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RESUMO

Analisa-se a atividade antibacteriana e antifingica, o crescimento, a diferenciagao
celular e a acao mutagénica do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta (cip6-
-de-sao-joao) em Herpetomonas samuelpessoai. As atividades antimicrobianas foram
analisadas por intermédio de métodos de difusao em agar e macrodiluicao. O cres-
cimento e a diferenciacao celular de H. samuelpessoai foram realizados em meio
quimicamente definido a 28°C/48 h e analisados quantitativa (camara de Neubauer) e
qualitativamente (formas pré/para/opistomastigota) apos coragao panética. A avalia-
¢ao mutagénica foi realizada pelo teste do microntcleo em eritroblastos de camundon-
gos Swiss albinus ap6s tratamentos via gavagem (1.000-2.000mg/kg) e decorridos os
tempos de 24-48 h. Os resultados mostraram: a) auséncia de atividade antimicrobiana
para todas as cepas testadas, isto é, B. cereus, B. stearothermophilus, B. subtilis, .
aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, M. luteus, P. mirabilis, P. aeruginosa, S. typhimurium,
S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. salivarius, C. albicans, C. neoformans e S.
cerevisiae, independentemente das concentracgoes (72,6-145,2 mg/mL); b) auséncia de
efeitos sobre o crescimento e a diferenciacao celular de H. samuelpessoari; c) auséncia
de efeitos potencialmente clastogénico e/ou aneugénico, independentemente de sexo,
tempo e dosagem. Esses dados sugerem que o extrato de Pyrostegia venusta é seguro,
podendo ser administrado por via topica e oral, uma vez que nao apresenta potencial
carcinogénico/mutagénico. Pelas condi¢des propostas o mesmo nao deve ser usado
como antimicrobiano.

Palavras-chave: Produtos com Acao Antimicrobiana; Mutagénese; Diferenciacao Celular;
Pyrostegia venusta.

ABSTRACT

This study analyzes antibacterial and antifungal activities, growth, cell differentiation and
mutagenic effect of the hydroalcoholic extract of Pyrostegia venusta on Herpetomonas
samuelpessoai. The antimicrobial activities were analyzed using agar diffusion and
macrodilution methods. H. samuelpessoai growth and cell differentiation were performed
in a chemically defined environment at 28°C/48h and analyzed both quantitatively
(Neubauer chamber) and qualitatively (pro/para/opisthomastigote forms) after panopti-
cal coloration. The mutagenic assessment consisted of micronucleus test of Swiss albinus
mice’s eritroblastes 24-48 hours after gavage treatment (1,000-2,000 mg/kg). The results
pointed to: a) No antimicrobial activity for all the tested strains, namely: B. cereus, B. stea-
rothermophilus, B. subtilis, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, M. luteus, P. mirabilis,
P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. salivarius, C.
albicans, C. neoformans, and S. cerevisiae, irrespective of concentration (72.6-145.2 mg/

272 Rev Med Minas Gerais 2011;21(3):272-279



Efeito do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta na mutagénese “in vivo”, e avaliagao antimicrobiana [...]

mlL); b) no effects on H. samuelpessoali cell growth and
differentiation; c) no potentially clastogenic and/or aneu-
genic effects, irrespective of sex, duration, and dosage.
These results suggest that the Pyrostegia venusta extract
is safe and can be administered both topically and
orally, as it has no carcinogenic/mutagenic potential.
Given the proposals conditions, the extract should not
be used as a antimicrobial product.

Key words:Antimicrobial Products; Mutagenesis; Cell
Differentiation, Pyrostegia venusta.

INTRODUCAO

A utilizacao de plantas medicinais como recur-
so terapéutico representa instituicao generalizada
na Medicina popular brasileira. Os conhecimentos
acumulados ao longo do tempo, entretanto, eviden-
ciam que seu efeito nem sempre € benéfico, podendo
promover efeitos nocivos. A fitoterapia € muito usado
na automedicacao e, devido a facilidade do acesso,
pode agravar seus riscos potenciais.'?

