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RESUMO 

 

Avaliação da Citotoxicidade, Genotoxicidade e Antigenotoxicidade do Ácido elágico 
nanoencapsulado. 

 
O ácido elágico é um fitoquímico fenólico de ocorrência natural pertencente ao grupo dos 

elagitaninos, que por sua vez pertencem ao grupo de taninos hidrolisáveis dos polifenóis. O 

mesmo pode ser encontrado em plantas em sua forma livre, ou na forma de elagitaninos, e na 

membrana celular. A Zeina é um polímero natural cujo potencial biológico também ganhou 

atenção. O Objetivo deste trabalho foi valiar o potencial citotóxico, genotóxico, antigenotóxico e 

histopatológico do ácido elágico nanoencapsulado pelo sistema-teste in vivo. O método utilizado 

para determinar o efeito citotóxico foi determinado pelo cálculo do índice de divisão nuclear 

(IDN). Para determinação da genotoxicidade e antigenotoxicidade foi utilizado método do teste 

do micronúcleo em células do sangue periférico de camundongos Swiss machos provenientes do 

Biotério da Universidade Estadual de Campinas. Para avaliação genotóxica os animais foram 

tratados com ácido elágico nanoencapsulado (ZNP-EA); ácido elágico em solução livre (EAS) e 

nanopartículas em branco (BNZp) cada solução com uma concentração de 5,3 mg/kg p. c.. As 

amostras do sangue perifericos foram coletadas 24, 48 horas 7, 14 e 21 dias para o tramento 

subcrônico. Para o efeito antigenotóxico os animais foram tratados com as concentrações pré- 

estabelicidas, seguida de injeção intraperitoneal de doxorrubicina - DXR (15 mg/kg p. c.). As 

substâncias administradas não revelaram atividade genotóxica comparadas ao grupo controle 

negativo. Porém quando administradas com DXR mostraram uma atividade antigenotóxica com 

taxa de reduçaõ de 92,01% em 48 horas comparado com o grupo controle positivo mostrando 

que a mesma foi capaz de diminiur os micronúcleos em eritrócitos policromáticos. Não houve 

citotoxicidade nas substaâncias testadas e o resultado Histopatológico revelou que não houve 

toxicidade com relçao aos órgaos fígado, baço,coração e rins. Os resultados reforçam o 

potencial do ácido elágico em combinação com zeína fornecendo o grande potencial antioxidante 

e antigenotóxico da mesma. 

Palavras-Chave: Ácido elágico; Nanoencapsulação; Micronúcleo; toxicidade; Mutagenicidade. 
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ABSTRACT 
 

 

 

 
Evaluation of Cytotoxicity, Genotoxicity and Antigenotoxicity of Nanoencapsulated ellagic 

acid. 

 
Ellagic acid is a naturally occurring phenolic phytochemical belonging to the group of ellagitannins, 
which in turn belong to the group of hydrolyzable tannins of polyphenols. The same can be found 
in plants in their free form, or in the form of ellagitannins, and in the cell membrane. Zeina is a 
natural polymer whose biological potential has also gained attention. The objective of this 
research was to evaluate the cytotoxic, genotoxic, antigenotoxic, and histopathological potential of 
nanoencapsulated ellagic acid using an in vivo test system. The method used to determine the 
cytotoxic effect was determined by calculating the nuclear division index (IDN). To determine 
genotoxicity and antigenotoxicity, the micronucleus test method was used in peripheral blood cells 
of male Swiss mice from the Vivarium of the State University of Campinas. For genotoxic 
evaluation, the animals were treated with nanoencapsulated ellagic acid (ZNP-EA); ellagic acid in 
free solution (EAS) and blank nanoparticles (BNZp) each solution with a concentration of 5.3 mg / 
kg p. c .. Peripheral blood samples were collected 24, 48 hours 7, 14 and 21 days for the 
subchronic treatment. For the antigenotoxic effect, the animals were treated with pre-established 
concentrations, followed by intraperitoneal injection of doxorubicin - DXR (15 mg / kg p. C.). The 
administered substances did not show genotoxic activity compared to the negative control group. 
However, when administered with DXR they showed an antigenotoxic activity with a reduction rate 
of 92.01% in 48 hours compared with the positive control group showing that it was able to 
decrease micronuclei in polychromatic erythrocytes. There was no cytotoxicity in the tested 
substances and the Histopathological result revealed that there was no toxicity in relation to the 
liver, spleen, heart and kidney organs. The results reinforce the potential of ellagic acid in 
combination with zein, providing its great antioxidant and antigenotoxic potential. 
 
Key words: Ellagic acid; Nanoencapsulation; Micronucleus; toxicity; Mutagenicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 
Ao longo dos tempos a sabedoria popular vem sendo transmitida de forma empírica entre 

as gerações. O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas é vasto e, em muitos casos, é o 

único recurso disponível que a população rural de países em desenvolvimento tem ao seu 

alcance. 

Diante desta situação, torna-se necessário uma maior valorização desta cultura e a 

recuperação do conhecimento que a população detém sobre o uso dos recursos naturais. O 

resgate de tais informações assume um papel indispensável, impedindo a sua perda com o 

passar dos anos, além de contribuir para a ciência contemporânea. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 65% da população mundial 

incorporam o uso de plantas da medicina tradicional aos cuidados médicos. Diversos estudos ao 

longo dos anos permitiram fazer uma associação entre diferentes espécies medicinais e suas 

respectivas atividades biológicas a partir da observação, descrição e investigação experimental. 

Com o advento da revolução científica e da revolução industrial, práticas terapêuticas que 

não apresentassem evidências científicas com base em métodos experimentais e em fenômenos 

matemáticos quantificáveis foram marginalizadas. Novas maneiras de tratar e curar as doenças 

foram surgindo com o uso dos +, que ganharam notoriedade com o desenvolvimento do modelo 

científico experimental em detrimento do uso de plantas medicinais. 

As plantas medicinais possuem substâncias que podem ser utilizadas com propósitos 

terapêuticos ou que sejam precursoras de semissíntese químico-farmacêutica. Além disso, com o 

intuito de proteção e adaptação, as plantas biossintetizam substâncias, conhecidas como 

metabólitos secundários, que desempenham importantes atividades biológicas. Entre esses 

metabólitos secundários, o ácido elágico que 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, apresenta diversas atividades biológicas (COLARES et al., 

2017; MANSOURIAN et al., 2014). 

A necessidade de se chegar ao fundamental de tudo o que existe ronda a ciência e 

paralisa diversas áreas do conhecimento, tais como matemática, química, física e biologia que, 

juntas, tentam não apenas conhecer em profundidade, mas também, manipular a estrutura 

básica de todos os materiais identificados pela humanidade. 

Entre essas manipulações destaca-se a nanotecnologia que usa técnicas com átomos e 

moléculas individualmente para a produção de materiais nanoestruturados e micro-objetos para 

diversos fins terapêuticos (MILLER et al., 2005). 
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Ela resiste na produção e aplicação em sistemas físicos, químicos e biológicos em escalas 

de um átomo individual a moléculas de cerca de 100 nanômetros, assim como a integração e 

interação das nanoestruturas resultantes em sistemas mais complexos (BASTOS, 2006). 

Apesar da grande evolução da medicina alopática (fitoterápica), ainda existem obstáculos 

básicos na sua utilização pelas populações carentes, que vão desde o acesso aos centros de 

atendimento hospitalares à obtenção de exames e medicamentos. Estes motivos, associados 

com a fácil obtenção e a grande tradição do uso de plantas medicinais, contribuem para sua 

utilização pelas populações dos países em desenvolvimento. Para tanto, faz-se a seguinte 

pergunta: Quais as propriedades citotóxicas, genotóxicas, antigenotóxicas em células do 

organismo com a utilização do ácido elágico nanoencapsulado ( ZNP-EA) ?. 

