de possíveis efeitos toxicológicos decorrentes da exposição ou do uso de 

xenobióticos nos tecidos. Sendo assim, as avaliações dos possíveis efeitos citotóxicos de 

diferentes substâncias podem ser observadas por alterações no citoesqueleto de eritrócitos 

de forma direta ou indireta, na liberação extracelular de hemoglobina (hemólise), além da 

alteração no metabolismo celular e na permeabilidade iônica das hemácias, levando a 

anormalidades na morfologia celular, desta forma, essas análises são consideradas um 

fator determinante na estabilidade da membrana celular (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Isto pode explicar os resultados obtidos neste estudo, não havendo alterações relevantes 
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nos dados do eritrograma (RBC, Hb, Ht) e parâmetros hematológicos in vivo. Com base nos 

resultados obtidos neste estudo, podemos supor que o uso de AE na concentração utilizada 

é seguro. 

 

 
4.2.4 Análise macroscópica, peso relativo e microscópica dos órgãos 

 
 

Considerando os parâmetros cor, textura, tamanho e forma, não foram observadas 

alterações macroscópicas nos órgãos vitais. No entanto, foi observada uma alteração 

significativa da massa hepática relativa com o uso de AE na concentração de 5,3 mg / kg, 

p.c. (p <0,05) comparado ao grupo controle. Além disso, o grupo tratado com DXR também 

apresentou um aumento significativo do peso médio do fígado (p<0.01) em relação ao grupo 

controle, demonstrado na Tabela 12. 

 

Tabela 12. Efeito do ácido elágico (AE) sobre a massa média dos órgãos dos animais tratados com 
diferentes concentrações. 

Tratamento 
Dose 

(mg/kg/dia) 

Órgãos (g/100g de massa corpóreo) 

Fígado Baço Coração 
Rim 

Direito 
Rim 

Esquerdo 

Controle - 3,64 + 0,42 0,23 + 0,0004 0,50 + 0,04 0,82 + 0,13 0,73 + 0,07 

DXR 15 6,53 + 0,10 ** 0,18 + 0,01 0,53 + 0,004 0,63 + 0,17 0,70 + 0,06 

Ácido 
Elágico 

1,4 4,25 + 0,20 0,20 + 0,02 0,51 + 0,01 0,64 + 0,02 0,67 + 0,02 

2,7 4,59 + 0,14 0,18 + 0,02 0,59 + 0,04 0,71 + 0,02 0,67 + 0,01 

5,3 5,33 + 0,53 * 0,25 + 0,03 0,74 + 0,15 0,75 + 0,05 0,70 + 0,09 

10,5 4,56 + 0,38 0,25 + 0,08 0,62 + 0,19 0,77 + 0,05 0,74 + 0,04 

Os valores foram expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os valores 
foram expressas como * (p<0.05) e ** (p<0.01) em comparação com o grupo controle (negativo) 
(ANOVA e Teste de Tukey). DXR: Doxorrubicina. 

 

Tendo em vista que não houve variação importante entre os subgrupos, operou-se 

por descrevermos os resultados em conjuntos. Nos parâmetros histopatológicos, algumas 

alterações morfológicas ocasionais foram observadas microscopicamente (Figura 25, 26 

27 e 28); ambos nos animais tratados e não tratados com AE. Em contrapartida, 

evidenciaram-se algumas alterações distintas nos animais tratados com AE: no baço a 

polpa branca era hiperplásica e algumas vezes desorganizada, discreta focagem 

hemorrágica no coração, nos rins discreto inchaço das áreas tubulares do epitélio com 

áreas de cilindro hialinas, seções de tubulares e hemorragia intersticial na maioria dos 

casos e vasos congestivos nas proximidades de áreas de hemorragia. Nesse contexto, o 
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tratamento com AE não induziu lesões graves nos órgãos quando comparado ao grupo 

controle, enquanto essas alterações podem ser resultado de baixa toxicidade relacionada 

ao uso em longo prazo do AE. 

 

Figura 25: Análise histopatológica do fígado. 
 

CN DXR AE 

Legenda: Análise histopatológica do fígado, observou-se no grupo CN: Cordões de hepatócitos 
com discreta tumefação celular, congestão portal e da veia terminal, além de leve degeneração 
hidrópica. Hiperplasia das células de Kupffer podia ser observada em todos os animais, porém não 
houve indícios de hemorragia sinusoidal ou focos de células inflamatórias. Grupo DXR: Cordões 
de hepatócitos com moderada tumefação celular, focos de degeneração hidrópica e intensas 
congestão portal e da veia termina e hiperplasia das células de Kupffer. Hemorragia sinusoidal e 
áreas de edema foram verificadas em duas amostras, porém, não se observaram focos de células 
inflamatórias. No grupo tratado com AE: observou-se cordões de hepatócitos com leves tumefação 
celular e degeneração hidrópica, congestão portal e da veia terminal, além de moderada hiperplasia 
das células de Kupffer. Não houve indícios de hemorragia sinusoidal ou focos de células 
inflamatórias. 

 

Figura 26: Análise histopatológica do baço. 

CN DXR AE 

Legenda: Análise histopatológica do baço, observou-se no grupo CN: Polpa branca constituída por 
bainha de linfócitos (T) periarteriais situadas excentricamente em relação às artérias centrais e 
nódulos esplênicos (corpúsculos de Malpighi) com centro germinativo, este último, em sua maioria. 
Em continuidade, há polpa vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas 
esplênicas. Grupo DXR: Polpa branca constituída por bainha de linfócitos (T) periarteriais situadas 
excentricamente em relação às artérias centrais e nódulos esplênicos com centro germinativo, este 
último, em sua maioria. Em uma das amostras, a polpa branca se encontrava hiperplásica. Há polpa 
vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas esplênicas. No grupo tratado com 
AE: observou-se polpa branca hiperplásica e por vezes desorganizadas. Em continuidade, há polpa 
vermelha composta por eritrócitos, seios esplênicos e trabéculas esplênicas. 
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Figura 27: Análise histopatológica do coração. 
 

CN DXR AE 

 

Legenda: Análise histopatológica do coração (síntese dos três grupos): observou-se nas amostras, 
tecido muscular estriado cardíaco, apresentando preservação de fibras longitudinais e transversais, 
e ausência de pigmentos de hemossiderina ou lipofuscina. A presença de focos de discreta 
hemorragia foi visualizada. Raramente, o quadro histológico foi acompanhado da presença de focos 

de adipócitos típicos adjacentes ao tecido muscular. 

 
 

Figura 28: Análise histopatológica dos rins 
 

CN DXR AE 

 

Legenda: Análise histopatológica dos rins, observou-se no Grupo CN: Amostras representadas por 
córtex e medula renais com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com 
ausência de necrose, glomerulopatias e glomerulonefrites. Não foram observados tumefação 
moderada do epitélio tubular com áreas focais de degeneração vacuolar, porém cilindro-hialinos 
puderam ser vistos em metade da amostra. Grupo DXR: Amostras representadas por córtex e 
medula renais com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com ausência de 
necrose, glomerulopatias e glomerulonefrites. Não foram observados tumefação moderada do 
epitélio tubular, porém notáveis cilindro hialinos e áreas de Hemorragia tubular e intersticial foram 

observados na maioria dos casos. No grupo tratado com AE: observou-se córtex e medula renais 

com distribuição normal das estruturas glomerulares e tubulares, com ausência de necrose, 
glomerulopatias e glomerulonefrites. Foram observados discreta tumefação do epitélio tubular com 
áreas de cilindro hialinos e trechos de hemorragia tubular e intersticial na maioria dos casos e vasos 
congestos nas proximidades das áreas de hemorragia também podiam ser observados. 

 

Diversos parâmetros como hematológicos e anatomopatológicos podem ser 

utilizados para determinar evidências de toxicidade de diversas substâncias (VIDAL et al., 

2003). Neste estudo, foi verificado uma alteração significativa da massa relativa do fígado 

com o uso do ácido elágico (5,3 mg / kg, p. c.) em comparação ao grupo controle, podendo 

estar relacionado à suscetibilidade do fígado as lesões pós substâncias, sendo  este
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 órgão, o  local  de metabolização,  concentração  e biotransformação dessas 

substâncias (BISCHOFF; MUKAI; RAMAIAH, 2018). 

Além disso, a ocorrência esporádica de lesões foi observada nos órgãos, tanto nos 

grupos de controle tratados como nos não tratados. Nesse contexto, o tratamento com AE 

não induziu lesões graves nos órgãos, enquanto as alterações observadas são decorrentes 

da baixa toxicidade relacionada ao uso prolongado desta substância. 

Assim, a peroxidação lipídica é o principal meio de alterar as funções e estrutura da 

membrana plasmática de uma célula, geralmente resultando em morte celular (Percario, 

2010). Isso pode explicar nossos achados, uma vez que não foram observadas mudanças 

significativas na apreciação histopatológica, resultando em pouca ou nenhuma toxicidade 

em comparação com o grupo controle. 

Os efeitos antioxidantes que a AE apresenta podem ter causado a diminuição desses 

danos oxidativos nas células do corpo. Isso pode explicar a baixa toxicidade do ácido 

elágico nos órgãos. Em resumo, nossos resultados mostraram que a AE não é genotóxica, 

citotóxica e não altera parâmetros hematológicos. Além disso, apresentou um efeito 

antigenotóxico substancial, com uma taxa de redução de aproximadamente 93,4% em um 

período de 48 horas e, como tal, poderia ser considerada uma alternativa importante na 

quimioprevenção de doenças relacionados danos oxidativos e ao DNA. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 
 
 

 

Diante dos resultados obtidos: 

 

 A análise do efeito do ECFPG e do AE sobre a massa corpórea dos animais 

tratados com diferentes concentrações dessas substâncias, não demonstraram quaisquer 

alterações significativas neste parâmetro, corroborando com resultados já descritos na 

literatura em que não foram encontrados alterações neste perfil. 

