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RESUMO

FERNANDES, Adriana Ponciano. A¢cao mutagénica “in vivo” e antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta e seus efeitos no crescimento e
diferenciagcao celular em um sistema eucariético “in vitro”. Orientador: Jo&o
Evangelista Fiorini. Alfenas: UNIFENAS, 2008. Dissertacédo (Mestrado em Saude,
area de concentragdo — Microbiologia e Genética).

Este estudo teve por objetivos analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico de
Pyrostegia venusta, conhecida popularmente como cipé-de-sédo-jodo, sobre diversos
tipos de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e também sobre leveduras,
aléem de analisar seu efeito no crescimento e diferenciacdo celular em
Herpetomonas samuelpessoai “in vitro” e mutagénico “in vivo”, através do Teste do
Micronucleo. A atividade antimicrobiana do extrato foi verificada por dois métodos:
teste de difusdo em agar e teste de diluigado em tubo. Os experimentos de
crescimento e diferenciagdo celular de H. samuelpessoai foram realizados em meio
quimicamente definido, apds incubacgao a 28 °C, por 48 horas, sendo o crescimento
estimado pela contagem das células em camara de Neubauer e a diferenciagéo pela
observacado das células coradas pelo método Pandtico em microscopia Optica,
objetivando estimar os percentuais de formas pro, para e opistomastigota. Para a
determinagcdo da DL 50 foram utilizados grupos de camundongos Swiss albinos
fémeas que receberam, por via oral, dose unica de diferentes concentracbes do
extrato (300 e 2000 mg/Kg). Para a avaliagdo mutagénica foram utilizados
camundongos Swiss albinos, com idade aproximada de 12 semanas. Cada ensaio
foi realizado empregando-se cinco grupos de animais, cada grupo constituido por 3
machos e 3 fémeas, sendo assim tratados: controle negativo (NaCl 0,9%); controle
positivo (50 mg/kg ENU); tratamento 1, 2 e 3 (1000, 1500 e 2000mg/Kg do extrato,
respectivamente). O teste do micronucleo em eritrocitos da medula éssea de
camundongos foi realizado 24 e 48 horas ap6s o tratamento, e os eritrocitos
policromaticos (PCEs) foram observados em microscopia Optica e contados com o
auxilio de um contador de células digital. Os resultados evidenciaram que o extrato
hidroalcoodlico da folha de Pyrostegia venusta, nas concentragdes testadas (72,6
mg/mL e 145,2 mg/mL), ndo possui atividade antimicrobiana para as dezenove
cepas testadas de bactérias e fungos. No que se refere a DL50, o extrato n&o
apresentou dose letal média nas concentragdes testadas de 300mg/kg e 2000mg/kg.
Ao teste de micronucleo, os resultados revelaram diferengas estatisticas
significativas do numero/indice percentual de PCEs micronucleados entre o grupo de
animais do controle positivo (ENU 50mg/Kg) e controle negativo (NaCl 0,9%), bem
como controle positivo e tratamentos com o extrato. 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 os sexos e os tempos de tratamento
(24-48h), sugerindo que o extrato hidroalcoolico de folhas de P. venusta n&o
apresenta potencial clastogénico e/ou aneugénico

PALAVRAS-CHAVES: Agao Antimicrobiana; Mutagénese; Pyrostegia venusta,

Diferenciacao Celular.



ABSTRACT

FERNANDES, Adriana Ponciano. Mutagenic action “in vivo” and antimicrobial of
the Pyrostegia venusta hydroalcoholic extract and its effects on the growth
and cell differentiation in an “in vitro” eukaryotic system. Adviser: Jodo
Evangelista Fiorini. Alfenas: UNIFENAS, 2008. Dissertation (Master's degree in
Health Care; concentration area in Microbiology and Genetics).