Se por meio da metodologia empregada for possível determinar esses possíveis efeitos 

descritos anteriormente pelo ácido elágico nanoencapsulado (ZNP-EA), será possível determinar 

e entender as propriedades deste composto químico isolado nanoencapsulado, e propor medidas 

eficientes para a utilização do mesmo, pois a metodologia proposta fornece melhor entendimento 

sob a capacidade genotóxica e antigenotóxica. 

Os efeitos benéficos do ácido elágico (EA) também já são demostrados na atualidade, 

porém até que ponto? Devido a isso, é importante realizar estudos citogenéticos para avaliar o 

potencial genotóxico, citotóxico e antigenotóxico no organismo, ocasionada pelo uso deste 

composto químico de forma isolado, comparando assim, os efeitos do Ácido elágico 

nanoencapsulado (ZNP-EA). 

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

são produzidos por um sistema de defesa da planta contra ataques microbianos e externos como 

de animais, além disso, nos organismos humano e de mamíferos, produzem diversos resultados 

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

Embora os usos do AE sejam bastante difundidos para finalidades terapêuticos, torna-se 

necessária tomar certos cuidados, pois pouco se sabe a respeito de seus possíveis efeitos 

citogenéticos e toxicológicos, tanto para o homem quanto para os mamíferos, carecendo assim, 

de maiores números de estudos abordando este contexto (BRAQUEHAIS, et al., 2016). 

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

genotóxico, antigenotóxico, citotóxico, garantindo assim, uma segurança maior para a 

população que faz uso dessa substância - (AE) de forma isolada ou de produtos que 

contenham a mesma em sua constituição fitoquímica. Estes fatores motivaram a realização e 

produção deste estudo em investigar essas propriedades citogenéticas e seus efeitos 

toxicológicos em eritrócitos policromáticos de camundongos Swiss com a utilização subaguda 

da solução de ZNP-EA, EAS e BZNp. 
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1.1 ÁCIDO ELÁGICO 
 

 
O ácido elágico (AE) (2, 3, 7,8-tetrahidroxi-cromeno [5, 4,3-cde]-cromeno- 5,10-diona, 

H4EA) é um composto fenólico de ocorrência natural pertencente ao grupo dos elagitaninos (ET), 

que por sua vez está intimamente ligado à classe dos taninos hidrolisáveis dos polifenóis. Os ET 

são ésteres de glicose com AE que, quando hidrolisados (hidrólise ácida ou básica), fornecem o 

ácido hexahidroxidifênico, que se rearranja espontaneamente em AE (CELIK et al., 2013). 

O AE pode ser encontrado em plantas em sua forma livre, ou na forma de elagitaninos 

(presentes como componentes estruturais da parede da célula vegetal), e na membrana celular. 

O AE está presente em frutas como as “berries” (morango, framboesa, amora, mirtilo, uva, cereja, 

dentre outras), está presente também na romã, nozes, amêndoas, sementes e bebidas 

fermentadas (CELIK et al., 2013; GALANO et al., 2016; VATTEM; SHETTY, 2005). 

 
Figura 1: Estrutura química do ácido elágico 

 

Fonte: Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com) 
 

 

Uma pesquisa realizada por Abe e colaboradores (2012), para investigar a quantidade de 

ácido elágico em frutas consumidas no Brasil, identificou que dentre 35 frutas, aquelas 

pertencentes às famílias Myrtaceae, Punicaceae e Rosaceae foram as que apresentaram grande 

quantidade de AE. 

Alguns estudos envolvendo o AE evidenciaram que este composto possui uma ampla 

gama de efeitos biológicos, como: atividade antimutagênica, antioxidante, anti inflamatória , 

(CELIK et al., 2013; VATTEM; SHETTY, 2005); anti-viral, antibacteriana (capaz de agir contra 

Escherichia coli, Pseudomas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori), 

gastroprotetora e cardioprotetora (GALANO et al., 2016); anti aterosclerótica, antihepatotóxica e 

inibidora da DNA topoisomerase (VATTEM; SHETTY, 2005). 

As propriedades biológicas do AE o tornam um grande promissor ao combate contra as 

doenças crônicas, como a hipertensão. Segundo um estudo in vitro realizado por Yilmaz e Usta 

(2013) foi constatado a ação desse polifenol em promover o vasorrelaxamento em artérias aortas 

http://www.sigmaaldrich.com/
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isoladas de ratos. Somado a essas informações Berkban e colaboradores (2015), introduziram 

AE na água de beber de ratos, demonstrando a capacidade do AE em reduzir os níveis 

pressóricos dos animais hipertensos bem como reduzir os níveis do marcador de peroxidação 

lipídica. 

Formados a partir do metabolismo secundário de plantas, os polifenóis estão envolvidos 

na proteção contra radiação ultravioleta e patógenos agressores (Manach et al, 2004) 

Os efeitos biológicos dos polifenóis são frequentemente atribuídos a uma ação antioxidante 

direta, mais especificamente por mecanismos sequestrador de radicais livres (Virgili & Marino, 

2008; Perron & Brumaghim, 2009). 

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 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). 

Muitos autores demonstraram que o AE possui atividade antimutagênica, 

anticarcinogênica e antioxidante (Ayrton et al., 1992; Huetz et al., 2005; Loarca-Pina et al., 1998; 

Priyadarsini et al., 2002; Ginani, 2005; Dalvi, 2008). 

Entretanto, os mecanismos pelos quais o AE exerce tais ações ainda não foram totalmente 

esclarecidos. Estudos realizados com AE contra a ação de diferentes variedades de 

carcinógenos (incluindo nitrosaminas, azoximetano, micotoxinas e hidrocarbonos aromáticos 

policíclicos) demonstraram que um dos mecanismos anticarcinogênico e antimutagênico proposto 

para o AE estaria relacionado com a otimização do metabolismo desses carcinógenos (Szaefer et 

al., 2003; Loarca-Pina et al., 1998; Smith et al., 1998; Takagi et al., 1995). 

Os estudos indicam que o AE seria capaz de inibir a mutagênese e a carcinogênese por 

meio: i) da inibição de enzimas responsáveis pela bioativação de carcinógenos, como as da 

família do citocromo P450, ii) da estimulação de enzimas envolvidas na detoxificação de 

intermediários reativos, como glutationa-Stransferase, e iii) por meio da interação direta do 

polifenol com os intermediários reativos formando adutos inativos (Szaefer et al., 2003). 

Estudos in vitro demonstraram que AE também é capaz de se ligar ao DNA, o que 

impediria a ligação de agentes mutagênicos e carcinogênicos em alguns sítios específicos do 

DNA (Dalvi,2014). 

A atividade do AE em modular enzimas envolvidas no metabolismo de carcinógenos foi 

evidenciada em diferentes estudos realizados com este polifenol. Ayrton e colaboradores (1992) 

demonstraram que a administração de AE intraperitoneal reduz os níveis totais de citocromo 

P450 em aproximadamente 50% (Ayrton et al., 1992). 

O ácido elágico também é capaz de se ligar ao DNA de forma covalente, o que impediria a 
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ligação de agentes mutagênicos e carcinogênicos em alguns sítios específicos (DALVI,2014). 

A atividade antioxidante do AE também já foi demonstrada, porém os estudos sobre este 

assunto ainda são escassos. Pryadarsini e colaboradores (2002), ao estudar a natureza 

antioxidante do ácido elágico, comprovou sua habilidade em seqüestrar espécies reativas de 

oxigênio. 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). 

Por essa razão, os efeitos produzidos pelo ácido elágico na prevenção de doenças 

relacionadas à oxidação têm sido amplamente estudados. 

Neste contexto, principalmente pelo excepcional efeito terapêutico do ácido elágico, a 

comunidade científica internacional buscou e expandiu novos estudos relacionados a este 

metabólito 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). 

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. 