 

 Na avaliação dos efeitos genotóxico e antigenotóxico em eritrócitos 

policromáticos de camundongos Swiss utilizando o ECFPG e o AE não foram evidenciados 

um aumento na frequência de EPCMNs nos grupos tratados com diferentes concentrações 

(24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias). Entretanto, observou-se uma diminuição 

dessa frequência de EPCMNs utilizando as mesmas concentrações do ECFPG e/ou AE + 

DXR (24 e 48 horas). Neste contexto, foi constatando ausência de efeito genotóxico e a 

presença do efeito antigenotóxico do ECFPG e do AE, sendo as mesmas consideradas 

dose dependente, atuando assim, contra os danos oxidativos produzidos por diversas 

substâncias, incluindo a doxorrubicina. 

 

 Na análise do Índice de Divisão Nuclear (IDN), os resultados obtidos entre todos 

os grupos tratados, não foram evidenciados diferenças significativas quanto proliferação 

celular, demonstrando ausência de efeito citotóxico. 

 

 Na verificação do efeito do ECFPG e do AE sobre os parâmetros hematológicos 

(série branca e série vermelha), não foi observado alterações significativas neste 

parâmetro. 

 

 Na avaliação das características anatomopatológicas do fígado, baço, coração e 

rins dos animais submetidos aos tratamentos com ECFPG e AE, observaram-se pequenas 

lesões em alguns órgãos, evidenciando uma fraca toxicidade decorrente da administração 

constante dessas substâncias, demonstrando que o uso prolongado pode desencadear 

essas alterações em determinados órgãos (fraca toxicidade). Sugere-se a condução de 

estudos futuros relacionados à segurança do ECFPG e do AE, incluindo um estudo crônico 

dos mesmos. 
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Anexo 1 – Relação Nacional de plantas medicinais de interesse ao SUS – RENISUS 
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Anexo – 2 Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo 3 – Comprovante de submissão na Journal of Ethnopharmacology do 
Manuscrito: Cytogenetic and toxicological effects of Punica granatum Linnaeus fruit 
peel hidroethanolic extract in mice. 
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Abstract 
 

Ethnopharmacological relevance: Punica granatum Linnaeus (Lythraceae), popularly 

known as “romã”, “romeira” and “granada”, originated in Asia, is spread throughout the 

Mediterranean region and also in Brazil. It presents multiple therapeutic properties and has 

been widely used in folk medicine, food and cosmetics industries. Objectives: To evaluate 

the antigenotoxic and toxicological effects of the hydroethanolic extract of Punica granatum 

Linnaeus fruit peel (PGFP) orally administered in vivo. 

 

Materials and methods: Four different concentrations of PGFP (700, 350, 175 and 87.5 

mg/kg of body weight (b.w.)) were administred orally to swiss mice. Negative and positive 

control groups treated with pure water and doxorubicin (DXR = 15 mg/kg per b.w.), 

respectively were also used. After 1, 2, 7, 14 and 21 days, samples of peripheral blood 
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were collected and the micronucleus counting evaluated. Subacute toxicity was also 

assessed during the treatment: body mass, hematological blood components and some 

organs were histopathologically were analysed. 

 

Results: In the micronucleus assay, no genotoxic or cytotoxic effects were observed in the 

different PGFP extract dosis administered. In adittion, a potent antigenotoxic effect from 

demages caused by DRX was observed in these dosis. Likewise, no changes related to the 

tested extract were observed in the subacute toxicicity assay. In contrast, a low toxicity was 

histopathologically evidenced in spleen, heart and kidneys of PGFP treated mice after a 

long-term administration. 

 

Conclusion: Accordingly, our results showed that the PGFP extracts tested were not 

genotoxic, cytotoxic and did not alter hematological parameters. Moreover, it has shown a 

potent antigenotoxic effect and could be considered an important candidate to prevent 

oxidative damages related to DXR. 

 

Keywords: Punica granatum; Antigenotoxicity; Micronucleus; Toxicity; Chemoprevention. 

 
Graphical abstract 
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1. Introduction 

 
Medicinal plants provide inumerous resources for therapeutic purposes. Despite the 

benefitial provided by the extracted bioactives, they are not absent of toxic effects 

(Braquehais, 2016). 

Pomegranate presents several bioactives (Ravikumar et al., 2019). Peel represents 

26-30% of the total fruit mass. Several studies have highlighted the biological properties of 

Punica granatum Linnaeus, particularly in the fruit peel, as comparatively to other parts, they 

are richer in phenolic compounds, such as flavonoids and hydrolysable tannins. It has been 

studied for a large number of conditions, such as inflammation, infertility (Ismail, Sestili, 

Akhtar, 2012; Çavdar et al., 2017), anticoccidial (Ahad, Tanveer, Malik, & Nawchoo, 2018), 

antimicrobial (Elbatanony, El-feky, Hemdan, & El-liethy, 2018), gastroprotection (González-

Trujano, 2015), analgesia, antipyretic (Lee, et al., 2010) antioxidant (Elfalleh, et al., 2009; 

Tavares, et al., 2018) and anticancer activities (Khwairakpam, et al., 2018). Moreover, it has 

also found important applications in the food and cosmetic industries (Pereira, 2015; Çavdar 

et al., 2017; Tavares, 2018). 

Toxicological experiments shall be able to measure the effects of substances on 

specific organs, by macroscopic examination, body and organ mass and histopathological 

examinations (Oliveira et al., 2018). The micronucleus test is used as an index to evaluate 

genotoxicity in cells after processing, detecting clastogenic, aneugenic and mitotic spindle 

chromosomal mutations (Villela et al., 2003; Farag; Alagawany, 2018), assessing the 

exposure to potentially genotoxic substances (Macgregor et al., 1987; Beiruthy and Kazan, 

2016). 

Doxorubicin (DXR) is an anticancer drug used to treat a wide range of neoplasias, 

although commonly hazzarduous to multiple untarget organs. While several mechanisms 

have been suggested, such as intercalation in nuclear and mitochondrial deoxyribonucleic 

acid DNA, inhibition of topoisomerase II, the role of oxidative stress remains the most 

accepted mechanism for its genotoxic side effects (Pugazhendhi, 2018; Renu, et al., 2017). 

DNA is often exposed to several genotoxic substances, triggering reversible or 

irreversible damages (Esmolvea; Schumacher, 2014). To minimize such harms, 

antimutagenic agents are studied to decrease the mutations in the genetic material (Rhee; 

Park, 2001), contributing to improve the cure rates, preventing and even combating the 

onset of tumors (Rhee; Park, 2001). 
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In view of the secondary metabolites present in pomegranate, this study aimed to 

evaluate the genotoxic, antigenotoxic and toxicological effects of pomegranate peel 

hydroethanolic extract in vivo. 

 

2. Material and methods 

 
2.1. Punica granatum fruit peel extract preparation 

 
The fruits of Punica granatum Linnaeus were obtained in the Municipality of Almeirim, 

Brazil. The botanic identification was made at Herbarium Amapaense (HAMAB) at the 

Institute of Studies and Research of Amapa State (IEPA) under the registration number 

18777. Scientific name was indexed using the Plant List (2013) (www.plantlist.org). 

After collection, the fruits were washed with running water and soap. The grenades 

were peeled and fragmented in small pieces (1x1 cm) and immediately submitted to drying 

in a circulating air oven at 40°C for 72 hours. The dried material was ground in a knife mill 

(Universal Mill, model 060M007). The obtained fruit peel powder was subjected to 

maceration (at 20% p/v) for 7 days with 70% ethanol at room temperature (25 ºC), with 2 

solvent changes followed by filtration in between. The extractive solution was then subjected 

to concentration at room temperature. The PGFP was conditioned in an amber bottle and 

preserved at 4°C until the tests. 

Based on liquid chromatography tandem mass mass (LC-MS-MS) analysis, PGFP 

presented 18 compounds, mostly phytocomplexes: ellagic acid, gallic acid and punicalagin 

(Silva, 2017). 

 

2.2 DNA damage induction 

 
The chemotherapeutic DXR (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, SP) was used 

as DNA damage inducer in peripheral blood cells (positive control) (De Azevedo Bentes 

Monteiro Neto et al., 2011; Alves, 2013). The drug was dissolved in distilled water and 

administered intraperitoneally (0.3 mL / animal). The concentration of DXR (15 mg/kg body 

weight, b.w.) was established according to the literature (Franke et al., 2005; Venkatesh et 

al., 2007). 

 

2.3 Animals 

 
Fifty male healthy Swiss mice (6 - 7 weeks and approximately 25 ± 5g body weight) 

were obtained from the Multidisciplinary Biotherm Center for Biological Research at Animal 
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Laboratory Science Area (CEMIB) of the State University of Campinas (UNICAMP), 

Campinas - SP, Brazil. Each experimental group consisted of five animals. The experimental 

protocols used in this study were in accordance to the legislation for animal experimentation 

established by the Brazilian National Council of Animal Experimentation (CONCEA). All 

experimental protocols were reviewed and approved by the Animal Use Ethics Committee 

(CEUA) of the Federal University of Amapa UNIFAP under the protocol number 016/2017 

 

2.4 Micronucleus test 

 
The genotoxic, antigenotoxic and cytotoxic effects of PGFP were evaluated using the 

micronucleus test in polychromatic erythrocytes of Swiss mice. PGFP at 87.5; 175; 350 and 

700 mg / kg / b.w. was administered orally by gavage for 21 consecutive days, according to 

the method described by MacGregor et al. (1980). 

The animals' tails tip was cut and a blood drop was dripped and dragged over 

microscopy clean blades and dried at room temperature. Subsequently, they were fixed in 

absolut methyl alcohol for 5 minutes and again dried at room temperature. After 24 hours, 

the blades were stained with diluted Giemsa dye (Brazilian Ministry of Health, 2009) for 20 

minutes. The blades were then washed to remove the excess of dye, dried at room 

temperature and examined in an optical microscope (Opton TIM-2008) on the immersion 

objective (100x). 

Micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) in peripheral blood samples 

were calculated from 2000 cells and the nuclear division index (NDI) was determined as the 

ratio of polycyclic erythrocytes (PCE) to normochromatic erythrocytes (NCE) (PCE/NCE) 

based on 400 erythrocytes per slide (Mersch-Sundermann et al., 2004). The reduction in the 

frequency of PCEMNs was calculated according to the following formula (Waters et 

al.,1990): % Reduction = (A-B) / (A-C) x 100. 