This study analyzed the effects of the hydroalcoholic extract of Pyrostegia
venusta, popularly known as “cipo-de-sao-joao”, on various types of Gram negative
and Gram positive bacteria, and on yeasts. It also evaluated the effects of the extract
on the growth and cell differentiation in Herpetomonas samuelpessoai “in vitro”, and
the “in vivo” mutagenic effect by the micronucleus test. The antimicrobial activity of
the extract was evaluated by two methods: agar diffusion test, and tube dilution test.
The growth and cell differentiation of H. samuelpessoai occurred in chemically
defined medium after incubation at 28°C, for 48 hours. Growth was calculated by cell
count in a Neubauer chamber, and differentiation was measured by observing cells
stained by the panoptic method to calculate the percentages of the pro-, para- and
opistomastigote forms. To determine the LD 50, groups of female albino Swiss mice
received a single oral dose of different extract concentrations (300 mg/kg and 2000
mg/kg). For mutagenic evaluation, Swiss albino mice, aged approximately12 weeks,
were used. Each trial was carried out in five groups of animals, each group consisting
of 3 males and 3 females: negative control (0.9% NaCl); positive control (50 mg/kg of
ENU) treatments 1, 2 and 3 (1000, 1500 and 2000 mg/kg of extract, respectively).
The micronucleus test in mouse bone marrow erythrocytes was done 24 and 28
hours after treatment. The polychromatic erythrocytes (PCEs) were observed through
an optical microscope and counted with the help of a digital cell counter. The results
showed that the hydroalcoholic extract of Pyrostegia venusta leaves at the
concentrations of 72.6 mg/mL and 145.2 mg/mL had no antimicrobial activity on the
19 strains of bacteria and yeasts tested. With regard to LD50, the extract did not
show median lethal dose at the concentrations of 300 mg/kg and 2000 mg/kg. The
micronucleus test showed statistically significant differences in the
number/percentage index of micronucleated PCEs between the positive control
group (ENU 50mg/kg) and negative control (0.9% NacCl), and positive control and
extract treatments. But these differences were not observed either between the
negative controls and the extract-treated group, or between the sexes and times of
treatment (24 hr-48hr), thus suggesting that the hydroalcoholic extract of P. venusta
leaves does not exhibit either clastogenic or aneugenic potentials.

KEY WORDS: Antimicrobial action; Mutagenesis; Pyrostegia venusta; Cell
differentiation.
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1.  INTRODUGAO

O estudo da biologia celular envolve o esforgo para a compreensdo dos
diversos fenbmenos bioldgicos relacionados a vida da célula. Assim, ao longo das
ultimas décadas tem-se observado um enorme desenvolvimento das investigacoes
que buscam a elucidacdo de processos, tais como crescimento, proliferacao,
diferenciacao e morte celular.

A diferenciagao celular € um processo que esta relacionado com a patogenia
e patologia de muitos microrganismos, bem como o resultado de uma expressao
génica seletiva levando a biossintese de proteinas especificas. Assim, tais
processos podem estar envolvidos com o aparecimento de neoplasias benignas ou
malignas, entre outras patologias. Com o desenvolvimento dos Projetos Genoma e
Proteoma, esperam-se grandes avangos nesta area, a curto e médio prazos.

Dentre as muitas espécies de protozoarios, os tripanosomatideos tém
recebido especial atencido por parte dos pesquisadores no estudo da diferenciacao
celular. As vantagens em se trabalhar com tais organismos incluem a facilidade de
manuseio, auséncia de riscos de contaminacdo, e a relativa simplicidade com que
esses se desenvolvem em meios artificiais.

Em razdo dos crescentes problemas associados a terapéutica de diversas
infecgdes, como o uso indiscriminado de antimicrobianos, resisténcia microbiana,
assim como os efeitos colaterais dos antibiéticos, entre outros fatores, os estudos de
substancias oriundas de vegetais adquiriram novas perspectivas, sendo que varias
pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de plantas tém sido realizadas. Com a

crescente resisténcia de microrganismos aos novos antibidticos, cria-se a



necessidade do estudo de novas drogas, com pregcos mais acessiveis e efeitos
colaterais mais amenos.

A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma tendéncia
generalizada na medicina popular brasileira. Esta tendéncia tem contribuido
significativamente para o consumo nao sé de plantas medicinais, como também de
medicamentos fitoterapicos. Os conhecimentos acumulados ao longo do tempo
mostram que tais produtos podem causar efeitos nocivos. A fitoterapia € um recurso
terapéutico muito utilizado na automedicacao e, devido a facilidade do acesso, pode
agravar seus riscos potenciais, uma vez que poucas comprovagoes cientificas séo
encontradas nesta area.

Acrescenta-se a utilizacao dos fitofarmacos a necessidade da realizagao de
testes para determinar o efeito mutagénico dos mesmos, desta forma garantindo a
seguranga de seu uso em larga escala.