 
1.2 NANOENCAPSULAÇÃO 

 
 

As nanopartículas são definidas como partículas de caracter sólido e tamanho sub-micro, 

com diâmetros que alternam entre um nanômetro e várias centenas de nanômetros, podendo ou 

não ser biodegradáveis (REIS et al., 2007). O termo nanopartícula é também uma designação 

coletiva tanto para nanoesferas como nanocápsulas. As nanoesferas caracterizam-se por 

possuírem uma estrutura do tipo matricial, e tal como nas microesferas, as substâncias ou 

entidades ativas podem estar adsorvidas à superfície ou retidas no interior da esfera. Por outro 

lado as nanocápsulas caracterizam-se por serem sistemas vesiculares onde as substâncias ou 

entidades encontram-se internamente confinadas a uma cavidade composta por um núcleo 

interior líquido que se encontra revestido por uma membrana (BRIGGER; DUBERNET; 

COUVREUR, 2002). 

As nanopartículas têm recebido cada vez mais atenção por parte da indústria farmacêutica 

como sendo uma opção para melhorar e prolongar a administração de fármacos ou entidades 
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ativas. A nanoencapsulação de substâncias ou entidades ativas caracteriza-se pela formação de 

partículas que se encontram carregadas com diâmetro entre 1 e os 1000 nm (COUVREUR; 

DUBERNET; PUISIEUX, 1995). 

Comparados com diversas formas farmacêuticas convencionais, os sistemas de 

nanopartículas oferecem grandes vantagens, como: o aumento da eficácia da terapia, a liberação 

controlada e/ou vetorizada e a redução ou limitação de efeitos adversos que estão associados ao 

fármaco ou ao composto encapsulado, vantagens que no seu todo trazem outro grande 

benefício, o aumento da adesão do doente à terapêutica (BURGESS; HICKEY, 2002). 

O tamanho sub-micro das nanopartículas oferece ainda algumas vantagens em 

comparação com as micropartículas, como por exemplo, uma absorção intracelular 

significativamente superior. Além do tamanho, a carga da nanopartícula também influencia a 

absorção, mais especificamente a nível intestinal. (MCCLEAN et al., 1998). 

A nanoencapsulação é uma tecnologia que vem crescendo rapidamente e que permite 

confinar compostos com atividades biofarmacêuticas sob a forma de nanopartículas. Os 

compostos confinados, encapsulados ou absorvidos dentro das nanocápsulas vão desde 

fármacos ativos e pró-fármacos até outras moléculas com atividades biologicas ativas, como por 

exemplo, proteínas, enzimas (MOUTINHO et al., 2012). 

A nanoencapsulação envolve a incorporação ou dispersão de combinações de entidades 

ou substâncias que podem se encontrar no estado sólido, líquido ou gasoso, aprisionados em 

vesículas pequenas, com diâmetro na escala nanomérica. A incorporação destas substâncias 

bioativas protege-as contra a degradação que podem ser causadas por agentes ambientais 

como o pH, a temperatura, sais e solventes orgânicos, além de melhorar a estabilidade e a 

solubilidade, e permite ainda a solubilização de componentes hidrofóbicos em matrizes 

hidrofílicas e vice-versa (JAFARI et al., 2008). 

O principal objetivo da encapsulação é proteger uma substância sensível no interior da 

cápsula ou na sua parede, através do isolamento físico do meio, com isso permitindo 

simultaneamente a transferência de gases, nutrientes ou metabólitos (REIS et al., 2006). 

. 

 
1.2.1 Zeína 

 
A zeína, uma das principais proteínas de armazenamento do milho, é excelente meio para 

produção de nanopartículas (WANG; YIN; PÁDUA, 2008). Sendo utilizada na formação de 

nanopartículas para a encapsulação de óleos essenciais (PARRIS; COOKE; HICKS, 2005); 

vitaminas (LUO; TENG; WANG, 2012); agente quimioterapêutico (LAI,; GUO, 2011) entre outros 

compostos. Apresentam reconhecida capacidade de revestimento para compostos bioativos 
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(LAWTON, 2002; SHUKLA; CHERYAN, 2001; HAMAKAR et al., 1995). 
 

 
Cerca de 50 % do total de aminoácidos presentes na zeína são de caráter não polar 

(leucina, alanina e prolina). Dando a esta, comportamento anfifílico, mais especificamente, como 

uma proteína hidrófoba e, por conseguinte, solúvel em etanol, acetona ou acetil acetona e 

insolúvel em água (SHUKLA;CHERYAN, 2001; HAMAKAR et al., 1995). 

Essa característica serve como uma excelente barreira à água, possibilitando utilizá-la 

como um material de revestimento em micro e nanoparticulas. Outra característica relevante da 

zeína, é sua resistência às enzimas digestivas, resultando em uma digestibilidade mais lenta no 

trato gastrointestinal. Esta propriedade pode ser explorada para liberação controlada de 

componentes funcionais (LUO; WANG, 2014). 

A zeína apresenta-se como importante material de revestimento, por possuir 

características como: fonte natural e renovável, biodegradabilidade, baixo custo, 

biodisponibilidade, longo histórico de uso (PATEL; VELIKOV, 2011; LIN et al., 2011; LUO et al., 

2010; SHUKLA; CHERYAN, 2001) hidrofobicidade, bioadesão, alta capacidade formadora de 

filme, boa capacidade de ligação com fármacos, elasticidade e potencial de absorção celular 

(LUO et al., 2013; PATEL;VELIKOV, 2011; QUISPE-CONDORI; SALDAÑA; TEMELLI, 2011; 

HAWKINS; SOONSHIONG; DESAI, 2008; WANG et al., 2005; SHUKLA; CHERYAN, 2001). 

 
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 

possuir 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 02). 

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 
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efeitos citogenotóxicos de diferentes substâncias, através da análise de diferentes parâmetros 

(Figura 03). 

Figura 02: Diferentes efeitos de xenobióticos nos eritrócitos. 

 

Fonte: Adaptado de Farag e Alagawany (2018). 
 

 
Figura 03: 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; ERMOLAEVA; 

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, existem 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 agem 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 ação sobre as funções celulares 

básicas, tais como inflamação, ciclo celular, angiogênese, apoptose, invasão e metástase 

(KAMPA et al., 2007). Deste modo, algumas plantas medicinais podem intervir nas etapas da 
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carcinogênese por meio desses mecanismos, minimizando assim, esses danos provocados por 

fatores externos ou internos ao organismo (Figura 04). 

Figura 04: Mecanismos anticâncer de compostos fenólicos de produtos naturais durante a 

carcinogênese. 
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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 toxicidade é classificada 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). 

 
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 
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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 05) (BEIRUTHY; KAZAN, 2016; FARAG; 

ALAGAWANY, 2018). 

Figura 05: 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). 

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 06) deve ter sido 

gerado como resultado de danos cromossômicos induzidos recentemente (HAYASHI et al., 1989). 
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As hemácias nucleadas de animais podem ser usadas para avaliar a genotoxicidade de diferentes 

xenobióticos usando micronúcleos (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Figura 06: Eritrócito Policromático Micronucleado (EPCMN) 
 

Fonte: Adaptado de Vale, 2018. 

 
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 07) 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). 

Figura 07: Estrutura química da Doxorrubicina. 

 

Fonte: Adaptado de Vale, (2019). 



Introdução 31  

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 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 do ácido elágico nanoencapsuldo ( ZNP-EA), ácido elágico em solução livre (EAS) 

e nanopartículas em branco com ausencia de ácido elágico (BNZp) em eritrócitos policromáticos 

de camundongos Swiss. 
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2 OBJETIVOS 

 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 
Avaliar o potencial citotóxico, genotóxico, antigenotóxico e histopatológico do ácido elágico 

nanoencapsulado pelo sistema-teste in vivo. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 
 Determinar as frequências de eritrócitos policromáticos com micronúcleos em 

camundongos Swiss tratados com o ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em 

sua forma livre e Nanopartículas de zeína com ausência do princípio ativo, a fim de se 

avaliar a citotoxicidade, através do índice de divisão nuclear (IDN). 

 Determinar as frequências de eritrócitos policromáticos em camundongos Swiss 

tratados com o ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e 

nanopartículas de zeína com ausência do princípio ativo, a fim der se avaliar a 

genotoxicidade. 