Where A corresponds to the damages from the treatment with DXR (positive control), 

B is the group treated with PGFP plus DXR, and C is the negative control group. 

 

2.5 Subacute toxicicity assay 

 
2.5.1 Body mass follow up 

 
The animals’ body mass (in g) was checked daily in a 2 digits electronic scale (maxi 

house) during the experiment to access the variation between the treatments admininstered. 
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2.5.2 Hematological analysis 

 
The blood collected was used for the following hematological tests: hematocrit (Ht), 

hemoglobin (Hb), erythrocytes, total leukocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes and 

eosinophils, using an automated cell counter (BC5300, Mindray). 

 

2.5.3 Histopathologic examinatiom of selected organs 

 
For the histological evaluation, the organs (liver, spleen, heart and kidneys) obtained 

after the mice euthanasia, were carefully analyzed in terms of mass, size, color changes 

and suggestive lesions. Afterwards, they were in fixed in 10% buffered formaldehyde. 

Finally, they were sectioned, positioned in cassettes and submitted to automated 

histotechnical processing. Slices of 4 μm thick were prepared, Hematoxylin- Eosin-stained 

and assembled in Canada balsam (Junqueira, Junqueira, 1983) for conventional light 

microscopic analysis. 

 

2.6 Statistical analysis 

 
The data obtained were submitted to analysis of variance (one-way ANOVA), 

followed by Tukey post-test. The significance level of 5% (p <0.05) has been considered. All 

results were expressed as mean ± standard deviation (mean ± SD). The Graphpad Prism 

software 7 was used for these analyses. 

 

3 Results 

 
3.1 Micronucleus test 

 
3.1.1 Genotoxicity and antigenotoxicity of PGFP 

 
From the genotoxicity assay, no significant differences (p>0.05) on the micronucleus 

frequency was observed in polychromatic erythrocytes between PGFP extracts and the 

negative control group (Table 1), demonstrating total absence of genotoxicity. In contrast, 

the positive control group treated with DXR increased significantly the micronucleus 

frequency in comparison to the negative control group. Moreover, when the PGFP extract 

was associated with DXR, it significantly reduced the micronucleus frequency, 

demonstrating a potent dose-dependent antigenotoxic effect, with reduction rates of  43.9; 

63.6; 77.07 and 82.8%  in 24  hours and  56.8;  70.89; 84.5 and 90.6% in 48 

hours for the dosis of 87.5, 175, 350 and 700 mg/Kg, respectively (Figure 1), comparatively 

to  the  positive  control (DXR).  The  highest  concentration  700 mg/Kg has 
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been able to reduce the genotoxic effect of DXR on the same level as the DXR untreated 

group after 48h. 

 

3.1.2 Nuclear division index - cytotoxicity 

 
There was no significant differences between the treated animals and control group 

(p>0.05), indicating that PGFP extract at the tested doses did not present cytotoxic effects 

during the treatment period (from 24 hours to 21 days) (Table 2). 

 

3.2 Subacute toxicicity assay 

 
3.2.1 Body mass variation 

 
According to the variation observed between the groups, no significant changes in 

animals body mass (p>0.05) has been observed (Figure 2). 

 

3.2.2 Hematological parameters 

 
No significant changes in the erythrogram (RBC, Ht, Hb) (p>0.05) and hematological 

parameters - Leukogram (Total Leukocytes (10³/μL), Neutrophils (%), Lymphocytes (%) and 

Monocytes (%) has been observed among the groups (Table 3). Nonetheless, the group 

treated with PGFP at the intermediate concentration of 350 mg/kg 

b.w. presented an atypical increment in the differential eosinophil counting (p<0.01) when 

compared to the negative control group. 

 

3.2.3 Histopathologic examination 

 
In view of the vital organs parameters color, texture, size and anatomical aspect, no 

macroscopic alterations has been observed. Similarly, no significant differences (p> 0.05) in 

the organs mass of the animals treated with the different concentrations of PGFP (Table 

4) have been noticed. Some ocasional morphological changes have been observed 

microscopically; both in the PGFP treated and untreated animals. In contrast,  some distinct 

alterations in the animals treated with PGFP were evidenced: in spleen there was some 

congestion in the red pulp, one of the specimens with megakaryocyte, discrete hemorrhagic 

focus in the heart, and occasional areas containing tubular and interstitial hemorrhage close 

to congestive vessels in the kidney. In this context, treatment with PGFP did not induce 

serious lesions in the organs when compared to the control group, while these alterations 

can be the result of low toxicity related to a long-term use of PGFP. 
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4. Discussion 

 
Genotoxicity, antigenotoxicity and toxicity are important parameters to evaluate the 

safety of popular medicinal plants. Jahromi et al. (2015), observed the absence of toxic signs 

and symptoms (weight gain and behavioral parameters) during 22 days of experiments with 

doses remitted (7.5 mg/kg orally) of methanolic pomegranate extract peel. In our 

experiments, we verified the absence of significant changes in the body mass of animals 

submitted to dosis between 87.5 and 700 mg/Kg. In view of that, pomegranate peel does 

not directly alter the body weight in vivo in dosis as higher as 700mg/Kg admininstered orally, 

endorsing the safety of this drug under the experimental conditions used. 

No significant growth in the micronucleus frequency in the polychromatic erythrocytes 

that could determine genotoxicity and/or cytotoxicity of PGFP after daily administrations 

along 21 days in the dosis assayed was observed. 

Vidal et al. (2003) determined the lethal dose 50 - LD50 (731 mg/kg b.w.) of P. 

granatum fruits hydroalcoholic extract administered intraperitoneally in mice. Leaf and fruit 

extracts of P. granatum L. (12.5, 25, 50 and 75 mg/kg) did not induce any cytotoxic effect 

on the bone marrow cells of mice orally treated for 10 days. Also, no genotoxic effect has 

been observed under the micronucleus test in mice treated orally with pomegranate aqueous 

extracts (1000 and 2000 mg / kg b.w.) (De Amorim et al, 1995; Valadares et al., 2010). 

Contrariwise, the study of Sánchez-Lamar (2008) reported a weak genotoxic effect in vitro 

and in vivo at doses of 7, 70, 184, 369 and 700 mg/kg b.w. (intraperitoneally administered) 

for the whole pomegranate hydroalcoholic extract. 

The group treated with DXR administered intraperitoneally increased the 

micronucleus frequency in polychromatic erythrocytes comparatively to the negative control, 

evidencing a potential genotoxic effect at the concentration of 15 mg/Kg b.w. In  our study, 

the antigenotoxic dose-dependent effects of PGFP resulted in micronuclei reduction rates 

(%) up to 90.6% (at 700 mg/Kg dose) after 48 hours. In this case, the damage in the genetic 

material caused by DXR was minimized to the same levels as the PGFP solely treated 

animals. Thus, the PGFP can be considered a valuable adjuvant in cancer prevention. This 

result corroborates with the findings of Valadares et al. (2010), who observed a significant 

decrease in the frequency of cyclophosphamide-induced micronuclear polymorphic 

erythrocytes in mice treated orally with different concentrations (12.5, 25, 50 or 75 mg / kg) 

of Punica granatum Linnaeus leaf and fruit ethanolic extracts for 10 days. Another study 

reported the protective antigenotoxic effect of P. granatum 
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Linnaeus leaf extract (400, 600 and 800 mg / kg b.w., administered orally for 7 days) against 

DNA damage induced by cyclophosphamide (Dassprakash, 2012). These studies prove the 

protective effect of different parts of pomegranate against direct or indirect damages to 

genetic material caused by xenobiotics. 

Regarding the blood analysis, no relevant changes in the erythrogram data (RBC, 

Hb, Ht) and hematological parameters were observed. Nonetheless, the PGFP 350 mg / kg 

b.w. treated group presented an occasional eosinophilia. As in the highest concentration 

(700 mg/Kg, b.w.) the eosinophils were within the normal range, this random result shall not 

be directly related to PGFP. In addition, the administration of PGFP did not cause significant 

changes in the total leukocyte count, indicating the absence of direct immunosuppressive 

effects. The study of Patel (2008) indicated no alterations in the clinical and hematological 

exams in male and female rats orally treated with Punica granatum L. pericarp ethanolic 

extract in doses up to 600 mg/Kg for 90 days. Therefore, our results corroborate with these 

in vivo studies, in which no significant changes in haematological parameters were found. 

Sporadic microscopic lesions have been observed in the organs, both in the treated 

and untreated control groups. In this context, the treatment with PGFP did not induce serious 

lesions in the organs, while the alterations observed are the result of low toxicity related to 

the long-term use of PGFP extracts. 

Several studies have reported that pomegranate extracts may enhance the 

antioxidant defense system. Their antioxidant activity may reach up to 92% by reducing free 

radicals and decreasing oxidative damage in different organs (Elleman et al., 2009; Ismail; 

Sestili; Akhtar, 2012; Moneim, El-Khadragy, 2013; Tavares, 2018; Wang, And Zhao, 2019). 

This may explain our findings, as no significant changes in the organs mass or 

histopathological appreciation were noticed, resulting in little or no toxicity signs. 

In summary, our findings showed that PGFP is not genotoxic, cytotoxic and does not 

alter hematological parameters. Furthermore, it presented a substantial antigenotoxic effect 

and as such, could be considered an important phytotherapeutic alternative to 

chemoprevent diseases related to oxidative and DNA damages. 

 

Final considerations 

 
Our findings showed that Punica granatum L. fruit peel extract did not cause any 

significant changes in body mass, hematological, genotoxic and cytotoxic aspects in vivo. In 

the histopathologic appreciation a low toxicity has been noticed in specific organs. 

Aditionally, a substantial antigenotoxic effect reaching up to 90.6% protective effect has 
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been observed. Therefore, these results may optimize the use of this specie and provide an 

alternative to prevent DNA damage and minimize the side effects related to 

chemotherapeuticals used in cancer treatment, including DXR. 
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Figure 1: Micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) frequency of mice treated 
with different concentrations of Punica granatum Linnaeus hydroethanolic peel extract + 
doxurubbicin (after 24 and 48 hours). 

Values were expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). h: hours; 
DXR: Doxorubicin; PCE: Polychromatic erythrocyte. 