Assim, sera estudado o extrato da planta Pyrostegia venusta, conhecida
popularmente por cipd-de-sdo-jodo, objetivando analisar seus possiveis efeitos ao
nivel celular, utilizando-se como modelo célula de protozoario cultivada em meio de
composi¢cao quimicamente definida, bem como a possivel acao inibitoéria deste
extrato para varias espécies bacterianas e fungicas, e seu efeito mutagénico,

através do Teste do Micronucleo.



2,

21

OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a acdo mutagénica e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de

Pyrostegia venusta e seus efeitos no crescimento e diferenciagdo celular em

sistemas eucariéticos “in vitro”.

2.2

ESPECIFICOS

Testar o extrato hidroalcodlico da planta Pyrostegia venusta sobre diversos

tipos de bactérias Gram negativas e Gram positivas e fungos.

Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida

Minima (CMM) do extrato em bactérias e fungos.

Estudar as alteragdes que possam ocorrer na diferenciacdo e no crescimento

de H. samuelpessoai na presencga do extrato.

Determinar a Dose Letal Média (DL50) do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia

venusta.



5- Analisar os efeitos mutagénicos “in vivo”, do extrato hidroalcodlico de

Pyrostegia venusta, através do Teste do Micronucleo.



3. JUSTIFICATIVA

A crescente resisténcia de microrganismos aos antibidticos cria a
necessidade do estudo de novas drogas, com pregos mais acessiveis e efeitos
colaterais mais amenos.

A fitoterapia € um recurso terapéutico muito utilizado na automedicagao e,
devido a facilidade do acesso, pode agravar seus riscos potenciais.

Existe uma lacuna que deve ser preenchida através de agdes que busquem
melhorar a difusdo do conhecimento sobre o uso seguro e racional de plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos, entre elas a disponibilizacdo de
informacdes que devem ser transmitidas aos profissionais de saude e aos usuarios.

Para tanto, estudos sobre os efeitos que estas plantas podem ocasionar nos
seres humanos se tornam necessarios. Desta forma, os testes de mutagenicidade
“in vivo” aliado a ensaios de diferenciacao celular em modelos eucarioéticos “in vitro”,
utilizando-se o extrato vegetal, assumem significAncia para elucidar tais efeitos,

cientificamente comprovados.



4, REVISAO DE LITERATURA

4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.1.1. Antibioticoterapia e resisténcia

Aproximadamente 7 décadas atras, ocorreu a descoberta do primeiro agente
antimicrobiano seletivo, sendo uma das grandes conquistas na histéria da medicina
e saude humana. O consequente desenvolvimento da terapia antimicrobiana
centrou-se na busca por novas drogas, com acao efetiva contra microrganismos,
que eram susceptiveis até entdo (FINLAND, 1979).

Essas novas e poderosas drogas salvaram vidas quando usadas no
tratamento de infeccbes severas e na prevengao de doencgas, profilaticamente, em
algumas situagdes clinicas. Uma vez que os antibidticos sao isolados de
microrganismos, alguns destes desenvolveram a capacidade de inativar ou se
tornarem impermeaveis a estas substancias, tornando-se resistentes as mesmas
(FINLAND, 1979).

Nas ultimas décadas, as infecgdes hospitalares (IH) tém significado alto risco
a saude dos usuarios e funcionarios dos hospitais. Doencgas infecciosas matam de
17 a 20 milhdes de pessoas por ano no mundo. Cerca de 10 milhdes de pessoas
adquirem as infeccdes hospitalares. Desse universo, quase 300 mil morrem. Os

dados divulgados pela Sociedade Internacional de Doencgas Infecciosas indicam



também que ndo ha nenhum hospital no mundo que nao tenha caso de infecgéo
hospitalar (FREITAS, 2002).

As doencas infecciosas sao as principais causas de morbidade e mortalidade
nas populagdes dos paises em desenvolvimento desde os tempos remotos (COURA
e CASTRO, 2002). Elas sédo importantes causas de mortes prematuras no mundo,
estimadas em torno de 50.000 pessoas por dia (AHMAD e BEG, 2001).

‘O combate a infecgdo nosocomial € uma guerra que, provavelmente, nunca
sera ganha por qualquer das partes envolvidas, mas devemos ter atencdo, pois o
inimigo possui arma muito sofisticada”. Exemplos desta afirmativa é a aparicéo de
espécies de Acinetobacter, resistentes a todos os antibidticos conhecidos.
Micobacterium tuberculosis, Enterococcus (Streptococcus faecalis) e Staphylococcus
spp multirresistentes, sao outros exemplos (FREITAS, 2002).