 Avaliar as frequências de eritrócitos policromáticos em camundongos Swiss tratados 

com o ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e nanopartículas 

de zeína com ausência do princípio ativo e associadas com Doxorrubicina( DXR) para 

determinar a possível antigenotoxicidade. 

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

animais submetidos aos tratamentos com ́ cido elágico nanoencapsulado, ácido elágico 

em solução livre e nanopartpiculas de zeína com ausência do princípio ativo. 
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3 MATERIAL E MÉTODO(S) 

 

 

 
3.1 OBTENÇÃO DO ÁCIDO ELÁGICO NANOENCAPSULADO 

 

 
A zeina e o ácido elágico (EA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). 

Todos os outros reagentes foram de grau analítico e utilizados como recebidos. A manipulação e 

a formulação das nanopartículas foram realizadas no Laboratório de Controle de Qualidade, 

Bromatologia e Microbiologia da Universidade Federal do Amapá – UNIFAP. 

 
 

3.1.1 Preparação do ácido elágico nanoencapsulado 

 
As nanopartículas foram obtidas por nanoprecipitação, de acordo com o método descrito 

anteriormente, utilizando a proteína zeína como transportadora e EA a 288 µg / ml. 

Resumidamente, A zeina foi dissolvida em etanol, que foi posteriormente diluído com água ultra- 

pura. Separadamente, uma solução metanólica de EA foi preparada e adicionada gota a gota sob 

agitação constante, resultando no carregamento e formação de nanopartículas (EAZNp). 

Nanopartículas de zeína em branco (BZNp) foram preparadas da mesma maneira, exceto pela 

ausência de fármaco, e usadas como controle. Uma solução de EA preparada da mesma 

maneira, exceto pela ausência de zeína, foi usada para comparar o efeito da nanoencapsulação 

nas atividades biológicas da EA. 

O tamanho, o índice de polidispersividade (pdI), o potencial zeta e o pH das 

nanopartículas foram: EAZNp (568,6 nm, 0,218, + 36,1mV e 4,7) e BZNp (313,9 nm, 0,151, +33,0 

mV e 5,7), determinados usando uma luz dinâmica analisador de espalhamento (DLS) 

(Zetasizer® Nano-ZS90, Malvern Instruments). 

Nanopartículas carregadas com ácido elágico (EAZNp) e a solução correspondente 

(EASol) foram administradas em um volume de 288 ml. Para obter a dose de 5,3 µg / kg, 

nanopartículas e solução recém-preparadas foram diluídas em água purificada. 

 
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 
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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). 

 

 
3.3 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 028/2018) (Anexo 02). 

Figura 8: Camundongos Swiss (macho) com 6 – 7 semanas 
 

Fonte: Adaptado de Vale, 2019. 

 
3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 
Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos (Tabela 01 e 02), contendo 
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cinco camundongos em cada grupo de tratamento (Figura 9, A - B). As concentrações utilizadas 

do ácido elágico nanoencapsulado ( 5,3 mg / kg / p.c., - Figura 10 - A), do ácido elágico em 

solução livre (5,3 mg / kg /p. c., - Figura 12 - B) e da nanoparticula em branco (5,3 mg / kg /p. c., 

- Figura 10 - C) foram determinadas com base a um estudo anterior onde realizamos a 

avaliação da genotoxicidade e antigenotoxicidade do ácido elágico isolado na concentração de 

5,3mg / kg / p.c do no qual foi utilizado o 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 9: Acondicionamento dos camundongos Swiss por grupo de tratamento - A e B 

 

Fonte: Adaptado de Vale, 2019. 

Figura 10: Concentrações do Ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução 

livre e nanopartículas em branco (zeína) - (A) e concentrações do ácido elágico - (B). 
 

 

 
Fonte: Autor, 2019 (imagem própria). 
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Tabela 01 - Grupos experimentais e protocolos de tratamentos para teste do micronúcleo 

para genotoxicidade utilizando o ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em 
solução livre e nanopartículas em branco (zeína) (21 dias de tratamento). 

 

Tratamento Grupoa Doses 

Água (Controle Negativo) 1ª - 

ZNP-EA 2ª 5,3 mg / kg 

EAS 3ª 5,3 mg / kg 

BNZp 4ª 5,3 mg / kg 

DXR (Controle Positivo) 5ª 15 mg/kg p.c 

ZNP-EA + DXR 6ª Como em (2) e (5) 

EAS + DXR 7ª Como em (3) e (5) 

BNZp + DXR 8ª Como em (4) e (5) 

a Cada grupo de tratamento apresenta 5 animais. ZNP-EA: ácido elágico 
nanoencapsulado; EAS: ácido elágico em solução livre; BNZp: Nanopartículas em branco 
(Zeína); DXR: doxorrubicina. 

 
Tabela 02 - Grupos experimentais e protocolos de tratamentos para teste do micronúcleo 

para antigenotoxicidade utilizando o ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em 
solução livre e nanopartículas em branco ( zeína) (21 dias de tratamento). 

 

Tratamento Grupoa Doses 

Água (Controle Negativo) 1ª - 

ZNP-EA 2ª 5,3 mg / kg 

EAS 3ª 5,3 mg / kg 

BNZp 4ª 5,3 mg / kg 

DXR (Controle Positivo) 5ª 15 mg/kg p.c 

ZNP-EA + DXR 6ª Como em (2) e (5) 

EAS + DXR 7ª Como em (3) e (5) 

BNZp + DXR 8ª Como em (4) e (5) 

a Cada grupo de tratamento apresenta 5 animais. ZNP-EA:ácido elágico 
nanoencapsulado; EAS: ácido elágico em solução livre; BNZp: Nanopartículas de zeína 
(branco); DXR: doxorrubicina. 
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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 

horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) para o teste do micronúcleos. 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 histopatológica feitas no Centro Universitário Unichristus. 

 
3.5 PARÂMETROS AVALIADOS 

 
 

 
3.5.1 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). 

 

 
3.5.2 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 (ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e 

nanopartículas em branco (zeína) para a observação do processo genotóxico. 

Para a avaliação antigenotóxico, imediatamente após a administração do ZNP-EA, EAS e 

BNZp, 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). 

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

(Figura 11 - A e B). 

Figura 11: Esfregaço sanguíneo (A) e secagem das lâminas à temperatura ambiente (B) 
 

Fonte: Adaptado de Vale, 2019. 

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

12 - 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 12 – B) e lidas em microscópio óptico (Opton TIM- 

2008) na objetiva de imersão (100x). 

Figura 12: Fixação das amostras com metanol - (A); Lâminas coradas com Giemsa prontas 

para análises - (B). 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Vale, 2019. 

 
3.5.3 Análise das lâminas 
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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 13). 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 13: Eritrócitos Normocromáticos - ENC - (A); Eritrócitos Policromáticos – EPC – 

(B); Eritrócitos Policromáticos Micronucleados – EPCMN - (C) 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Vale, 2019. 
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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 ZNP-EA 

ou EAS ou BNZp + DXR e o C foi o grupo tratado com água (Controle Negativo). 

3.5.4 Análise macroscópica, peso relativo e microscópico dos órgãos. 
 

 
3.5.4.1 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: 

 

 
3.5.4.2 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. 

 
3.5.4.2.1 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 
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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; 

i) Esteatose microvesicular (>5%) em hepatócitos; 

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

 
3.5.4.2.2 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. 
 
 

 
3.5.4.2.3 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; 
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f) Pigmentos de hemossiderina e/ou lipofuscina. 
 

 
3.5.4.2.4 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): 

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. 
 

 
3.6 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 ÁCIDO ELÁGICO NANOENCAPSULADO, ÁCIDO ELÁGICO EM SOLUÇÃO LIVRE E 
NANOPARTÍCULAS EM BRANCO 

 
4.1.1 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 diferente soluções contendo ZNP-EA, EAS e BNZp na concentração de 5,3 mg / 

kg, p.c. 