 
 
 
 
 

Figure 2: Mean body mass of animals treated with different concentrations of hydroethanolic 
extract of Punica granatum Linnaeus fruit peel for 21 days, on the Initial Mass - (A) and Final 
Mass - (B). 

Values were expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). DXR: 
Doxorubicin. 
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Table 1: Frequencies of micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) in peripheral 
blood of Swiss mice treated with different concentrations of Punica granatum Linnaeus 
hydroethanolic peel extract of and their respective controls. 

 

PCEMNs 

 
 
 
 
 
 
 
 

Results are expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). PCEMNs: 
Micronucleated polychromatic erythrocyte frequencies. 

 
 
 
 
 
 

 
Table 2: Nuclear division index (NDI) in peripheral blood of mice submitted to different 
concentrations of Punica granatum Linnaeus hydroethanolic peel extracts and / or DXR and 
their respective controls. 

 
Treatment 

  NDI 
Mean + SD 

 

(mg / kg b. w.) 1 
day 

2 
days 

7 
days 

14 
days 

21 
days 

control 0.03 + 0.004 0.03 + 0.02 0.03 + 0.004 0.03 + 0.007 0.03 + 0.01 

87.5 0.02 + 0.006 0.02 + 0.004 0.02 + 0.005 0.02 + 0.004 0.02 + 0.004 

175 0.02 + 0.007 0.02 + 0.008 0.02 + 0.004 0.02 + 0.003 0.02 + 0.003 

350 0.02 + 0.009 0.02 + 0.008 0.02 + 0.002 0.02 + 0.008 0.02 + 0.006 

700 0.02 + 0.005 0.02 + 0.01 0.03 + 0.008 0.04 + 0.006 0.02 + 0.01 

DXR 0.02 + 0.002 0.02 + 0.002 - - - 

87.5 + DXR 0.03 + 0.006 0.02 + 0.005 - - - 

175 + DXR 0.03 + 0.003 0.02 + 0.005 - - - 

350 + DXR 0.03 + 0.003 0.03 + 0.004 - - - 

700 + DXR 0.02 + 0.0008 0.02 + 0.005 - - - 

Values are expressed as mean + standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). 400 
erythrocytes were analyzed per animal, with a total of 2000 cells per treatment group; NDI: 
Nuclear division index; DXR: Doxorubicin. 

TREATMENT  

(mg/kg b. w.) 1 
day 

2 
days 

7 
days 

14 
days 

21 
days 

Control 3.6 + 0.54 3.8 + 0.83 3.4 + 1.14 3.6 + 0.54 3.6 + 0.89 

87.5 4.0 + 1.22 3.4 + 1.14 3.4 + 0.54 3.2 + 1.30 4.0 + 0.70 

175 4.2 + 1.30 3.2 + 0.44 4.0 + 1.0 3.6 + 0.89 4.4 + 0.54 

350 3.8 + 0.83 4.4 + 0.54 3.0 + 0.70 4.0 + 0.70 4.4 + 1.34 

700 5.4 + 0.89 4.4 + 1.67 3.6 + 0.89 4.4 + 1.34 4.4 + 0.89 
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Table 3. Effect of Punica granatum Linnaeus hydroethanolic peel extract on hematological 
parameters and leukogram of Swiss mice. 

 

 
control 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Values were expressed as mean ± standard deviation (n = 5). ** (p<0.01) (ANOVA and 
Tukey's test). RBC (total erythrocytes), Hb (Hemoglobin), Ht (Hematocrit), WBC (Total 
leukocytes). 

 
 
 
 
 

Table 4. Effect of Punica granatum Linnaeus hydroethanolic peel extract on the organs 
mass of treated mice and their respective control groups. 

 
Treatment 

Dose 
(mg/kg/ 

Organs (g / 100 g body mass) 

Liver Spleen Heart 
Right

 

 
 

Left 

 
 
 
 

 

granatum 
 

 

Values were expressed as mean ± standard deviation. Significant differences between the 
values were expressed as ** (p <0.01) compared to the control group (negative) (ANOVA 
and Tukey's test). DXR: Doxorubicin. 

 Groups  

Parameters 87.5 mg/kg/ 175 mg/kg/ 350 mg/kg/ 700 mg/kg/ 
  days days days days 

RBC (106/µL) 7.91 + 3.23 5.99 + 1.38 6.34 + 3.06 9.12 + 1.11 9.20 + 0.37 

Hb (g/dL) 12.2 + 3.39 10.25 + 1.90 10.8 + 3.81 12.8 + 0.42 14.25 + 0.63 

Ht (%) 42.5 + 1.53 41.9 + 1.48 40.8 + 1.54 43.2 + 1.23 42.05 + 0.63 

WBC (10³/µL) 7.41 + 0.36 8.86 + 0.89 6.41 + 0.26 8.33 + 0.49 8.25 + 0.18 

Neutrófilos (%) 18.95 + 1.17 26.25 + 1.90 24.4 + 4.10 26.05 + 3.32 20.9 + 3.25 

Linfócitos (%) 73.5 + 1.52 68.4 + 1.83 68.05 + 0.35 68.75 + 1.34 77.7 + 4.10 

Monócitos (%) 1.7 + 0.42 1.1 + 0.42 1.6 + 0.21 1.5 + 0.42 1.2 + 0.70 

Eosinófilos (%) 1.7 + 0.56 1.8 + 0.14 1.7 + 0.28 8.1 + 0.28 ** 1.5 + 1.27 

 

days)    Kidney kidney 

control - 3.64 + 0.42 0.23 + 0.0004 0.50 + 0.04 0.82 + 0.13 0.73 + 0.07 

DXR 15 6.53 + 0.10 ** 0.18 + 0.01 0.53 + 0.004 0.63 + 0.17 0.70 + 0.06 

87.5 4.46 + 0.47 0.43 + 0.33 0.54 + 0.04 0.71 + 0.15 0.68 + 0.11 

Punica 175 3.50 + 0.07 0.20 + 0.001 0.48 + 0.06 0.62 + 0.04 0.70 + 0.06 

L. 350 4.61 + 0.65 0.26 + 0.03 0.52 + 0.09 0.65 + 0.11 1.10 + 0.35 

700 4.58 + 0.006 0.21 + 0.002 0.50 + 0.06 0.64 + 0.08 0.68 + 0.16 
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Anexo 4 – Manuscrito: 
 

Protective effect of ellagic acid against doxorubicin-induced genotoxicity in 

polychromatic erythrocytes 

 

Everton Pantoja Vale*a,b, Danilo Dheyvison Nascimento Purezaa,b, Lucas Rodrigues 
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Abstract 
 

Ellagic acid (EA) is a natural phenolic compound found in many fruits and vegetables. It has 

several biological effects, such as healing, anti-hemorrhagic and high antioxidant effects, 

the latter with the ability to decrease free radicals and minimize oxidative damage in genetic 

material caused by anticancer drugs such as doxorubicin. Therefore, this work aimed to 

evaluate the antigenotoxic and toxicological effects of the EA orally administrated in vivo. 

Four different concentrations of EA (1.4, 2.7, 5.3 and 10.5 mg/kg of body weight - b.w.) were 

administred orally by gavage to swiss mice. Negative and positive control groups treated 

with pure water and doxorubicin (DXR = 15 mg/kg per b.w.), respectively were used. After 

1, 2, 7, 14 and 21 days, samples of peripheral blood were collected and the micronucleus 

counting evaluated. Subacute toxicity was also evaluated during the 
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treatment: where body mass, hematological blood components and some organs were 

histopathologically were analysed. In the micronucleus assay, no genotoxic or cytotoxic 

effects were observed in the different EA doses administered. In adittion, a potent 

antigenotoxic effect, protecting the genetic material from demage caused by DRX in all 

concentrations tested was observed. Likewise, in the subacute toxicicity assay, no changes 

were observed in terms of body mass, relative organs mass and hematological parameters. 

In contrast, a low toxicity was evidenced in the histological analysis (spleen, heart and 

kidneys) of EA treated mice after long-term administration. Accordingly, our results showed 

that EA is not genotoxic, cytotoxic and does not alter hematological parameters. However, 

it had a potent antigenotoxic effect in doses between 1.4 – 10.5 mg/kg per b.w. and could 

be considered a potential chemoprotective against the side effects of different substances 

including doxorubicin, thus improving the quality of life of those who use these substances. 

 

Keywords: Ellagic acid; Micronucleus; Toxicity; Chemoprevention; Antigenotoxicity. 

Graphical abstract 

 

 
Abbreviations: 

 
Ellagic acid (EA), body weight (b.w.), doxorubicin (DXR), reactive oxygen species (ROS), 

Deoxyribonucleic acid (DNA), Multidisciplinary Biotherm Center for Biological Research at 

Animal Laboratory Science Area (CEMIB), University of Campinas (UNICAMP), National 
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Council of Animal Experimentation of Brazil (CONCEA), Animal Use Ethics Committee 

(CEUA), intraperitoneal injection (i.p.), Micronucleated polychromatic erythrocytes 

(PCEMNs), Nuclear division index (NDI), Polycyclic erythrocytes (PCE), Normochromatic 

erythrocytes (NCE), Hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb). 

 

Highlights 

 
 Peripheral blood micronucleus test is considered a simple and very informative 

method, detecting DNA damage in vivo. 

 Ellagic acid does not cause cytotoxic and genotoxic effects under the conditions 

evaluated. 

 Ellagic acid presented a potent antigenotoxic effect, protecting the DNA against 

damage induced by doxorubicin. 

 Ellagic acid does not alter body mass and hematological parameters under the 

conditions evaluated. 

1. Introduction 

 
The ellagic acid (EA, C14 H6 O8), is a natural phenolic compound belonging to the 

hydrolyzable tannins group, has a flat characteristic containing four hydroxyl groups and two 

lactone groups present in several plant foods, mainly fruits such as nuts, strawberries, 

raspberry, grapes and blackberries and on medicinal plants. The same may be present in 

the part of the membrane structure and plant cell wall in free form or forming large complexes 

of EA with glucose called elagitannins. (González-Sarrías, et al., 2015, Zhou,  et al., 2019). 