Freitas (2002) observou um alarmante aumento da resisténcia tanto nas
bactérias Gram-negativas quanto nas Gram-positivas no ambiente hospitalar.
Porém, essa disseminagao néao fica restrita ao ambiente hospitalar e chega ao home
care e outros locais para onde os pacientes sao transferidos. As novas drogas que
sdo empregadas devido a este aumento da resisténcia tém um alto custo, e poderao
nao ser suportadas pelos financiadores da assisténcia.

Consequentemente, pesquisadores procuram agentes que sejam ativos
contra cepas na qual a resisténcia se torna prevalente. A expansao de tipos de
antimicrobianos, particularmente os antibidticos, proveu alternativa na maioria dos
casos, mas o controle de infecgbes, em alguns casos, € prejudicado se a resisténcia
do microrganismo infectante ndo é reconhecida imediatamente. Logo, a medicina

necessita de drogas cada vez mais toxicas, mais caras e menos efetivas do que



aquelas que serao selecionadas se o microrganismo infectante nao for resistente
(HARRISON e LEDERBERG, 1998).

Simultaneamente ao crescente desenvolvimento de varios agentes
antibacterianos, ocorreu também um aumento rapido na incidéncia de resisténcia
antibacteriana (NORRBY e NORD, 2005).

A selecao do antibidtico correto exige o conhecimento da bactéria causadora
da enfermidade. O diagndstico bacteriolégico requer rastreamento da bactéria e o

estudo de sua sensibilidade e resisténcia aos antibidticos (JARAMILLO, 1996).

4.1.2. Antibioticoterapia x fitoterapia

Aproximadamente 25% dos farmacos empregados atualmente nos paises
industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente
de plantas superiores. No entanto, nos ultimos 20 anos, os farmacos de origem
natural que apareceram no mercado sao, em propor¢ao majoritaria, oriundos de
pesquisas cientificas realizadas na China, Coréia e Japao (LOZOYA, 1997).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2001), os fitoterapicos sao
medicamentos, cujos componentes com atividade terapéutica ativa sao
exclusivamente partes de plantas (caule, folhas, raiz, semente, fruto, etc.) ou
derivados vegetais (extratos brutos, sucos, 6leos, ceras, etc.), ndo tendo em sua
composi¢cao a inclusdo de substancias ativas isoladas de outras origens, nem

associagbes destas com extratos vegetais. Estdao sob a regulamentagdo de



produtos naturais das respectivas leis nacionais de medicamentos e apresentam as
indicacdes profilaticas ou terapéuticas.

Somente no periodo entre 1989 e 1994, cerca de 200 medicamentos
aprovados pela Agéncia Americana de Controle de Medicamentos e Alimentos
(FDA) foram obtidos de fontes naturais. Além disso, 10 entre os 20 medicamentos
vendidos no ano 1998, também foram desenvolvidos a partir de produtos naturais e
muitas moléculas desenvolvidas a partir destes produtos estdo em fase de estudo
clinico. Esse percentual é ainda mais elevado se considerarmos as drogas
anticancerigenas e os antibiéticos, no qual aproximadamente 70% foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais (FARNSWORTH e MORRIS, 1976;
TURNER, 1996; CRAGG, NEWMAN e SNADER, 1997; PANDEY, 1998).

Os medicamentos fitoterapicos sao preparacdes padronizadas, contendo
extrato de uma ou mais plantas, amplamente comercializados em paises pobres ou
ricos. De acordo com a definigdo proposta pela OMS (Organizagdo Mundial de
Saude), os medicamentos fitoterapicos séo substancias ativas presentes na planta
como um todo, ou parte dela, na forma de extrato total ou processado (AKERELE,
1993).

Desde o principio das civilizagbes, os vegetais tém sido utilizados ndo so6
como fonte alimenticia, como também medicamentosa. As mais diversas
enfermidades tém sido tratadas com chas (infuso, decocto, macerado), sucos,
tinturas, banhos, cataplasma e unguentos, preparados a partir de parte das plantas
(ROBERTS, SPEEDIE e TYLER, 1997; ALMEIDA, 1993). Usualmente, as
substancias ativas, responsaveis por seu efeito farmacolégico, sdo desconhecidas.

Dentre as inUmeras vantagens dos fitoterapicos estdo seu largo uso terapéutico, seu



baixo custo e a grande disponibilidade para a populacao de baixa renda (CALIXTO,
2000).

Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores
nao seja um fato recente, a busca das mesmas teve grande impulso apds a
descoberta da penicilina (TAVARES, 1984). As plantas sdo possuidoras de varias
vias metabdlicas secundarias que dao origem a compostos, incluindo alcaléides,
flavondides, isoflavondides, taninos,cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos,
Oleos que, por vezes, sao especificos a determinadas familias, géneros ou espécies,
e cujas fungdes, até ha pouco tempo, eram desconhecidas (SIMOES et al., 1999).

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas
associados ao uso de diversos antibiéticos (RECIO, RIOS e VILLAR, 1989).

Em razdo dos crescentes problemas associados a terapéutica de diversas
infeccdes, e considerando-se o limitado espectro de agao, assim como os efeitos
colaterais dos antibidticos, entre outros fatores, os estudos de substancias oriundas
de vegetais adquiriram novas perspectivas. Neste sentido, numerosas pesquisas
sobre a atividade antimicrobiana de plantas contra bactérias, fungos, protozoarios e
virus tém sido publicadas (YUNES e CALIXTO, 2001; EBI, IFEANACHO e KAMALU,
1999).

O uso das plantas como remédio é provavelmente tdo antigo quanto a propria
humanidade. Nas llhas Oceanicas, por exemplo, ha séculos a planta kava kava
(Piper methysticum) é usada como calmante. Durante muito tempo, foi utilizada em
cerimdnias religiosas, para um tipo de "efeito mistico". Depois, cientistas alemaes
comprovaram que seu extrato tem efeito no combate a ansiedade (BILIA et al.,

2004).



Carvalho e Ferreira (2001) fizeram um estudo sobre o tratamento de
leishmaniose com o uso de fitoterapia. Em seu estudo descreveram as receitas de
diversas comunidades indigenas no tratamento desta doenga, que ocorre em
diversos paises.

Viegi et al. (2003) pesquisaram uma grande gama de plantas, usadas como
medicamentos para animais domésticos, no sul da Italia.

Pesquisas mais especificas sdo feitas com relagdo ao relacionamento do
homem como sociedade e da planta como remédio, visto no estudo feito por Loi et
al. em 2004. Neste estudo foram descobertas 17 plantas ainda ndao descritas como
fitoterapicos, sendo realizado em uma aldeia com 200 pessoas, com idades variando
de 64 a 104 anos, de Villagrande Strisaili, na Sardenha lItaliana. Da mesma forma ,
Scherrer et al. (2005) concluiram um estudo no qual plantas da area de Monte
Vesole e Ascea, Cilento, no sul da Italia, foram catalogadas em um herbario. Este
herbario, segundo os pesquisadores, ajudara na identificagdo das plantas e no
isolamento de fitoterapicos.

Guarrera (2005) fez uma revisdo sobre a fitoterapia tradicional utilizada na
regido central da Itdlia. Foram encontradas espécies tanto para o tratamento
humano quanto animal.

No Vale Parvati ao sopé do Himalaia na india Sharma, Chauhan e Lal (2004)
estudaram o uso de plantas medicinais pelos habitantes dessa regido. Foram
encontradas 50 espécies diferentes de plantas que serviam como medicamentos,
além de outras que tinham utilidades na alimentacgao e fabricacido de tecidos.

Jorge e Diaz (2001) pesquisaram trés plantas que crescem em Cuba,

amplamente utilizadas na medicina popular, objetivando validar sua atividade



antimicrobiana “in vitro” frente a 4 bactérias Gram-positivas, 8 bactérias Gram-
negativas e uma levedura.

Pessini et al. (2003) selecionaram extratos de 13 plantas utilizadas na
medicina popular brasileira, para avaliar a atividade antimicrobiana, utilizando a
bioautografia. Destes, 10 extratos apresentaram niveis variados de atividade
antibacteriana. Os resultados podem explicar o uso etnobotanico das espécies
estudadas para o tratamento de varias doencgas infecciosas.

Em La Paz e em EI Alto na Bolivia, as pessoas comercializam diversos tipos
de plantas, como descrito por Macia, Garcia e Vidaurre (2005), onde foram descritas
129 espécies de plantas medicinais para o tratamento de diversas doencas, como
problemas de estdmago, reumatismo, doengas renais, doengas pulmonares entre
outras. Perry et al. (1999) criticaram o uso das plantas medicinais sem o prévio
estudo cientifico da atuagdo do fitoterapico sobre a fisiologia do corpo humano.
Segundo Perry et al. (1999), a medicina natural, presente em paises asiaticos, como
a China, ajuda no entendimento de mecanismos de atuagdo de doengas como
Sindrome de Alzheimer. Porém, os estudos precisam ser mais intensivos para barrar
0 empirismo que ainda existe nesta area da ciéncia farmacéutica.