Os tripanosomatideos do género Herpetomonas
tém sido amplamente empregados como modelos ex-
perimentais em estudos da Biologia e Fisiologia dos
protozoarios. As vantagens de se trabalhar com tais or-
ganismos incluem a facilidade de manuseio, auséncia
de riscos de contaminagao e a relativa simplicidade
com que eles se desenvolvem em meios artificiais.>®

Apesar de a utilizagao de tripanosomatideos
como modelos para o estudo de acao de drogas sinté-
ticas ser bastante investigada no meio cientifico, ain-
da é pouco explorado seu uso em testes com extratos
vegetais e, consequentemente, quais efeitos exercem
em nivel celular in vitro.’

O método do microntcleo baseia-se na andlise da
frequéncia de danos ocorridos ao DNA, os quais sao
resultantes de mitoses ou meioses celulares que, em
contato com agentes clastogénicos e aneugénicos,
podem gerar a perda de fragmentos ou de cromos-
somos inteiros, formando, assim, os micronuicleos.”®

A Pyrostegia venusta € uma planta da familia
Bignoniaceae popularmente conhecida como cip6-
-de-sao-joao, encontrada, frequentemente, dispersa
em campos, margens de estradas e cercas de pasta-
gens.9 Suas flores sao usadas na Medicina popular
para tratamento de manchas brancas no corpo (leu-
coderma, vitiligo) e como tonico antidiarreico.!® !

Nao existem relatos na literatura relacionados a
pesquisas sobre a atividade antimicrobiana e muta-
génica dessa planta, assim como efeitos em sistemas
eucarioticos unicelulares in vitro. Desta forma, o pre-

sente artigo mostra os resultados sobre a agao antimi-
crobiana do extrato de folhas de Pyrostegia venusta,
seu efeito no crescimento e na diferenciacao celular
de H. samuelpessoai e sua a¢cao mutagenica in vivo.

MATERIAIS E METODOS ___

Coleta das espécimes - as folhas de Pyrostegia venus-
ta foram coletadas em Alfenas — MG, a beira da Rodovia
MG-179, km zero, no més de junho de 2008 e identificadas
pela equipe do Laboratério de Botanica da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL), sendo a exsicata armazena-
da no Herbario da Universidade José do Rosario Vellano
(UNIFENAS), Alfenas-MG, sob o n° 270.

Obtengdo do extrato — o extrato das folhas frescas
de Pyrostegia venusta foi obtido utilizando-se alcool
etilico a 70%, conforme técnica descrita por Caceres
et al?. Foram pesados 600 g das folhas da planta e
colocados em 3.000 mL de alcool. Essa mistura foi
macerada em balao volumétrico (5.000 mL) e arma-
zenada a temperatura ambiente por 15 dias, ao abrigo
da luz. Ap6s 15 dias o mesmo foi filtrado e mantido
sob refrigeracao. Posteriormente, foi concentrado
e passado em filtro Millipore® (0,22 um). O extrato
assim obtido foi colocado em frasco ambar estéril e
mantido sob refrigeracao a 4°C.

Acao antimicrobiana — para os experimentos de
acao antimicrobiana, foram utilizadas as seguintes
cepas bacterianas e leveduras: Bacillus cereus (ATCC
11778), Bacillus stearothermophilus (ATCC 7953), Ba-
cillus subtilis (ATCC 6633), Enterobacter aerogenes
(ATCC 13048), Escherichia coli (ATCC 25922), Esche-
richia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Proteus mira-
bilis (ATCC 25933), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25619), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococ-
cus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Streptococcus salivarius (1AL 1863), Candida albi-
cans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans (ATCC
20509) e Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601).

Os testes de atividade antimicrobiana do extrato
vegetal de Pyrostegia venusta foram realizados por
dois métodos, de acordo com padroes do National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NC-
CLS)®: teste de difusao em agar e teste de diluicao
em tubo. Foram utilizadas as concentracoes de 72,6
mg/mL e 145,2 mg/mL de extrato.
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Crescimento e diferenciagao celular — o crescimen-
to de Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252),
incubada juntamente com concentracoes crescentes
do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, foi
estimado pela contagem em camara de Neubauer. A
diferenciacao foi realizada em meio de cultivo qui-
micamente definido. Cerca de 10° de células foram
incubadas juntamente com doses crescentes do ex-
trato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta a 28°C por
48 horas. Os percentuais de formas para, pré e opis-
tomastigota foram determinados a partir de micros-
copia optica, ap6s coloracao pelo método pandtico
rapido. Pelo menos 200 células foram examinadas
em cada preparagao.