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. 

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 ZNP-EA ou EAS ou 

BNZp na concentração de 5,3 mg / kg, p.c. cada. 

A Figura 14, demonstra a massa corpórea média dos animais tratados com diferentes 

concentrações do ZNP-EA, EAS ou BNZp no início (A) e no fim (B) do experimento. Verificamos a 

ausência de alterações significativas na massa corporal dos animais submetidos à dose de 5,3 

mg / Kg (p>0,05) nos grupos ZNP-EA e EAS. Em vista disso, o ZNP-EA e o EAS não alteram 

diretamente o peso corporal in vivo em doses tão altas quanto 5,3 mg / Kg administradas 

oralmente, endossando a segurança desta droga sob as condições experimentais utilizadas. 
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Figura 14: Massa corpórea média dos animais tratados com diferentes concentrações do ácido 

elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e nanoparticulas em branco (zeína) 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. 

 

 

 

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 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. 

 
4.1.2 Teste de micronúcleo 

 

 
4.1.2.1 Genotoxicidade e antigenotoxicidade do ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico 
em solução livre e nanopartículas em branco 

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

potencialmente genotóxicas (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 

Vale, (2019) realizou um estudo avaliando o potencial genotóxico e antigenotóxico do ácido 

elágico na sua forma isolada. As doses e o período de amostragem utilizadas nesse 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. Em seu estudo a concentração de 5,3 

apresentou um resultado significativo de antigenotoxicidade. Em razão deste resultado positivo 

que o acido elágico proporcionou na sua forma isolada resolvemos testar o mesmo ácido elágico 

porém nanoencapsulado e comparamos com o acido elagico em solução livre( isolado). 

Seguindo este protocolo, a administração do ZNP-EA, EAS e BNZp nos grupos de 

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

a rota de administração com a forma popular do uso do ácido elágico, 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 os 

grupos que receberam tratamento com ZNP-EA, EAS e BNZp e o grupo controle negativo 

(Tabela 03), demonstrando ausência total de genotoxicidade. 

Tabela 03: 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 a mesma concentração de ácido elágico nanpoencapsulado, ácido elágico em 

solução livre e nanopartículas em branso (zeina) e seus respectivos controles. 

 

Tratamento 
(mg/kg p.c.) 

 PCEMNs média ± DP   

24 
Horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

Controle 3.6 + 0.54 3.6 + 0.54 3.4 + 1.14 
3.6 + 
0.54 

3.6 + 0.89 

BZNp 5.4 + 1.14 5.0 + 0.70 5.0 + 0.70 
5.2 + 
0.83 

4.4 + 1.34 

EAS 3.8 + 1.09 4.4 + 0.89 5.2 + 1.78 
5.2 + 
0.44 

5.4 + 1.51 

ZNp-EA 5.4 + 0.89 4.8 + 0.83 5.2 + 0.44 
3.8 + 
1.30 

5.6 + 1.14 

DXR - - - - 35 + 1.00 

Os valores foram expressos como Média ± Desvio padrão (n=5/grupo). Não houve diferença estatística 
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significativa entre os grupos com ácido elágico nanoencapsulado (ZNP-EA), ácido elágico em solução 
livre (EAS) e nanopartículas em branco (zeína)( BNZp) 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 ZNP-EA e EAS não possuem efeito genotóxico nas 

condições empregadas. 

A DXR é considerada 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 os 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). 

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) 

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 um estudo anterior onde Vale, (2019) constatou que o ácido elágico 

isolado na dose de 5,3 mostrou resultados significativos de antogenotoxicidade (KILIC; 

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

al., 2018). 

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 esta via, utilizada 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 
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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 ZNP-EA, EAS e BNZp 

administrados 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 de 

genotoxicidade (Tabela 03). 

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 15), 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 ZNP-EA e o EAS foram associados com DXR, houve uma redução 

significativa na frequência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos, demonstrando um efeito 

antigenotóxico potente do ZNP-EA, com uma taxa de redução de 78,34% em 24 horas e 92,01% 

em 48 horas, e o EAS com 74,52% em 24 horas e 87,11% em 48 horas (Figura 15), quando 

comparado ao controle positivo (DXR). A concentração de 5,3 mg / Kg do ZNP-Ea foi capaz de 

reduzir o efeito genotóxico da DXR no mesmo nível do grupo não tratado após 48 horas. 

 
Figura 15: Frequências de eritrócitos policromáticos micronucleados (EPCMNs) tratados com as 

mesmas concentrações de ácido elágico nanoencapsulado + DXR (24 e 48 horas); ácido elágico 
em solução livre + DXR e nanopartículas em branco (zeína) + DXR 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. 
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Esses resultados corroboram com os estudos feitos por Vale et,al.(2019) onde 

demonstraram que o ácido elágico isolado na concentração de 5,3 foi capaz de aprensentar uma 

taxa de redução de micronúcleos de 77,07% em 24 horas e 89,02% em 48horas comparados ao 

grupo controle positivo,concluindo que o mesmo possui atividade antigenotóxica. 

Tavares, et al., 2018, realizaram um estudo com o objetivo de avaliar atividade 

antimicrobiana e antioxidante, onde constatou que o ácido elágico foi capaz de apresentar 

atividade antioxidante significativa . 

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 ZNP-EA associado à DXR com redução significativa nas freqüências 
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de micronúcleos em eritrócitos policromáticos de até 92,01% em 48 horas, quando comparado ao 

controle positivo. 

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 nanoencapsulado torna-se uma 

substância com grande potencial, desempenhando efeitos protetores, por meio da atividade 

antioxidante e antigenotóxica, proporcionando uma alternativa na prevenção ao câncer. 

 

 
4.1.2.2 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), não foram 

observadas alterações na proliferação celular, demonstrando ausência de efeito citotóxico em 

sangue periférico (eritrócitos) utilizando mesma concentração para o ácido elágico 

nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e nanopartículas em branco (zeína) (5,3 mg/kg 

p. c.) (p>0,05), por meio dos protocolos de tratamento empregados no referido estudo, Tabela 04. 

Além disso, o tratamento com doxorrubicina não apresentou redução na relação eritrócitos 
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policromáticos (PCE) e eritrócitos normocromáticos comparando com o grupo controle negativo 

(p>0,05). 

Tabela 04: Índice de divisão nuclear (IDN) em sangue periférico de animais submetidos as mesmas 

concentrações de ZNP-EA e/ou DXR; EAS e/ou DXR e BNZp e/ou DXR; e seus respectivos controles 
(24 horas, 48 horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias) após tratamentos. 

 

 
Tratamento 
(mg/kg p.c.) 

  IDN 
Média + D.P. 

  

24 
horas 

48 
Horas 

7 
Dias 

14 
Dias 

21 
Dias 

22 
Dias 

Controle 0.02 + 0.44 0.03 + 0.02 0.03 + 0.004 0.03 + 0.007 0.02 + 0.44 - 

BZNp 0.03 + 4,03 0.02 + 3.36 0.02 + 2.23 0.03 + 4.15 0.03 + 0.89 - 

EAS 0.02 + 2.95 0.02 + 1.87 0.03 + 3.16 0.03 + 4.63 0.03 + 3.08 - 

ZNp-EA 0.02+ 2.07 0.04 + 3.80 0.02 + 5.76 0.02 + 1.64 0.03 + 3.53 - 

DXR - - - - 0.02 + 0.89 0.02 + 0.89 

BZNp + DXR - - - - 0.02 + 2.70 0.04 + 2.12 

EAS + DXR - - - - 0.03 + 4.91 0.04 + 2.38 

ZNp-EA + DXR - - - - 0.03 + 3.36 0.03 + 2.82 

 
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.ZNp-EA: Ácido elágico nanoencapsulado; EAS: 
Ácido elágico em solução livre; BZNp: Nanopartículas em branco ( Zeína); 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. 