Its physiological functions go beyond the well-being of the plant itself, allowing several 

biological effects for the human organism, such as healing effects (Al-obaidi, et al., 2014), 

anti-hemorrhagic (Gopalakrishnan, et al., 2014), bacteriostatic and bactericidal activity 

against S. aureus and P. aeruginosa and a high antioxidant activity (Tavares, et al., 2018). 

These effects may be related to the antioxidant capacity that this compound performs, 

either by the mechanism of free radical sequestration or by the chelation of metallic ions 

(Larrosa, et al., 2010). In this way, can act against oxidative stress, being one of the main 

responsible for causing oxidative damages in the organismo, besides acting indirectly in the 

activation of cell antioxidante enzymatic systems (Mehrzadi et al., 2018). 

In this way, oxidative stress arises from the imbalance between the production of 

reactive oxygen species (ROS), which can cause serious damage to proteins, lipids, 
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genetic material and even result in cell death. Thus, free radicals excess are considered a 

danger to human health, and can trigger numerous cardiovascular, kidney and cancer 

diseases (Wang, Zhao, 2019). For this reason, the effects produced by EA in the prevention 

of oxidation-related diseases have been extensively studied. 

Phenolics have a characteristic of binding to the genetic material at the site that 

normally would occur the reaction between the active metabolites of the carcinogen and the 

deoxyribonucleic acid (DNA), forming a carcinogen - DNA link, a crucial step for the onset 

of carcinogenesis (Bhattacharya; Firozi, 1988, Dixit, Gold, 1986, Khanduja, Majid, 1993). 

These substances are classified as demutagenic, acting as protection against mutagenic 

substances before acting on DNA and bio-antimutagenic substances that act on metabolic 

processes of repair (Rhee, Park, 2001). 

Although several studies have focused on different biological activities of EA, little 

focus has been given to the effects on genetic material. It is known that EA can induce 

apoptosis and inhibit the proliferation of many types of cancer cells in vitro and in vivo. 

(Boehning, et al., 2018). 

Accordingly, EA has attracted a significant interest as a potential chemotherapeutic 

compound, which can provide a better quality of life for human health, also, studies focused 

on this substance, contributes to increase knowledge about the true effects of EA in the 

body. In this context, the present study aimed to evaluate the genotoxic, antigenotoxic and 

toxicological effects of ellagic acid in vivo. 

 

2. Material and methods 

 
2.1. Chemicals 

 
Ellagic acid (purity>95%) was purchased from Sigma-aldrich® (Saint Louis, Missouri, 

USA). The chemotherapeutic doxorubicin (DXR) (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, 

SP). 

 

2.2 Animals and treatment 

 
Fifty male healthy Swiss mice (6-7 weeks and approximately 25 g + 5 body weight) 

were obtained from the Multidisciplinary Biotherm Center for Biological Research at Animal 

Laboratory Science Area (CEMIB) of the State University of Campinas (UNICAMP), 

Campinas - SP, Brazil. Were stored in plastic boxes in an experimental room under 

controlled conditions of temperature (23 ± 2 ºC), humidity (50 ± 10%), 12 - hour cycle bright-

dark, with access ad libitum to feed and water. in an experimental room under 
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controlled conditions of temperature (23 ± 2 ºC), humidity (50 ± 10%), 12 - hour cycle bright-

dark, with access ad libitum to feed and water. The experimental protocols reported in this 

study were performed according to the legislation for animal experimentation established by 

the Brazilian National Council of Animal Experimentation (CONCEA). All experimental 

protocols were reviewed and approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the 

Federal University of Amapa UNIFAP under the protocol number 016/2017. 

The animals were randomly divided into ten groups (n = 5). The doses of EA (1.4, 

2.7, 5.3 and 10.5 mg / kg) and DXR (15 mg / kg b.w.) were chosen based on previous 

studies. EA was administered by gavage (0.5 ml) for 21 consecutive days at 24 hours 

intervals, while DXR was given with an intraperitoneal injection (i.p.) at day 20 to assess the 

antigenotoxic effects of EA. 

 

2.3 Micronucleus test 

 
The micronucleus test was performed according to the method described by 

MacGregor et al. (1980) with modifications: 

The animals' tails tip was cut and a blood drop was dripped and dragged over clean 

blades, whose were left dring at room temperature. Inmediately after drying they were fixed 

in methyl alcohol PA for 5 minutes and again dried at room temperature. After 24 hours, the 

blades were stained with diluted Giemsa dye (Ministry of Health, 2009) for 20 minutes. The 

blades were then washed to remove the excess of dye, dried at room temperature and read 

in an optical microscope (Opton TIM-2008) on the immersion objective (100x). 

Micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) in peripheral blood samples 

were calculated from 2000 cells and the nuclear division index (NDI) was determined as the 

ratio of polycyclic erythrocytes (PCE) to normochromatic erythrocytes (NCE) (PCE/NCE) 

based on 400 erythrocytes per animal (Mersch-Sundermann et al., 2004). The reduction in 

the frequency of PCEMNs was calculated according to the following formula, Waters et al. 

(1990): % Reduction = (A-B) / (A-C) x 100. 

At where A was the group treated with DXR (Positive Control), B the group treated 

with ellagic acid + DXR and C was the group treated with water (Negative Control). 

 

2.4 Subacute toxicicity assay 

 
2.4.1 Body mass of animals 



Anexo 113 
 

The animals were checked daily during the experiment to evaluate the resulting body 

mass (in g) variation and compared between the treatments received. 

 

2.4.2 Hematological analysis 

 
The blood collected from the mice was used to perform the following hematological 

tests: Hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), erythrocytes, total leukocytes, neutrophils, 

lymphocytes, monocytes and eosinophils. An automated cell counter has been used during 

the analysis (BC5300, Mindray). 

 

2.4.3 Histopathology of selected organs 

 
For the histological evaluation, the following organs (liver, spleen, heart and kidneys) 

obtained after the mice euthanasia were collected and analyzed for lesion signs, size and 

color changes. The mass of these organs was also measured. After weighed, the organs 

were in fixed in 10% buffered formaldehyde. Afterwards, they were sectioned, placed in 

cassettes and submitted to automated histotechnical processing. Slices of 4 μm thick were 

prepared, Hematoxylin-Eosin-stained and assembled in Canada balsam (Junqueira, 

Junqueira, 1983) for conventional light microscopic analysis. 

 

2.5 Statistical analysis 

 
The results obtained in the various analyzes are expressed as mean ± standard 

deviation of the mean of each experimental group. The analysis of variance (ANOVA) was 

used to compare the data of the groups evaluated, followed by the Tukey test, with 

significance of 5% (p <0.05). The Graphpad Prism® software 7 was used for the statistical 

analysis. 

 

3 Results 

 
3.1 Micronucleus test 

 
3.1.1 Genotoxicity and antigenotoxicity of EA 

 
From the genotoxicity assay, the positive control group treated with DXR induced a 

significant increase in the micronucleus frequency on polychromatic erythrocytes 

compatively to the negative control group. Treatment with EA given by gavage for 21 days 

consecutives, 24-hour intervals did not show a significant difference (p> 0.05) in 

micronucleus frequency compared to negative control at different periods (1, 2, 7, 14 and 
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21 days), demonstrating absence of genotoxicity (Table 1). However, when the EA was 

associated with DXR it significantly reduced the frequency of micronucleus on polychromatic 

erythrocytes, demonstrating a potent dose-dependent antigenotoxic effect of the EA, with a 

reduction rate of 45.86; 72.6; 77.07 and 84.7% in 24 hours and 61; 82.1; 

89.2 and 93.4% in 48 hours respectively (Figure 1), when compared to the positive control 

(DXR). The highest concentration 10.5 mg/Kg has been able to reduce the genotoxic  effect 

of DXR on the same level as the untreated group after 48h. 

 

3.1.2 Nuclear division index - cytotoxicity 

 
The analysis of the nuclear division index (NDI), there was no significant differences 

between the treatment groups compared to the control group (p>0.05), indicating that EA at 

the tested doses did not present cytotoxic effects during the treatment period (from 24 hours 

to 21 days) (Table 2). 

 

3.2 Subacute toxicicity assay 

 
3.2.1 Body mass of animals 

 
The analysis of body mass in this study was performed daily to verify possible weight 

changes (gain or loss of body mass) in mice treated with different concentrations of EA. 

According to the variation observed between the groups, no significant changes in the body 

mass (g) of the animals (p>0.05) has been observed (Figure 2). 

 

3.2.2 Hematological parameters 

 
No significant changes in the erythrogram (RBC, Ht, Hb) (p>0.05) and hematological 

parameters - Leukogram (Total Leukocytes (10³/μL), Neutrophils (%), Lymphocytes (%), 

Monocytes (%) and Eosinophils (%) (Table 3). 

 

3.2.3 Histopathologic examination 

 
Considering the parameters color, texture, size and shape, no macroscopic 

alterations on the vital organs has been observed. Nonetheless, a significant alteration of 

the relative liver mass was observed with the use of EA at a concentration of 5.3 mg / kg, 

b.w. (p <0.05) compared to the control group, Table 4. In the histopathological parameters, 

some ocasional morphological changes have been observed microscopically; both in the EA 

treated and untreated animals. In contrast, some distinct alterations in the animals treated 

with EA were evidenced: in spleen the white pulp was hyperplastic and sometimes 
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disorganized discrete hemorrhagic focus in the heart, in the kidneys slight swelling of the 

epithelium tubular areas with hyaline cylinder areas, sections of tubular and interstitial 

hemorrhage in most cases and congestive vessels in the vicinity of areas of hemorrhage. In 

this context, treatment with EA did not induce serious lesions in the organs when compared 

to the control group, while these alterations can be the result of low toxicity related to the 

long-term use of EA. 

 

4. Discussion 

 
According to Teel and Castonguay (1992), EA is absorbed rapidly by the 

gastrointestinal system (15 minutes) after oral administration of the same. In this study, the 

administration of EA was for 21 consecutive days at 24-hour intervals, thus causing an 

optimal absorption. In this way, we try to value the way society uses these products, since 

this substance is present in various foods and different natural products. In this context, we 

can assume that the use of this substance is considered safe for the use, mainly of some 

products natural that have in their constitution the EA, thus not changing the body weight. 