Determinacao da DL50 — a determinagao da DL
50 foi realizada conforme as normas preconizadas
pela Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD). Foram usados camundongos
Swiss albinos, fémeas, com peso corporal entre 30
e 40 gramas, mantidos em caixas de polietileno em
ambiente climatizado a 22°C + 3°C, umidade relativa
do ar igual a 50% + 20% e em ciclos de luminosida-
de de 12 horas, tratados com ragao comercial Labi-
na Purina® (Nestlé Purina Petcare Company) e agua
ad libitum. Os animais foram selecionados aleatoria-
mente e agrupados em caixas, marcados de modo
a permitir-se sua identificacao individual e mantidos
por cinco dias a fim de se aclimatarem as condi¢oes
do Laboratério. Os animais jejuaram por quatro ho-
ras (o alimento foi negado, mas nao a agua) antes
do inicio do tratamento. Em seguida ao periodo de
jejum, os animais foram pesados e o extrato admi-
nistrado em dose Gnica por gavagem, usando-se um
tubo gastrico. Apos, o alimento ainda foi negado por
mais uma a duas horas. Trés animais foram usados
em cada passo. A dose inicial testada foi de 300 mg/
kg de peso corporal e, posteriormente, de 2.000 mg/
kg. Estes foram observados individualmente apds a
administracao da dose pelo menos uma vez duran-
te os primeiros 30 minutos, periodicamente durante
as primeiras 24 horas, com especial atengcao durante
as primeiras quatro horas e, apds, diariamente, num
total de 14 dias. No término do teste, os animais so-
breviventes foram pesados e sacrificados humanita-
riamente (camara de CO,).

Teste de mutagenicidade — para o teste do micro-
nicleo (MN), a técnica utilizada para a obtencao das
células de medula 6ssea para o estudo da frequéncia
de microntcleos foi a descrita por Schimd"” e modi-
ficada por Zambrano et al’. O tratamento foi admi-
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nistrado por gavagem uma tnica vez, empregando-se
cinco grupos de animais (trés machos e trés fémeas
por grupo) em duplicata, para posteriores analises
nos tempos de 24 e 48 h (tratamentos de 1.000, 1.500
e 2.000 mg/kg). Controles negativo (NaCl 0,9%) e
positivo (50 mg/kg de N-Nitroso-N-etilurea) foram in-
cluidos. Apés os tempos de tratamento, os animais
foram sacrificados por inalacao de CO2 em camaras
de acrilico adaptadas. Os fémures foram retirados e,
rapidamente, células da medula 6ssea foram coleta-
das (1 mL de NaCI 0,9%), homogeneizadas e centri-
fugadas (1.000 rpm/5 min). Os sedimentos celulares
foram ressuspensos (500 uL de formol 4% em NaCl
0,9%). As laminas foram preparadas por esfregaco,
mantidas a temperatura ambiente e submetidas a
coloragao (Leishman eosina-azul). Eritrécitos poli-
cromaticos (PCEs) foram analisados quanto a micro-
nicleos (aumento de 1.000x).

FEstatistica — para os ensaios de agcao antimicro-
biana e diferenciacao celular foi adotada estatistica
descritiva. Os dados obtidos no teste do micronicleo
foram submetidos a anélise estatistica de variancia,
em delineamento inteiramente casualizado e esque-
ma fatorial 5x2x2 (tratamentoxsexoxtempo), € ao
teste Tukey (5% de significancia), empregando-se o
software SAS® (versao 8.01).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que diz respeito ao peso seco do extrato, este
apresentou a concentracao de 726 mg/mL de extrato
hidroalcodlico das folhas de Pyrostegia venusta.

Com referéncia a atividade antimicrobiana do ex-
trato, pela técnica de difusao em &agar, nao foi cons-
tatada acao deste para as 19 cepas testadas de bacté-
rias e fungos. Desta maneira, nao houve formacgao de
halos de inibicao nas concentragoes testadas (72,6
mg/mL e 145,2 mg/mL).

Nas concentragoes testadas, nao foram constata-
das, pelo método de diluicao em caldo, nem a ca-
pacidade em inibir o crescimento microbiano (CIM)
nem mesmo a propriedade microbicida minima
(CMM), quando repicados para meios solidos.