 

 
4.1.3 Análise macroscópica, peso relativo e microscópica dos órgãos 

 
 

 
Considerando os parâmetros cor, textura, tamanho e forma, não foram observadas 

alterações macroscópicas nos órgãos vitais. Não foi observada nenhuma alteração significativa 

da massa relativa aos órgãos com o uso de ZNP-EA, EAS e BNZp 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 05. 
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Tabela 05. Efeito do ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e nanopartículas em 

branco (zeína) sobre a massa média dos órgãos dos animais tratados durante 21 dias com as mesmas 
concentrações. 

 

 
Dose 

(mg/kg/dia) 

 Órgãos (g/100 g de massa corpórea)  

Tratamento    

Rim 
Direito 

Rim 
Esquerdo  Fígado Baço Coração 

Controle - 1.06 + 0.05 0.15 + 0.03 0.14 + 0.003 0.20 + 0.02 0.19 + 0.02 

DXR 15 1.11 + 0.04 0.12 + 0.02 0.13 + 0.007 0.17 + 0.01 0.16 + 0.01 

BZNp 5.3 1.21 + 0.13 0.09 + 0.03 0.18 + 0.01 0.19 + 0.03 0.18 + 0.02 

EAS 5.3 1.13 + 0.19 0.07 + 0.04 0.17 + 0.03 0.17 + 0.02 0.17 + 0.06 

ZNp-EA 5.3 1.23 + 0.23 0.12 + 0.01 0.18 + 0.01 0.21 + 0.03 0.23 + 0.02 

 

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 16). 

 
FIGURA16: Análises Histopatológicas dos órgaos Coração, Baço, Fígado e Rins dos submetidos 
a tratamento com as substâncias ácido elágico nanoencapsulado, nanopartículas em branco e 
ácido elágico em solução livre. 

 

 

Com relação ao coração nos grupos controle negativo ( NC), controle 
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positivo ( PC) e nanopartículas em branco ( BNZp) apresentaram ausência de 

focos inflamatórios ou hemorragia ou de pigmentos de hemossiderina, assim como no 

grupo tratado com ácido elágico em solução livre (EAS) e no grupo com ácido elágico 

nanoencapsulado (EA-ZNp). Também foi possível apresentar preservação de fibras longitudinais 

e transversais nos grupos controle negativo e positivo bem como nos grupos tratados com 

nanopartículas em branco e o grupo ácido elágico em solução livre. Pode-se observar que no 

grupo tratado com ácido elágico nanoencapsulado não houve preservação nas fibras 

longitudinais. 

Em relação ao Baço o grupo controle positivo apresentou notável Hiperplasia de polpa 

branca, bem como no grupo tratado com ácido elágico nanoencapsulado. Discreta congestão de 

polpa vermelha pôde ser observada em um animal do grupo nanopartículas em branco (zeína) e 

um animal do grupo ácido elágico em solução livre. 

Nas amostras de fígado o grupo controle negativo apresentou ausência de focos 

inflamatórios ou sinais de esteatose micro/macrovesicular ou necrose/apoptose. No grupo 

controle positivo pode-se observar discreta tumefação celular dos hepatócitos, além de 

considerável congestão portal e da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer e 

hemorragia sinusoidal. No grupo nanopartículas em branco (zeína) houve congestão portal e da 

veia centrolobular, tumefação celular de hepatócitos e hiperplasia das células de Kupffer também 

podiam ser observadas, além de discreta degeneração hidrópica. No grupo tratado com ácido 

elágico livre os resultados foram similares com as amostras exibindo congestão portal e da veia 

centrolobular, tumefação celular de hepatócitos, hiperplasia das células de Kupffer e considerável 

degeneração hidrópica. No grupo tratado com ácido elágico nanoencapsulado os achados de 

congestão portal e da veia centrolobular, tumefação de hepatócitos e hiperplasia das células de 

Kupffer não foram observados apesar de haver discreta degenaração hidrópica. 

Com relação aos rins (direito e esquerdo) nos grupos controle negativo, controle positivo e 

nanopartículas em branco (zeína) não houve tumefação celular ou vacuolização do epitélio 

tubular, no entanto no grupo controle positivo pôde-se observar tumefação celular e instersticial. 

No grupo tratado com ácido elágico pode-se observar tumefação celular e do epitélio tubular 

porém sem vacuolização do mesmo e notável hemorragia tubular e intericial. Ocasionais focos de 

colindrohialino puderam ser observados no grupo com ácido elágico livre, mas não no 

nanoencapsulado. 

Diversos parâmetros como hematológicos e anatomopatológicos podem ser utilizados 

para determinar evidências de toxicidade de diversas substâncias (VIDAL et al., 2003). Neste 

estudo, não foi verificado nenhuma alteração significativa da massa relativa dos órgãos com o 

uso do ácido elágico nanoencapsulado, ácido elágico em solução livre e nanopartículas em 

branco   (5,3   mg   /   kg,   p.   c.)   em   comparação   ao   grupo   controle. 
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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 o ZNP-EA, EAS 

e BNZp 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 o ZNP-EA, EAS e BNZp não é genotóxica 

e citotóxico. Além disso, apresentou um efeito antigenotóxico substancial, com uma taxa de 

redução de aproximadamente 92,01%; 87,11% e 77,93% respectivamente em um período de 48 

horas e, como tal, poderia ser considerada uma alternativa importante na quimioprevenção de 

doenças relacionados a danos oxidativos e ao DNA. 
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Diante dos resultados obtidos: 

 
 A análise do efeito do ZNP-EA e EAS sobre a massa corpórea dos animais tratados 

com a mesma concentração 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 ZNP-EA, EAZ e BNZp não foram evidenciados um aumento 

na frequência de EPCMNs nos grupos tratados com a mesma concentração (24 horas, 48 horas, 

7 dias, 14 dias e 21 dias). Entretanto, observou-se uma diminuição dessa frequência de EPCMNs 

utilizando a mesma concentração do ZNP-EA e/ou + DXR (24 e 48 horas). Neste contexto, foi 

constatado ausência de efeito genotóxico e a presença do efeito antigenotóxico do ZNP-EA, EAS 

e do BNZp , 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 a proliferação celular, 

demonstrando ausência de efeito citotóxico. 

 
 Na avaliação das características anatomopatológicas do fígado, baço, coração e rins 

dos animais submetidos aos tratamentos com ZNP-EA, EAS, BNZp 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 ZNP-EA, incluindo um estudo crônico do mesmo. 
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ANEXOS 
 

Anexo – 1 Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo 2 – Comprovante de submissão na Food and Chemical Toxicology do 
Manuscrito: Evaluation of cytotoxicity, genotoxicity and antigenotoxicity of 
nanoencapsulated ellagic acid . 
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Abstract 

Introduction: Ellagic acid is a naturally occurring phenolic phytochemical belonging to the group 
of ellagitannins, which in turn belong to the group of hydrolyzable tannins of polyphenols. The 
same can be found in plants in their free form, or in the form of ellagitannins, and in the cell 
membrane. Zeina is a natural polymer whose biological potential has also gained attention. 
Objectives: To evaluate the cytotoxic, genotoxic, antigenotoxic and histopathological potential of 
nanoencapsulated ellagic acid by the in vivo test system. Methodology: The method used to 
determine the cytotoxic effect was determined by calculating the nuclear division index (IDN). To 
determine genotoxicity and antigenotoxicity, the micronucleus test method was used in peripheral 
blood cells of male Swiss mice from the Vivarium of the State University of Campinas. For 
genotoxic evaluation, the animals were treated with nanoencapsulated ellagic acid (ZNP-EA); 
ellagic acid in free solution (EAS) and blank nanoparticles (BNZp) each solution with a 
concentration of 5.3 mg / kg b. w .. Peripheral blood samples were collected 24, 48 hours 7, 14 
and 21 days for the subchronic treatment. For the antigenotoxic effect, the animals were treated 
with pre-established concentrations, followed by intraperitoneal injection of doxorubicin - DXR (15 
mg / kg b. w.). Results and discussion: The administered substances did not show genotoxic 
activity compared to the negative control group. However, when administered with DXR they 
showed an antigenotoxic activity with a reduction rate of 92.01% in 48 hours compared with the 

mailto:danilodv_nascimento@hotmail.com
mailto:everton.pantoja.vale@gmail.com
mailto:lucasrego.bio@outlook.com
mailto:paulo_goberlanio@yahoo.com.br
mailto:walter_sou_z@hotmail.com
mailto:phabio_oliveira@yahoo.com.br
mailto:moacir.monteironeto@yahoo.com.br
mailto:danilodv_nascimento@hotmail.com


Anexos 69  

positive control group showing that it was able to decrease micronuclei in polychromatic 
erythrocytes. There was no cytotoxicity in the tested substances and the Histopathological result 
revealed that there was no toxicity in relation to the liver, spleen, heart and kidney organs. 
Conclusion: The results reinforce the potential of ellagic acid in combination with zein, providing 
its great antioxidant and antigenotoxic potential. 