Studies have already been reported to evaluate the cytogenetic effect of EA. Grossi, 

et al. (2014), found that EA (50 and 100 mg / kg b.w.) alone had no effect on MNPCEs, 

PCEs / NCEs and % PCEs, during five days of treatment, compared to control. In this study, 

the micronucleus test there was no evidence of an increase in the micronucleus frequency 

in polychromatic erythrocytes, stating that the EA has no genotoxic effect under the 

conditions employed. In addition, the NDI analysis, no changes in cell proliferation were 

observed, demonstrating the absence of cytotoxic effect according to the treatment 

protocols used in the study. The cytotoxicity of a substance is directly proportional to its 

concentrations and route of administration, besides the time of exposure of the individual 

(Macgregor, et al., 1987; Kumar et al., 2009). One factor that may have contributed to this 

fact is the antioxidant effects that EA presents against different substances (Tavares, et al., 

2018). 

However, treatment with DXR showed a significant increase in the frequency of 

micronuclei in polychromatic cells in peripheral blood in relation to the negative control 

group, demonstrating a potential genotoxic effect of this substance. These results 

corroborate with the study conducted by Carneiro, et al. (2017) which demonstrated DNA 

damage caused by DXR in polychromatic erythrocytes of Swiss mice using the 

concentration of 15 mg / kg b.w. In this context, many mechanisms are suggested for DXR, 

such as inhibition of protein synthesis and DNA replication by the ability to 
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intercalate with DNA, however, oxidative stress is the main mechanism of this substance, 

thus causing damage to genetic material (Minotti et al., 2004). 

Several studies report the protective effects of EA against different substances that 

cause damage to the body, including DXR. Sudheer, et al. (2007) found an increase in the 

frequency of micronucleus in lymphocytes treated with nicotine, but the same study 

demonstrates that the simultaneous treatment with EA significantly reduces the 

micronucleus frequency, thus playing a protective effect against nicotine toxicity. In the study 

by Varshney; Vijayan; Meshram (2015), there was a reduction in the mean number of 

micronucleated polychromatic erythrocytes in the presence of EA (10 mg / kg b.w.), thus 

demonstrating the antimutagenic role played by EA against the mutagenic activity of Benzo 

and Pyrene in systems in vitro and in vivo. 

These results corroborate our study, at where we demonstrated the potential 

antimutagenic effect of the use of EA associated with DXR at all doses tested, with a 

significant (%) reduction in the frequencies of micronuclei in polychromatic erythrocytes of 

up to 93.4% in 48 hours, when compared to the positive control. We observed that the 

antigenotoxic effect of EA was considered dose dependent, increasing the rate of reduction 

(%) according to dose and time of exposure, thus playing an important role in the 

chemoprevention of anticancer drugs and other xenobiotics that cause damage direct or 

indirect genetic material, including DXR. 

The possible reason for the antigenotoxic behavior of EA can be related to its 

antioxidant effects (Tavares, et al., 2018), thus reducing damages to the cellular structure 

and genetic material caused by substances of both origin natural and synthetic. A study by 

Kilic, Yeşiloğlu and Bayrak (2014), concluded that EA has an antioxyd activity, inhibiting 

71.2% of lipid peroxidation. According to Firdaus et al. (2018) demonstrated that pre and co-

administration of EA at doses of 20 and 40 mg / kg causes a marked reduction in the total 

production of reactive oxygen species in a dose dependent manner and is considered a 

promising therapeutic candidate against neurotoxicity. 

Regarding the blood analysis, no relevant changes in the erythrogram data (RBC, 

Hb, Ht) and hematological parameters in vivo. Based on the results obtained in this study, 

we can assume that the use of EA at the concentration used is safe. 

An important requirement in toxicological experiments is the ability to measure the 

effects of substances on specific organs (Oliveira, et al., 2018). Our study, we observed a 

significant alteration of relative liver mass with the use of EA at a concentration of 5.3 mg / 

kg b.w., compared to control group, which may be related to the susceptibility of the liver to 
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post-substance lesions, which is the site of metabolization, concentration and 

biotransformation of these substances (Bischoff, Mukai and Ramaiah, 2018). 

In addition, sporadic occurrence of lesions have been observed in the organs, both 

in the treated and untreated control groups. In this context, the treatment with EA did not 

induce serious lesions in the organs, while the alterations observed are the result of low 

toxicity related to the continuous use. Thus, lipid peroxidation is the main means of altering 

the functions and structure of the plasma membrane of a cell, generally resulting in cell death 

(Percario, 2010). This may explain our findings, as no significant changes in the or 

histopathological appreciation were noticed, resulting in little or no toxicity in comparasion 

to the control group. 

The antioxidant effects that EA presents may have caused the decrease of these 

oxidative damages in the cells of the body. This may explain the poor toxicity of ellagic acid 

in the organs. In summary, our results showed that EA is not genotoxic, cytotoxic and does 

not alter hematological parameters. Adittionaly, it presented a substantial antigenotoxic 

effect and as such, could be considered an important alternative to chemoprevent diseases 

related to oxidative and DNA damages. 

 

Final considerations 

 
Our findings show that the EA did not cause any significant changes in body mass, 

hematological, genotoxic and cytotoxic aspects in vivo. In the histopathologic appreciation 

a low toxicity has been noticed in specific organs. Aditionally, in the doses studied presented 

a substantial antigenotoxic effect reaching up to 93.4% protective effect. Therefore, these 

results may optimize the use of EA and provide an alternative to prevent the DNA damage 

and minimize the side effects caused by various chemotherapeuticals, including DXR. 
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Figure 1: Micronucleated polychromatic erythrocyte (PCEMNs) frequency of mice treated 
with different concentrations of ellagic acid + doxurubbicin (after 24 and 48 hours). Values 
were expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). h: hours; DXR: 
Doxorubicin; PCE: Polychromatic erythrocyte. 

 
 

 
 
 
 
 

Figure 2: Mean body mass of animals treated with different concentrations of ellagic acid 
for 21 days, on the Initial Mass - (A) and Final Mass - (B). Values were expressed as mean 
± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). DXR: Doxorubicin. 
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Table 1: Frequencies of micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) in peripheral 
blood of Swiss mice treated with different concentrations of EA of and their respective 
controls. 

 

PCEMNs 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Results are expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). PCEMNs: 
Micronucleated polychromatic erythrocyte frequencies. 

 
 
 
 

Table 2: Nuclear division index (NDI) in peripheral blood of mice submitted to different 
concentrations of ellagic acid and / or DXR and their respective controls. 

 
Treatment 

  NDI 
Mean + SD 

 

(mg / kg b. w.) 1 
day 

2 
days 

7 
days 

14 
days 

21 
days 

Controle 0.03 + 0.004 0.03 + 0.02 0.03 + 0.004 0.03 + 0.007 0.03 + 0.01 

1.4 0.02 + 0.006 0.02 + 0.005 0.02 + 0.008 0.02 + 0.004 0.02 + 0.005 

2.7 0.02 + 0.004 0.02 + 0.002 0.02 + 0.009 0.02 + 0.005 0.02 + 0.005 

5.3 0.02 + 0.008 0.02 + 0.005 0.03 + 0.004 0.02 + 0.002 0.02 + 0.003 

10.5 0.03 + 0.009 0.02 + 0.005 0.03 + 0.006 0.03 + 0.005 0.03 + 0.004 

DXR 0.02 + 0.002 0.02 + 0.002 - - - 

1.4 + DXR 0.02 + 0.004 0.03 + 0.002 - - - 

2.7 + DXR 0.02 + 0.003 0.03 + 0.003 - - - 

5.3 + DXR 0.02 + 0.002 0.02 + 0.003 - - - 

10.5 + DXR 0.02 + 0.005 0.02 + 0.003 - - - 

Values are expressed as mean + standard deviation. (ANOVA and Tukey's test). 400 
erythrocytes were analyzed per animal, with a total of 2000 cells per treatment group; NDI: 
Nuclear division index; DXR: Doxorubicin. 

TREATMENT  

(mg/kg b. w.) 1 

day 

2 

days 

7 14 21 

days days days 

Control 3.6 + 0.54 3.8 + 0.83 3.4 + 1.14 
3.6 + 

3.6 + 0.89 
0.54 

1.4 3.2 + 0.83 3.6 + 0.54 3.4 + 0.89 
3.6 + 

3.8 + 0.44 
0.54 

2.7 4.0 + 1.0 4.4 + 0.54 3.6 + 0.54 3.8 + 4.4 4.2 + 0.44 

5.3 3.2 + 0.44 4.6 + 0.54 3.4 + 0.89 
3.8 + 

4.4 + 1.14 
1.09 

10.5 3.8 + 0.83 5.0 + 1.22 4.4 + 1.14 
4.2 + 

5.0 + 0.70 
0.44 
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Table 3. Effect of ellagic acid on erythrocyte parameters and leukogram of Swiss mice. 
 

Groups 

Parameters 
control 

1.4
 

2.7 5.3 10.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(%) 

 
(%) 

Values were expressed as mean ± standard deviation (n = 5). There was no statistically 
significant difference between the groups evaluated (ANOVA and Tukey's test) (p <0.05). 
RBC (total erythrocytes), Hb (Hemoglobin), Ht (Hematocrit), WBC (Total leukocytes). 

 
 
 
 
 
 

Table 4. Effect of ellagic acid on the mean organs mass of treated mice and their respective 
control groups. 