A atividade antimicrobiana de extratos e dleos ve-
getais deve-se, em sua maioria, a produtos do meta-
bolismo secundario, como terpenoides e compostos
fendlicos, como flavonoides e saponinas, que também,
na forma pura, exibem atividade. A diferenca entre
achados de atividade antimicrobiana descritos em
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plantas pode estar relacionada com a quantidade de
principios ativos presentes nos extratos, visto que essa
quantidade esta relacionada a agao dos mesmos."”
Apesar de constatados por Ferreira et al'® em estu-
dos fitoquimicos da planta Pyrostegia venusta compos-
tos associados a atividade antimicrobiana, como os fla-
vonoides, o extrato deste vegetal, no presente estudo,
nao apresentou resultados que afirmassem a agcao con-
tra agentes microbianos. Esse fato também pode estar
relacionado a diferencas entre os locais de coleta da
planta, sazonalidade, concentra¢oes ensaiadas e meto-
dologia de extragcao dos principios ativos, entre outras.
Os resultados obtidos na determinacao da CIM e
CMM corroboraram os resultados encontrados na técni-
ca de difusao em agar, demonstrando que o extrato aqui
usado nao possui atividade antimicrobiana para as 19
cepas testadas, nas condi¢oes propostas neste estudo.
O estudo realizado por Gongalves et al* avaliou a
atividade antimicrobiana de extrato hidroalcoodlicos ob-
tidos de 17 espécies de arvores nativas do Brasil. Para os
ensaios de antibiose, foi utilizado o método da difusao
em agar com 10 diferentes microrganismos, isolados de
in6culos obtidos de focos de infecgoes clinicas. Dos
170 testes realizados, 25% mostraram alta atividade an-
timicrobiana, destacando-se extratos de Bixa orellana,
Psidium guajava e Anacardium occidentale. Excepcio-
nal atividade antimicrobiana foi observada em Mimo-
sa tenuiflora contra Streptococcus pyogenes, Proteus
mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Sta-
phylococcus spp. coagulase-negativa; e os extratos de
Stryphnodendron adstringens e Eugenia uniflora contra
FEscherichia coli, Providencia spp., Streptococcus pyoge-
nes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa. Entre
estas, os extratos das plantas A. colubrina (Mimosoide-
ae), G. americana (Rubiaceae), C. sylvestris (Flacourtia-
ceae) e T avellanedae (Bignoniaceae) nao apresenta-
ram atividade antimicrobiana contra as cepas testadas.
Cunico et al.?® também avaliaram o efeito antimicro-
biano do extrato bruto etandlico dos 6rgaos totais de O.
martiana realizando ensaios com Enterococcus faecium,
Enterobacter aerogenes e Pseudomonas aeruginosa,
usando os métodos de difusao em agar e bioautografia.
Os resultados obtidos por difusdo em agar mostraram
que o extrato de O. martiana apresenta potencial anti-
bacteriano contra E. faecium e nao comprovaram acao
antimicrobiana contra as outras cepas testadas.
Zauli et al* avaliaram o potencial antimicrobia-
no do extrato etandlico de Dillenia indica L, popular-
mente conhecida como flor-de-abril, nas cepas de

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Streptococ-
cus mutans e Streptococcus salivarius, utilizando a
técnica de difusao em agar e microdiluicao seriada
em tubo. Constataram atividade antimicrobiana para
P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans e S. salivarius, nao
apresentando halos de inibi¢ao, nas quantidades tes-
tadas, para as cepas de E. coli e S. typhimurim, con-
cluindo, portanto, que o extrato de Dillenia indica L.
apresentou atividade antimicrobiana in vitro bastante
significativa apenas para alguns microrganismos.

Lopes ef al* avaliaram, como nesta pesquisa,
a atividade antimicrobiana do extrato seco de in-
sulina (Cissus sicyoides) e do 6leo de copaiba (Co-
paifera langsdorfii) em diversas cepas microbianas
— Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Entero-
cocos faecalis, Enterococos aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans —, verificando
que o 6leo de copaiba inibiu o crescimento de S. au-
reus, E. coli. B. subtilis e E. faecalis, sendo os demais
microrganismos resistentes. A CIM para as bactérias
sensiveis variou de 6,05 a 30,25 mg/mL, com CMM de
18,15 mg/mL para E. faecalis. O extrato de insulina
nao foi efetivo na avaliagao antimicrobiana.