Key words: Ellagic acid; Nanoencapsulation; Micronucleus; toxicity; Mutagenicity. 
 

 

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 

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), Ellagic acid nanoencapsulated (ZNP-EA), Ellagic acid free solution 

(EAS), White nanoparticles (BZNp). 

 
Highlights 

 
 Peripheral blood micronucleus test is considered a simple and very informative 

method, detecting DNA damage in vivo. 

 Nanoencapsulated Ellagic acid does not cause cytotoxic and genotoxic effects 

under the conditions evaluated. 

 Nanoencapsulated Ellagic acid presented a potent antigenotoxic effect, 

protecting the DNA against damage induced by doxorubicin. 

 Nanoencapsulated Ellagic acid does not alter body mass and hematological 

parameters under the conditions evaluated. 
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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, 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). 

Zein, one of the main corn storage proteins, is an excellent medium for the production of 

nanoparticles (WANG; YIN; PÁDUA, 2008). Being used in the formation of nanoparticles for the 



Anexos 71  

encapsulation of essential oils (PARRIS; COOKE; HICKS, 2005); vitamins (LUO; TENG; WANG, 

2012); chemotherapeutic agent (LAI ,; GUO, 2011) among other compounds. They have a 

recognized coating capacity for bioactive compounds (LAWTON, 2002; SHUKLA; CHERYAN, 

2001; HAMAKAR et al., 1995). 

Zein is an important coating material, as it has characteristics such as: natural and 

renewable source, biodegradability, low cost, bioavailability, long history of use (PATEL; 

VELIKOV, 2011; LIN et al., 2011; LUO et al. , 2010; SHUKLA; CHERYAN, 2001) hydrophobicity, 

bioadhesion, high film-forming capacity, good binding capacity with drugs, elasticity and potential 

for cellular absorption (LUO et al., 2013; PATEL; VELIKOV, 2011; QUISPE-CONDORI; 

SALDAÑA; TEMELLI, 2011; HAWKINS; SOONSHIONG; DESAI, 2008; WANG et al., 2005; 

SHUKLA; CHERYAN, 2001). 

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 nanoencapsulated 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 Preparation and characterization of ellagic acid solution and nanoparticles 

 
The nanoparticles were obtained by nanoprecipitation, according to our previously 

described method, using zein protein as a carrier and EA at 288 µg/ml. Briefly, zein was dissolved 

in ethanol, which was thereafter diluted with ultra-pure water. Separately, a methanolic solution of 

EA was prepared and added dropwise under constant stirring, resulting in the nanoparticles 

loading and formation (EAZNp). Blank zein nanoparticles (BZNp) were prepared in the same 

manner, except for the absence of drug, and used as control. An EA solution prepared in the 

same manner, except for the absence of zein was been used to compare the effect of the 

nanoencapsulation in the biological activities of EA. 

Size, polydispersity index (pdI), zeta potential and pH for the nanoparticles were: EAZNp 

(568.6 nm, 0.218, +36.1mV and 4.7) and BZNp (313.9 nm, 0.151, +33.0 mV and 5.7), determined 
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using a dynamic light scattering (DLS) analyzer (Zetasizer® Nano-ZS90, Malvern Instruments). 

Blank, ellagic acid-loaded nanoparticles (EAZNp) and the corresponding solution (EASol) 

were administered in a volume of ml. To obtain the dose of 5.3 µg/kg, freshly prepared 

nanoparticles and solution were diluted in purified water. 

2.3 Chemical agent inducing DNA damage 
 

 
The doxorubicin chemotherapy (DXR) (Rubidox® Smartfarma Ltda., São Paulo, SP) was 

used to induce DNA damage in peripheral blood cells (positive control). The inducer was 

dissolved in distilled water and administered intraperitoneally (0.3 mL / animal). The concentration 

of DXR (15 mg / kg body weight, p.c.) was established according to the literature (FRANKE et al., 

2005; VENKATESH et al., 2007). 

 
2.4 Obtaining and maintaining animals 

 

 
Swiss male mice aged 6 - 7 weeks and approximately 25 + 5 g of body weight (bw), from 

the Vivarium of the Multidisciplinary Center for Biological Research in the Area of Laboratory 

Animal Science (CEMIB) of the State University of Campinas, were used. (UNICAMP) The 

research was conducted according to internationally accepted protocols for the use and care of 

laboratory animals. They were kept in plastic boxes in an experimental room, under controlled 

conditions of temperature (23 + 2 ºC), humidity (50 + 10%), 12 hours of light-dark cycle, with ad 

libitum access to food and water. The treatment protocols performed in this work were approved 

by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Amapá 

(Protocol 028/2018). 

 
2.5 Experimental design 

 

 
The animals were randomly divided into eight groups, containing five mice in each 

treatment group. The concentrations used of nanoencapsulated ellagic acid (5.3 mg / kg / b.w.,), 

ellagic acid in free solution (5.3 mg / kg / b. w.) And white nanoparticles (5.3 mg / kg / b. w.) were 

determined based on a previous study where we carried out the evaluation of genotoxicity and 

antigenotoxicity of ellagic acid isolated in the concentration of 5,3mg / kg / b.w. doin which the 

Guide for Conducting Non-Clinical Studies on Toxicology and Pharmacological Safety Necessary 

for the Development of Medicines of ANVISA in 2013 and works in the literature, administered by 

gavage (0.5 mL) for 21 consecutive days, were used at intervals 24 hours, doxorubicin (15 mg / 

kg b.w.) was administered with an intraperitoneal injection (ip) and samples were subsequently 

collected. 
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The animals were weighed daily before gavage, in order to assess possible changes in 

body mass resulting from the treatment. During the treatment period, collections of the caudal vein 

(24 hours, 48 hours, 7 days, 14 days and 21 days) were performed for the micronucleus test. 

Subsequently, the mice were euthanized through a gas camera (CO2) with continuous flow, to 

collect the organs of interest (liver, spleen, heart and kidneys), which were weighed on a high- 

precision scale and evaluated macroscopically. Then, the organs were stored in collecting tubes, 

duly identified, containing 10% buffered formaldehyde solution, thus maintaining the conservation 

of the specimens until the histopathological analyzes carried out at the Unichristus University 

Center. 

2.6 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 

nanoencapsulated ellagic acid + DXR or ellagic acid in free solution + DXR or nanoparticles on 

white + DXR and C was the group treated with water (Negative Control). 

 
2.7 Subacute toxicity test 

 

 
2.7.1 Body mass of animals 

 

 
The animals were checked daily during the experiment to evaluate the resulting body mass 

(in g) variation and compared between the treatments received. 
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2.7.2 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. 