 
Treatment 

Dose 
(mg/kg/ 

Organs (g / 100 g body mass) 

Liver Spleen Heart 
Right

 

 
 

Left 

 
 
 
 

 

Ellagic acid 
 

 

Values were expressed as mean ± standard deviation. Significant differences between the 
values were expressed as * (p <0.05) and ** (p <0.01) compared to the control group 
(negative) (ANOVA and Tukey's test). DXR: Doxorubicin. 

 mg/kg/ days mg/kg/ days mg/kg/ days mg/kg/ days 

RBC (106/µL) 7.91 + 3.23 8.54 + 0.44 8.71 + 1.054 8.82 + 0.45 8.93 + 0.15 

Hb (g/dL) 12.2 + 3.39 13.8 + 0.14 13.5 + 0.98 12.95 + 0.77 13.55 + 0.49 

Ht (%) 42.5 + 1.53 43.25 + 0.35 41.65 + 1.32 39.7 + 0.98 40.1 + 1.27 

WBC (10³/µL) 7.41 + 0.36 6.64 + 0.31 6.87 + 0.50 7.38 + 0.53 8.28 + 0.27 

Neutrófilos 18.95 + 
 

29.85 + 0.21 
 

22.75 + 1.16 
 

21.55 + 0.77 
 

20.15 + 1.48 

(%) 1.17     

Linfócitos (%) 73.5 + 1.52 65.8 + 1.11 63.85 + 0.77 66.15 + 1.20 78.2 + 0.28 

Monócitos 
1.7 + 0.42

 
1.35 + 0.07 1.45 + 1.06 1.8 + 0.28 1.9 + 2.12 

Eosinófilos 
1.7 + 0.56

 
1.55 + 0.07 1.75 + 0.21 1.75 + 0.07 1.1 + 0.56 

 

days)    Kidney kidney 

Control - 3.64 + 0.42 0.23 + 0.0004 0.50 + 0.04 0.82 + 0.13 0.73 + 0.07 

DXR 15 6.53 + 0.10 ** 0.18 + 0.01 0.53 + 0.004 0.63 + 0.17 0.70 + 0.06 

1.4 4.25 + 0.20 0.20 + 0.02 0.51 + 0.01 0.64 + 0.02 0.67 + 0.02 

2.7 4.59 + 0.14 0.18 + 0.02 0.59 + 0.04 0.71 + 0.02 0.67 + 0.01 

5.3 5.33 + 0.53 * 0.25 + 0.03 0.74 + 0.15 0.75 + 0.05 0.70 + 0.09 

10.5 4.56 + 0.38 0.25 + 0.08 0.62 + 0.19 0.77 + 0.05 0.74 + 0.04 
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RESUMO 

 

A Doxorrubicina ou Doxil® - DXR é um potente fármaco quimioterápico de primeira linha baseado 

em antraciclinas, utilizada no tratamento de uma ampla gama de cânceres, incluindo cânceres sólidos 

e hematogênicos Objetivo: Explorar o potencial genotóxico e as alterações histopatológicas 

induzidas no fígado, rim, coração e baço após o uso da DXR. O teste de micronúcleo em eritrócitos 

policromáticos foi utilizada para avaliar os efeitos genotóxicos e citotóxicos com a administração 

intraperitoneal de doxorrubicina (dose única, 15 mg / kg, p.c.) após 24 e 48 horas. Além disso foi 

analisado possíveis efeitos toxicológicos, através da avaliação da massa corpórea e histopatológica 

durante e após 48 horas respectivamente. Os resultados deste estudos, demonstraram ausências de 

alterações significativas na massa corpóreo. Entretanto foi evidenciado aumento na frequência de 

micronúcleos em eritrócitos policromáticos, demonstrando um efeito genotóxico, porém, no Índice 

mailto:ep.vale@hotmail.com
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de divisão nuclear (IDN), não evidenciou citotoxidade. Foram evidenciados alterações significativas 

no figado e rins. Considerando estes achados, deve-se ter cautela no uso da doxorrubicina devido a 

seus efeitos genotóxicos e alguns efeitos histopatológicos em diferentes órgãos. 

Palavras-chave: Doxorrubicina; Genotoxicidade; Alterações histopatológicas 

 

INTRODUÇÃO 

 

A Doxorrubicina ou Doxil® (DXR) é considerado um potente fármaco quimioterápico de 

primeira linha baseado em antraciclinas, utilizada desde 1969 no tratamento de uma ampla gama de 

cânceres, como leucemias agudas, linfomas, sarcomas de tecido mole e tumores sólidos como cancro 

da mama, sendo descoberto a partir de uma cepa multada  de  Streptomyces  peucetius  subsp. caesius 

ATCC 27952, uma estirpe mutante derivada de S. peucetius ATCC 290501,2,3,4 (ARCAMONE et al., 

1969; RENU, et al., 2018; XU, et al., 2018; NAVARRO-ULLOA, et al., 2018). 

No avanço das pesquisas sobre o câncer, o interesse cresceu na topoisomerase II, após a 

descoberta de que é alvo de drogas anticâncer ativas, como a DXR5 (ROCHETTE et al., 2015). Sendo 

assim, existe diversos mecanismos de ação da DXR como o envenenamento por topoisomerase II, 

decorrido da clivagem na fita dupla do DNA, inibindo assim a mesma (YANG, et al., 2014), além 

desse mecanismo, a doxorrubicina induz a inibição da síntese de proteínas e replicação de DNA pela 

capacidade de intercalar-se ao DNA, assim como pela geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), que danificam os componentes celulares, (SZWED; JOZWIAK, 2014; TOMASINI, 2018). 

Apesar de seus efeitos terapêuticos, existem limitações ao seu uso, que vai desde a resistência 

a droga até efeito de toxicidade, apresentando uma toxicidade aguda dentro de dois ou três dias após 

o seu uso e cardiotoxicidade crônica encontrada após várias semanas ou até vários meses após a 

administração da mesma (RENU, et al., 2018). Sendo assim, a citotoxicidade de uma substância, são 

diretamente proporcionais as suas concentrações, além do tempo de exposição do indivíduo com o 

mesmo (KUMAR et al., 2009). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501309001098#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501309001098#bib1
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Neste contexto, a presente investigação foi feita para avaliar o potencial efeito genotóxico e 

citotóxico da DXR em células eritrocitárias policromáticas de camundongos machos Swiss usando o 

teste de micronúcleo como marcador de genotoxicidade e citotoxicidade. As investigações 

histopatológicas sobre o efeito nos tecidos do fígado, coração, baço e rins também foram avaliados. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 PRODUTO QUÍMICO 

 

O antibiótico quimioterápico doxorrubicina (DXR) (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, 

SP). 

 

2.2 ANIMAIS E TRATAMENTO 

 

Camundongos Swiss machos adultos (6 – 7 semanas de vida e aproximadamente 25 g + 5 de 
 

peso corpóreo (p.c.) obtidos do Biotério do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na 

Área da Ciência de Animais de Laboratório (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP), Campinas – SP, Brasil. Os mesmos foram mantidos em caixas plásticas (5 por caixas) 

em uma sala experimental, sob condições controladas de temperatura (23 + 2 ºC), umidade (50 + 

10%), 12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum a ração e água. Os protocolos 

experimentais relatados neste estudo, foram realizados de acordo com a legislação para 

experimentação animal estabelecida pelo Conselho Nacional de Experimentação Animal do Brasil 

(CONCEA). Todos os protocolos experimentais foram revisados e aprovados pelo Comitê de Ética 

em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amapá UNIFAP sob número de protocolo 

016/2017. 

 

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Após o período de aclimatização dos camundongos no laboratório, os animais foram 

submetidos a jejum durante a noite, antes do tratamento. 

Grupo I: Controle Negativo (Água). 
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Grupo II: Grupo teste - DXR 

 

Os animais foram tratados com dose única de DXR (15 mg / kg, peso corpóreo (p.c.)), por via 

intraperitoneal (i.p.). Para o teste de micronúcleo, as amostras foram coletadas 24 e 48 horas após o 

tratamento. Para a avaliação histopatológica, as amostras foram coletadas após 48 horas. As análises 

do peso corpóreo foram avaliados durante todo o período de tratamento até a coleta das amostras. 

 

2.4 PARÂMETROS AVALIADOS 

 

2.4.1 MASSA CORPÓREA DOS ANIMAIS 

 

A mensuração da massa corpórea dos animais foi realizada desde o primeiro dia do 

experimento, avaliando a variação do peso (ganho ou perda de massa corpórea). 

 

2.4.2 TESTE DO MICRONÚCLEO 

 

O teste de micronúcleo foi realizado de acordo com o método descrito por MacGregor et al. 

(1980) com modificações: Cortou - se a ponta da cauda dos animais e gotejou - se o sangue 

diretamente sobre as lâminas secas, previamente limpas com metanol, foram realizados os esfregaços 

sanguíneos e o mesmo seco em temperatura ambiente. Após a secagem do material, o mesmo foi 

fixado em metanol por 5 minutos; Logo em seguida, após a fixação, as lâminas foram secas em 

temperatura ambiente; No dia seguinte, as lâminas foram coradas com Giemsa diluído de acordo com 

o Manual de Diagnóstico Laboratorial da Malária (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009), sendo 0,75g 

(Giemsa em pó) 35mL (Glicerol PA) e 65mL (Álcool Metílico PA), utilizando a proporção de 1:10 

(Giemsa/Água Tamponada), por 20 minutos; Posteriormente, após a coloração, as lâminas foram 

lavadas para retirada do excesso de corante; As lâminas foram secas a temperatura ambiente e após a 

secagem, as mesmas foram lidas em microscópio óptico, na objetiva de imersão (100x). 
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Os eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMN) em amostras de sangue periférico de 

camundongos Swiss, foi calculado a partir de 2000 células e o índice de divisão nuclear (IDN) foi 

determinado pela relação (NCE) (PCE / NCE) calculado a partir de 400 eritrócitos por lâmina. 

 

2.4.3 EXAME HISTOPATOLÓGICO 

 

Para a avaliação histológica, foram coletadas e analisadas quanto a sinais de lesões, tamanho 

e mudanças de cor dos seguintes espécimes (fígado, baço, coração, rim direito e rim esquerdo). Os 

órgãos foram pesados para calcular a massa relativa (MR) individualmente, utilizando a equação: MR 

= (massa do órgão x 100) / massa do animal. Posteriormente, as peças foram seccionadas, colocadas 

em cassetes e seguidas para processamento histotécnico automatizado. Cortes de 4 µm de espessura 

foram feitos para confecção de lâminas coradas por Hematoxilina-Eosina e montadas em bálsamo de 

Canadá (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA, 1983) para análise em microscópio de luz convencional 

quanto à presença de alterações específicas de cada órgão. 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram analisados estatisticamente por análise de variância (ANOVA) para 

experimentos totalmente aleatórios, com o cálculo da estatística F e de seus respectivos ‘‘p-value’’. 

Nos casos em que p<0,05, as médias de tratamento foram comparadas pelo método de Tukey, com o 

cálculo da diferença mínima significativa para α = 0,05, utilizando o programa Graphpad Prism 7. 