Também, Pereira et al® investigaram a atividade
antimicrobiana pela técnica de difusao em agar dos
extratos hidroalcodlicos de Sambucus nigra L. e Rud-
gea viburnoides (Cham.) Benth, conhecidos popular-
mente como congonha e sabugueiro, respectivamen-
te, a partir de 14 microrganismos padronizados pela
ATCC. Constataram que o extrato de congonha foi
efetivo, nas concentracoes de 10 e 12 mg/mL, para
92,86% dos microrganismos testados, nao inibindo
apenas o crescimento de E. coli. O extrato de sabu-
gueiro, nas concentracoes de 10 e 15 mg/mL, inibiu
64,29% das cepas ensaiadas.

Na tentativa de aumentar o conhecimento sobre
plantas medicinais, Pinto et al?* realizaram estudo
sobre atividade antimicrobiana do extrato da planta
Cassia angustifolia vahl. Estes foram avaliados em
quatro bactérias Gram-positivas e quatro Gram-nega-
tivas e dois fungos. Os resultados foram satisfatorios
apenas para as bactérias Gram-positivas.

Em estudos de atividade antimicrobiana de extra-
tos brutos de espécies vegetais, o potencial antimicro-
biano muitas vezes nao se deve a uma Unica substan-
cia, mas sim a um conjunto dessas substancias. Um
extrato bruto de uma espécie vegetal que possui efeito
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bactericida satisfatério poderia nao necessitar, portan-
to, de processos de isolamento de substancias ativas,
reduzindo etapas quimicas e, consequentemente, cus-
tos financeiros. Isto viabilizaria a possivel utilizacao
como fitoterapico. Por outro lado, geralmente os com-
postos presentes em reduzida proporcao na planta sao
os que apresentam melhores efeitos bioldgicos.? Por
este motivo, existe a necessidade de trabalhos com
andlise mais ampla de extratos, em que se obtém ex-
tratos purificados, fracoes e, finalmente, os compostos
puros. Neste sentido, torna-se indispensavel a analise
da poténcia das fragoes e das substancias puras em
relacao a sua concentra¢ao®, bem como as suas ativi-
dades bactericida e bacteriostatica.

O crescimento de Herpetomonas samuelpessoai
em meio definido de Roitman, testado com diferentes
doses do extrato hidroalcodlico da folha de Pyroste-
gia venusta, por 48 horas, esta expresso pela média
de nimeros de células/mL e a diferenciacao celular
foi expressa em percentual de formas promastigota,
paramastigota e opistomastigota (Tabela 1).

Conforme demonstrado na Tabela 1, o experi-
mento de crescimento celular de Herpetomonas sa-
muelpessoai, em presenca do extrato, demonstrou
que o nimero de tripanosomatideos alterou de for-
ma nao estatisticamente significante as diferentes
concentragoes utilizadas do extrato, o que demons-
tra que este nao inibe, de fato, o crescimento de
Herpetomonas samuelpessoai nessas concentragoes.
Também em relacao a diferenciacao celular, nao
foram observadas formas diferenciadas (paraopisto-
mastigota) estatisticamente significantes nas concen-
tracoes que variaram de 36,3 a 726 mg/mL, quando
comparados ao sistema controle.

Alguns estudos semelhantes foram realizados
com outras plantas e substancias de uso medicinal,
objetivando verificar a agao sobre Herpetomonas sa-
muelpessoai, o que possibilitaria sua aplicagao mais
segura em seres humanos, uma vez que extratos de
plantas indutoras de diferenciacao celular em pro-
tozoarios podem apresentar potencial mutagénico
estimulo do crescimento, reflexos semelhantes pode-
rao ocorrer nessas células.

Em outro estudo realizado por Holetz* foram
avaliados os efeitos dos extratos brutos de plantas no
crescimento e diferenciacao celular de Herpetomo-
nas samuelpessoai. Efeito antiprotozoario positivo foi
encontrado nos extratos de L. alba, T. vulgare e P. reg-
nellii, na concentracao de 1.000 pg/mL, com 90,7, 97,4
€ 99,5% de inibi¢cao de crescimento, respectivamente.
Os extratos de A. millefolium, E. uniflora, M. glome-
rata, P. major, P. guajava e P. granatum mostraram
fraca atividade inibitéria. Por outro lado, A. lappa, E.
speciosa, S. canadensis e S. acmella demonstraram
estimulo no crescimento de H. samuelpessoai.