 
2.8 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 ZNP-EA, EAS and BNZp 

 
In the genotoxicity assay, no significant differences (p> 0.05) were observed in the 

frequency of micronuclei in polychromatic erythrocytes between the ZNP-EA, EAS, BNZp groups 

and the negative control group (Table 1), demonstrating a total absence of genotoxicity. On the 

other hand, the positive control group treated with DXR significantly increased the frequency of 

micronuclei compared to the negative control group. In addition, when ZNP-EA, EAS was 

associated with DXR, it significantly reduced the frequency of micronuclei, demonstrating a potent 

antigenotoxic effect with reduction rates of 78.3 and 74.5% in 24 hours and 92 and 87.1% within 

48 hours for the 5.3 mg / kg dose, respectively (Figure 1). Compared to the positive control (DXR) 

the group that received ZNP-EA was able to reduce the genotoxic effect of DXR to the same level 

as the untreated group of DXR after 48h. 

 
3.1.2 Nuclear division index – cytotoxicity 
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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 ZNP-EA at 

the tested dose 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 ZNP-EA, EAS 

and BNZp. 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 Histopathologic examination 

 

In view of the parameters of Organs vital organs, color, texture, size and anatomical 

aspect, no macroscopic changes were observed. Likewise, there were no significant differences 

(p> 0.05) in the organ mass of animals treated with the same concentration as ZNP-EA, EAS and 

BNZp (Table 3). Some occasional morphological changes have been observed microscopically in 

animals. Regarding the Spleen, the positive control group showed a notable white pulp 

hyperplasia, as well as in the group treated with nanoencapsulated ellagic acid. Discrete red pulp 

congestion could be observed in an animal in the white nanoparticles group (zein) and an animal 

in the ellagic acid group in free solution. 

In the liver samples, the negative control group showed no inflammatory foci or signs of 

micro / macrovesicular steatosis or necrosis / apoptosis. In the positive control group, slight 

hepatocyte cell swelling can be observed, as well as considerable portal and centrilobular vein 

congestion, Kupffer cell hyperplasia and sinusoidal hemorrhage. In the white nanoparticles (zein) 

group, there was portal and centrolobular vein congestion, hepatocyte cell swelling and Kupffer 

cell hyperplasia could also be observed, in addition to mild hydropic degeneration. In the group 

treated with free ellagic acid the results were similar with the samples showing portal and 

centrolobular vein congestion, hepatocyte cell swelling, Kupffer cell hyperplasia and considerable 

hydropic degeneration. In the group treated with nanoencapsulated ellagic acid, the findings of 

portal congestion and centrilobular vein, swelling of hepatocytes and hyperplasia of Kupffer cells 

were not observed despite slight hydropic degeneration. 

Regarding the kidneys (right and left) in the negative control, positive control and blank 

nanoparticles (zein) groups, there was no cell swelling or vacuolization of the tubular epithelium, 

however, in the positive control group, cell and interstitial swelling was observed. In the group 
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treated with ellagic acid, cell and tubular epithelial swelling can be observed, but without 

vacuolization of the same and notable tubular and intericial hemorrhage. Occasional outbreaks of 

colindrohialino could be observed in the group with free ellagic acid, but not in the 

nanoencapsulated one. 

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 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 
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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 ZNP-EA associated with DXR at all doses tested, with a significant (%) 

reduction in the frequencies of micronuclei in polychromatic erythrocytes of up to 92% in 48 hours, 

when compared to the positive control. 

The possible reason for the antigenotoxic behavior of ZNP-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. 

The sporadic occurrence of lesions have been observed in the organs, both in the treated 

and untreated control groups. In this context, the treatment with ZNP-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 ZNP-EA is not genotoxic and cytotoxic . Adittionaly, it 

presented a substantial antigenotóxico 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 ZNP-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 dose studied presented a 

substantial antigenotoxic effect reaching up to 92% protective effect. Therefore, these results may 

optimize the use of ZNP-EA and provide an alternative to prevent the DNA damage and minimize 
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the side effects caused by various chemotherapeuticals, including DXR, genotoxic effect and as 

such, could be considered an important alterna. 
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Figura 1:Micronucleated polychromatic erythrocyte (PCEMNs) frequency of mice treated with the 

same concentration of ellagic acid nanoencapsulated + doxurubbicin (after 24 and 48 hours), 
ellagic acid in free solution + doxurubicin (after 24 and 48 hours) and nanoparticles on white + 
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. 

https://doi.org/10.1080/02772248.2015.1063253
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Figura 2: Mean body mass of animals treated with the same concentration of ellagic acid 

nanoencapsulated, ellagic acid in free solution and nanoparticles on white 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. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Table 1: Frequencies of micronucleated polychromatic erythrocytes (PCEMNs) in peripheral 

blood of Swiss mice treated with the same concentration of ZNP-EA, EAS and BNZp of and their 
respective controls. 
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Treatment 

(mg/kg b.w.) 

 PCEMNs mean ± SD   

24 
Hours 

48 
Hours 

7 
Days 

14 
Days 

21 
Days 

Control 3.6 + 0.54 3.6 + 0.54 3.4 + 1.14 
3.6 + 
0.54 

3.6 + 0.89 

BZNp 5.4 + 1.14 5.0 + 0.70 5.0 + 0.70 
5.2 + 
0.83 

4.4 + 1.34 

EAS 3.8 + 1.09 4.4 + 0.89 5.2 + 1.78 
5.2 + 
0.44 

5.4 + 1.51 

ZNp-EA 5.4 + 0.89 4.8 + 0.83 5.2 + 0.44 
3.8 + 
1.30 

5.6 + 1.14 

DXR - - - - 35 + 1.00 

Results are expressed as mean ± standard deviation. (ANOVA and Tukey's test).ZNP-EA: 
nanoencapsulated ellagic acid; EAS: ellagic acid in free solution; BNZp: nanoparticles on white. 
PCEMNs: Micronucleated polychromatic erythrocyte frequencies. 

 
Table 2:Nuclear division index (NDI) in peripheral blood of mice submitted to the same 

concentration of nanoencapsulated ellagic acid and / or DXR; ellagic acid in free solution and / or 
DXR; nanoparticles on white and / or DXRand their respective controls. 

 

 
Treatment 

(mg/kg b.w.) 

  NDI 
Mean + S.D. 

  

24 
Hours 

48 
Hours 

7 
Days 

14 
Days 

21 
Days 

22 
Days 

Control 0.02 + 0.44 0.03 + 0.02 0.03 + 0.004 0.03 + 0.007 0.02 + 0.44 - 

BZNp 0.03 + 4,03 0.02 + 3.36 0.02 + 2.23 0.03 + 4.15 0.03 + 0.89 - 

EAS 0.02 + 2.95 0.02 + 1.87 0.03 + 3.16 0.03 + 4.63 0.03 + 3.08 - 

ZNp-EA 0.02+ 2.07 0.04 + 3.80 0.02 + 5.76 0.02 + 1.64 0.03 + 3.53 - 

DXR - - - - 0.02 + 0.89 0.02 + 0.89 

BZNp + DXR - - - - 0.02 + 2.70 0.04 + 2.12 

EAS + DXR - - - - 0.03 + 4.91 0.04 + 2.38 

ZNp-EA + DXR - - - - 0.03 + 3.36 0.03 + 2.82 

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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Table 3: Effect of nanoencapsulated ellagic acid, ellagic acid in free solution and nanoparticles on 

white on the mean organs mass of treated mice and their respective control groups. 
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Dose 
(mg/kg/day) 

 Organs (g/100 g of body weight)  

Treatment    

Right 
Kidney 

Lefty 
Kidney  Liver Spleen Heart 

Control - 1.06 + 0.05 0.15 + 0.03 0.14 + 0.003 0.20 + 0.02 0.19 + 0.02 

DXR 15 1.11 + 0.04 0.12 + 0.02 0.13 + 0.007 0.17 + 0.01 0.16 + 0.01 

BZNp 5.3 1.21 + 0.13 0.09 + 0.03 0.18 + 0.01 0.19 + 0.03 0.18 + 0.02 

EAS 5.3 1.13 + 0.19 0.07 + 0.04 0.17 + 0.03 0.17 + 0.02 0.17 + 0.06 

ZNp-EA 5.3 1.23 + 0.23 0.12 + 0.01 0.18 + 0.01 0.21 + 0.03 0.23 + 0.02 

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. 
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