 

3 RESULTADOS 

 
3.1 MASSA CORPÓREA DOS ANIMAIS 

 

Neste estudo, não evidenciamos mudanças significativas na massa corpórea (g) dos animais 

estudados durante os experimentos (p>0,05). 
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3.2 TESTE DE MICRONÚCLEO 

 

Com base nos resultados obtidos neste estudo, utilizando o teste de micronúcleo em sangue 

periférico de camundongos Swiss, verificou-se que o tratamento com a doxorrubicina ocasionou um 

aumento significativo (p<0,001) na frequência de micronúcleo em eritrócitos policromáticos 

provocando genotoxicidade nestas células quando comparado com o grupo controle negativo (CN). 

Além disso, a análise do indicie de divisão nuclear (IDN), o tratamento com doxorrubicina não 

apresentou redução na relação eritrócitos policromáticos (PCE) e eritrócitos normocromáticos 

comparando com o grupo controle negativo (p>0,05), demonstrando ausencia de efeitos citotoxicos 

nestas células (Tabela 1). 

 

3.3 EXAME HISTOPATOLOGICO 

 

Após análise do exame histológico dos órgãos, não foram observado qualquer alteração 

macroscópica dos órgãos, considerando os parâmetros: cor, textura, tamanho e forma. Entretanto, o 

grupo tratado com DXR apresentou um aumento significativo de peso médio do fígado (p<0.01) em 

relação ao grupo controle, demonstrado na (Tabela 2). Nos parâmetros histopatológicos, verificamos 

a ocorrência esporádica de lesões, sugerindo que o tratamento com DXR não alterou os níveis de 

gravidades, uma vez que a maioria das alterações morfológicas observadas nos animais tratados com 

DXR também foi observada no grupo controle. No entanto, algumas alterações distintas em alguns 

órgãos foram evidenciadas nos animais tratados com DXR, no fígado, foi observada hemorragia 

sinusoidal e áreas de edema, porém, não se observaram focos de células inflamatórias. No Baço, a 

polpa branca se encontrava hiperplásica. Nos Rins, observaram-se áreas de hemorragia tubular e 

intersticial na maioria dos casos. Neste contexto, verificamos uma fraca toxicidade com o tratamento 

agudo pela DXR neste estudo. 
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4. DISCUSSÃO 

 

A doxorrubicina (DXR) é um antibiótico (antraciclina) isolado de Streptomyces peucetius 

subsp. caesius, sendo considerado um quimioterápicos de amplo espectro de uso mais comum, 

aplicado clinicamente durante anos para prevenir a recorrência de tumor, exercendo seu efeito 

antitumoral através da inibição da topoisomerase II, (YU et al., 2017), porém, seu uso pode causar 

toxicidades em múltiplos órgãos (RENU, et al., 2018). 

Os resultados deste estudo demonstram que não houve alteração significativa na massa 

corpórea dos camundongos, entretanto, observamos um efeito genotóxico e um efeito não citotóxico 

em eritrócitos policromáticos de camundongos Swiss. Tais resultados corroboram com os achados de 

outros autores (MONTEIRO NETO, et al., 2011; ALVES, et al., 2013; CARNEIRO, et al., 2017) que 

identificaram o potencial genotóxico da doxorrubicina em sangue periferico utilizando o teste de 

micronúcleo. Os autores registram uma elevação significativa na frequência de micronúcleos em 

eritrócitos policromáticas em relação ao grupo controle negativo, sugerindo que a doxirrubicina 

representa um risco genotoxico para os individuos que fazem o uso do mesmo. Esse efeito deve  está 

diretamente ligado com o mecanismo de ação da DXR. Vários mecanismos são sugeridos, tais como, 

a intercalação em DNA nuclear e mitocondrial, inibição da enzima topoisomerase II, porém, o papel 

do estresse oxidativo continua sendo o mecanismo mais provável para o efeitos adversos da 

doxorrubicina, provocando danos no material genético e na estrutura celular, podendo levar a morte 

da mesma (PUGAZHENDHI, et al., 2018). Isto pode explicar os danos induzidos no material genético 

em células de sangue periférico de camundongos Swiss pela via intraperitonial no presente estudo. 

Estudos histopatológicos são importantes para a avaliação de toxicidade de uma substância. 

Neste sentido, foi evidenciado alterações histopatológicas no fígado, observando-se hemorragia 

sinusoidal e áreas de edema, porém não observaram-se focos de células inflamatórias quando 

comparado com o grupo controle, além disso foi evidenciando um aumento na massa corpórea do 

fígado. Resultados que corroboram com outros estudos que verificou-se a hepatotoxicidade como 
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um dos principais efeitos secundários associados à administração da doxorrubicina, isto pode estar 

relacionado com o fato da DXR inibir a glutationa peroxidase hepática e a atividade da glutationa-s- 

transferase, ocasionando assim, danos oxidativos (OMOBOWALE, et al., 2018). 

Os rins são órgãos que são expostos frequentemente aos efeitos de xenobióticos, devidos as 

suas funções vitais. A DXR desencadeia efeitos tóxicos presentes pela geração de radicais livres, 

produção de peroxidação lipídica e dano oxidativo em tecidos e órgãos em doses únicas até 20 mg / 

kg, indicando a deterioração da função renal em ratos. (CARVALHO, et al., 2009; ALTINKAYNAK, 

et al., 2018). Estes podem explicar as alterações histopatológicas, observadas nos rins notáveis 

cilindros - hialinos e áreas de hemorragia tubular e intersticial na maioria dos casos observados no 

presente estudo após o tratamento com DXR. 

Nas amostras do baço e do coração, não foi identificado alterações significativas, entretanto, 

em uma das amostras, a polpa branca se encontrava hiperplásica, além disso, foi identificado 

predominantemente tecido muscular estriado cardíaco, apresentando preservação de fibras 

longitudinais e transversais, e ausência de pigmentos de hemossiderina ou lipofuscina 

respectivamente. Com base nestes resultados, podemos pressupor que a administração intraperitoneal 

na dose de 15 mg / kg, p.c. em dose única não provoca danos significativos no baço e coração (48 

horas após o tratamento). Entretanto a cardiotoxicidade aguda tem uma incidência de 

aproximadamente 11% e manifestam-se tipicamente poucos dias após o início do tratamento com 

doxorrubicina (Luu, et al., 2018). Neste contexto, a aplicação clínica da DXR no tratamento de longo 

prazo é restrita devido a seus efeitos colaterais consideráveis e particularmente no desenvolvimento 

de hepatotoxicidade, cardiotoxicidades e nefrotoxicidades (DAS, J., GHOSH, J., MANNA, P., SIL, 

P.C., 2011) Isso pode explicar os resultados de não ter ocorrido nenhuma alteração histopatológica 

no coração neste intervalo de 48 horas, visto que o tempo de tratamento, foi o principal fator 

responsável para o não surgimento dessas alterações neste estudo. 

Entretanto, a cardiotoxicidade após o uso DXR tem sido frequentemente relatada, 

principalmente pelo tratamento crônico, acredita-se que a principal contribuição para o surgimento 
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da cardiotoxicidade seja a indução de formação de radicais livres e subsequente o estresse oxidativo, 

provocando a ativação das vias de sinalização apoptóticas e posteriormente, levando a danos nos 

cardiomiócitos (YUHONG, et al., 2018). 

Considerando estes fatos, deve-se ter cautela no uso da doxorrubicina devido a seus efeitos 

genotóxicos e alguns efeitos histopatológicos, este estudo contribuiu para o conhecimento dos efeitos 

da doxorrubicina no organismo, visto que, os mecanismo de ação e os seus efeitos não são bem 

explicados. 

 

CONCLUSÃO 

 

A Doxorrubicina apresentou em efeito citogenéticos em eritrócitos policromáticos de 

camundongos Swiss, evidenciando o potencial genotóxico do mesmo, além disso, foi observado 

pequenas alterações histopatológica em alguns órgãos, demonstrando um efeito toxicológico fraco 

sobre o organismo, mesmo que o tratamento tenha sido de forma aguda, desta forma, cuidados devem 

ser tomados com o uso do mesmo, pois com tratamentos prolongados com a DXR, o nível de efeitos 

colaterais podem aumentar gradativamente. 

Com base nisto, mais estudos devem ser realizados, com o intuito de garantir uma segurança 

maior aos usuários deste medicamento. 
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Tabela 1: Média e desvio padrão da frequência de eritrócitos policromáticos micronucledos 

(EPCMN) e do Índice de divisão nuclear com suas respectivas média e desvio padrão em sangue 

periférico de camundongos Swiss (24 horas, 48 horas,) de animais tratados com doxorrubicina e seu 

respectivo controle. 
 

 

 
TRATAMENTO 

(mg/kg p. c.) 

EPCMNs 

Média + DPa
 

24 48 

IDN 

Média + DPa
 

24 48 

Horas Horas Horas Horas 

 

 
Controle 3,6 + 0,54 3,8 + 0,83 0,03 + 0,004 0,03 + 0,02 

DXR 28 + 0,89 46,4 + 0,89 0,02 + 0,002 0,02 + 0,002 

Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão. Houve diferença estatística significativa 

entre o grupo avaliado em comparação com o grupo controle (ANOVA e Teste de Tukey). EPCMNs: 

frequências de eritrócitos policromáticos micronucledos; IDN: Índice de divisão nuclear. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabela 2. Efeito da doxorrubicina (DXR) sobre a massa média dos órgãos dos animais tratados com 

diferentes concentrações. 
 

 

Tratamento 
Dose

 
  Órgãos (g/100g de massa corpórea)  

 

 

 

 

 

Os valores foram expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os valores 

foram expressas como ** (p<0.01) em comparação com o grupo controle (negativo) (ANOVA e Teste 

de Tukey). 

 (mg/kg/dia) Fígado Baço Coração Rim Direito Rim Esquerdo 

 

Controle 

 

- 

 

3,64 + 0,42 

 

0,23 + 0,0004 

 

0,50 + 0,04 

 

0,82 + 0,13 

 

0,73 + 0,07 

DXR 15 6,53 + 0,10 ** 0,18 + 0,01 0,53 + 0,004 0,63 + 0,17 0,70 + 0,06 

 