Outro estudo realizado por Holetz et al.®, utilizan-
do o extrato de Stryphnodendron adstringens (barba-
timao), revelou que este apresenta atividade inibitéria
sobre o crescimento de Herpetomonas samuelpessoai.

Chaves?® ressaltou que a bupivacaina, um anesté-
sico local quatro vezes mais potente e toxico que a
lidocaina, inibiu o crescimento celular de H. samuel-
pessoai, em doses superiores a 0,05%, tendo sua agao
potencializada quando associada a epinefrina, sendo
também registrado aumento de células diferenciadas
paramastigotas induzidas pelo anestésico.

Tabela 1 - Crescimento e diferenciacdo celular de Herpetomonas samuelpessoai em meio quimicamente
definido, * a 28° C, por 48h, na presenca e auséncia do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta

e e T Concentracdo do N’L’Jmero de
extrato (mg/mL) células/mL

Sem adigdo 0,0 9,54x108

50 36,3 3,34x108

100 72,6 3,36x108

200 145,2 6,22x108

500 363,0 6,41x108

750 5445 9,34x108

1000 726,0 7,82x108

Forma Forma Forma
promastigota% paramastigota% opistomastigota%
100 0 0
97 3 0
97 3 0
95 g 0
95 5 0
89 " 0
90 9 1
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Em pesquisa realizada por Lopes et al.? avaliando
a acao do extrato seco de insulina (Cissus sicyoides) e
do déleo de copaiba (Copaifera langsdorfii) na diferen-
ciagao, no crescimento e na morfologia do tripanoso-
matideo Herpetomonas samuelpessoai, foi constatada
a inibicao do crescimento pela copaiba na concen-
tracao de 0,2178 mg/mL. Quanto ao extrato de Cissus
sicyoides nao foi verificada inibicao do crescimento
nem diferenca significativa nas contagens de pro, para
e opistomastigota em relagao a diferenciacao celular.

Aguiar Neto et al* avaliaram a acdo do extrato hi-
droalcodlico de Dillenia indica L. (flor de abril) no tripa-
nosomatideo H. samuelpessoai. De acordo com os resul-
tados obtidos sobre o crescimento, pode-se notar que, a
medida que aumentou o tempo de cultivo (24, 48, 72, 96
e 120 h), verificou-se queda acentuada do nimero de cé-
lulas. E no que se refere a diferenciacao, apurou-se que
curta exposicao a diferentes concentragcoes do extrato
aumentou a forma paramastigota comparativamente ao
controle. Entretanto, esse mesmo extrato causou efeito
inverso em ensaios com Herpetomonas roitimani, tri-
panosomatideo que produz elevado nimero da forma
opistomastigota espontaneamente.®!

Analisando o efeito do extrato de Cassia angusti-
folia vahl. na diferenciacao e crescimento celular em
Herpetomonas, Pinto et al.* constataram que nas con-
centracoes de 5,9 a 59 mg/mL o extrato nao provo-
cou significativo aumento no nimero de células, mas
também nao foi observada inibig¢ao total do cresci-
mento e este se mostrou capaz de induzir o processo
de diferenciagdo nas concentragoes de 24, 30, 35, 41
e 53 mg/mL, porém em menor proporgao.

No tocante a determinacao da DL50, apos trata-
mento dos camundongos Swiss albinos, com con-
centracoes de 300 mg/kg e 2.000 mg/kg do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, e observagao
detalhada pelo periodo de 14 dias, nao foi referido
o6bito, indicando que esse extrato nao apresenta toxi-
cidade relativa para esses animais.

O método do micronicleo baseia-se na andlise da
frequéncia de danos ocorridos ao DNA, os quais sao
resultantes de mitoses ou meioses celulares que, em
contato com agentes clastogénicos e aneugénicos, po-
dem gerar a perda de fragmentos ou de cromossomos
inteiros, formando, assim, os microntcleos.* (Tabela 2).

Os dados da Tabela 2 mostram os resultados do tes-
te do micronicleo obtidos em camundongos Swiss fé-
meas e machos, tratados com as trés doses do extrato

de Pyrostegia venusta (1.000, 1.500 e 2.000 mg/kg) e os
controles positivo e negativo, nos tempos de 24 e 48 ho-
ras, respectivamente. Sao apresentados os nimeros de
eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs)
para cada animal e a média de cada grupo. A Tabela 2
também mostra a média da razao entre o nimero de
eritrocitos policroméaticos (PCE) e normocromaéticos
(NCE) em 2.000 células analisadas/ animal.

No teste do microntcleo, a analise da relacao
entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos
fornece uma ideia se o extrato esta diminuindo a pro-
ducao de novos eritrocitos (policromaticos). Se isto
ocorrer, a droga podera ser considerada citotoxica.’

Os resultados revelaram diferencgas estatisticas
significativas do nimero/indice percentual de PCEs
micronucleados entre o grupo de animais do contro-
le positivo (ENU 50 mg/kg) e controle negativo (NaCl
0,9%), bem como controle positivo e tratamentos
(1.000 - 2.000 mg/kg). Entretanto, essas diferencas
nao foram observadas entre o grupo de animais do
controle negativo e o grupo de animais tratados com
o extrato e, ainda, entre 0s sexos e 0s tempos de trata-
mento (24 — 48 h), sugerindo que o extrato hidroalco-
oOlico de folhas de P. venusta nao apresenta potencial
clastogénico e/ou aneugeénico.

Corroborando os resultados obtidos, Ribeiro et
al® nao encontraram atividade mutagénica na fra-
¢ao cloroférmica do extrato do caule de Austroplen-
ckia populnea (mangabarana).

Entretanto, Fagundes et al.*, investigando a toxici-
dade genética de Annona Corioteca (araticum-do-cer-
rado), demonstraram que o extrato das sementes pos-
sui potencial significativo para induzir danos ao DNA.

Outros estudos destacaram que diversos extratos
vegetais podem ou nao apresentar potencial genoto-
xico, utilizando-se o teste do microndcleo.”3>

Nesta pesquisa, os resultados obtidos nos ensaios
de diferenciacao e crescimento de H. samuelpessoai
e DL 50 corroboraram o teste do micronuicleo, pois
nestes o extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venus-
ta, nas concentracoes testadas, nao demonstrou cito-
toxicidade in vitro e in vivo.

Pyrostegia venusta € uma planta pouco estudada,
conforme constatado neste estudo, o que pode ser
verificado pela caréncia de artigos encontrados na
vasta literatura consultada que possam ser compara-
dos com esta pesquisa.
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Tabela 2 - Nimero de eritrécitos policromaticos (PCE) analisados, indice percentual de eritrocitos poli-
cromaticos micronucleados (PCEMNSs) e razao de PCE/NCE observados em células provenientes da me-
dula 6ssea de camundongos Swiss fémeas e machos, ap6s tratamentos (24 e 48 horas) com o extrato de

Pyrostegia venusta

NaCl 0.9% 12549 12056 42 0.33 55 0.46° 2277 8.97
Etil-nitroso-ureia 12091 12039 279 2.3 210 1.742 1.10 1.51
(50mg/kg)
Tratamento 1 13126 12330 38 0.29° 65 0.53° 19.47 14.17
(1000mg/kg —
Pyrostegia venusta)
Tratamento 1 12171 12197 49 0.40° 63 0.52° 15.13 20.23
(1500mg/kg —
Pyrostegia venusta)
Tratamento 1 12430 12418 64 0.51° 67 0.54° 7312 68.23
(2000mg/kg —
Pyrostegia venusta)
2ePcorrespondem ao agrupamento de Tukey (P <0,05).
* Eritrécitos normocromaticos.

3. Henrique Filho C, Bromberg SH, Barreto E, Godoy AC, Matto-

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da planta Pyrostegia ve-
nusta, nas concentragoes testadas, nao possui ativi-
dade antimicrobiana sobre as 16 cepas bacterianas e
trés fliingicas usadas.

Nao houve alteracao do crescimento celular de
Herpetomonas samuelpessoai em presenca de extra-
to hidroalcodlico de Pyrostegia venusta. E quanto a
diferenciacao celular, nao foram observadas formas
diferenciadas, estatisticamente significantes, quando
comparados ao sistema controle.

O extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta
nao apresentou DL50 nas concentragoes testadas
(300 a 2.000 mg/kg), o que sugere a auséncia de toxi-
cidade dessa planta.

A partir do teste do microntcleo, o extrato nao
apresentou toxicidade para a medula 6ssea de ca-
mundongos Swiss albinos, nas doses testadas, nao
sendo considerado aneugénico e/ou clastogénico,
quando administrado oralmente aos animais.
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