Apesar de os efeitos colaterais na utilizacdo dos fitoterapicos serem menos
freqlentes do que na das drogas sintéticas, os testes clinicos atestam que eles
existem. Na verdade, ha poucos dados sobre a eficacia, seguranca e qualidade de
muitas plantas medicinais e a sua larga utilizacdo nao é suficiente para valida-las
eticamente como medicamentos seguros e eficazes (CALIXTO, 2000). Nesse
sentido, é imprescindivel que o fitoterapico, para ser comercializado, esteja

registrado no Ministério da Saude (LAPA et al., 2000).



Segundo Macia, Garcia e Vidaurre (2005), a pratica da magia e da fitoterapia,
como ciéncias em La Paz e em El Alto, estdo muito préximas. A cultura popular tem
grande influéncia na utilizagao das plantas como remédio.

Segundo Cordeiro et al. (2006), a utilizacdo de extratos vegetais vem se
tornando uma alternativa importante para a prevencao de doencas periodontais.
Estes realizaram um trabalho com o objetivo de desenvolver uma formulagéo de
enxaguatorio bucal (contendo, em associagdao, extratos hidroalcodlicos de
Rosmarinus officinalis, Plantago major, Tabebuia impetiginosa, Achillea millefollium e
Nasturtium officinale), avaliar sua composi¢ao farmacognéstica e sua atividade
antibacteriana. Todas as bactérias testadas (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa) foram
inibidas pelos extratos, observando-se que as espécies S. aureus e B. subtilis
mostraram, aparentemente, maior sensibilidade. A CIM variou, em relagcdo a
sensibilidade de cada espécie bacteriana estudada, de 312,5 yL/mL a 1250 uL/mL
para os extratos vegetais e de 625 yL/mL a 2500 uL/mL para o enxaguatério bucal.

Carvalho et al. (2002) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato
hidroalcodlico da folha e caule do Psidium guajava L. (goiabeira-vermelha) contra
bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella sp, Shigella sp, Proteus
sp, Salmonella sp) pelo o método de difusdo em agar com disco e a determinagao
da CIM em meio sodlido. Os dois extratos apresentaram atividade para todas as 88
cepas testadas, com excecao da Klebsiella sp.

Novais et al. (2003) testaram 137 extratos de espécies nativas do semi-arido
brasileiro, sendo que sete desses extratos, pelo método de difusdo em agar com

disco, mostraram eficacia contra S. aureus, e nenhum mostrou atividade contra E.



coli, que foram as bactérias testadas. Os sete extratos ativos pertencem as familias

Leguminosae e Rutaceae.

4.2. UTILIZAGAO DE TRIPANOSOMATIDEOS COMO MODELOS PARA O

ESTUDO DA DIFERENCIAGAO CELULAR

4.2.1. Diferenciagao celular

A diferenciagao celular resulta da expressao diferencial de genes e é um
processo ontogenético que ocorre no desenvolvimento dos seres multicelulares.
Nesse sentido, € uma sequéncia precisa de eventos que devem acontecer em
tempos e locais apropriados, gerando e mantendo estados de diferenciagéao
(reducdo do numero de fungdes), com especializagdo para determinadas atividades
estaveis. Esse fenbmeno pode alterar a forma da célula, seus produtos para
exportagao e para sua propria estrutura e as moléculas de sua superficie. Essas
alteragdes refletirdo no modo com que essa célula interage com outras células e
com a matriz extracelular. E, portanto o processo pelo qual as células de um
organismo comegcam a se tornar diferentes em sua forma, composi¢do e fungao
(ALBERTS et al., 1997).

O processo de diferenciacdo celular € amplamente distribuido nos seres
vivos, podendo ser observado em procariotas, passando por organismos mais

complexos e chegando aos organismos superiores, onde importantes fenédmenos,



além da embriogénese, sao também resultados de processos de diferenciacao
celular, tais como hematopoiese e a producédo de anticorpos (DAWID e BROWN,

1996), entre outros.

4.2.2. Diferenciagao celular em tripanosomatideos

Os tripanossomatideos foram supostamente vistos pela primeira vez por
Anton Van Leeuwenhoek, em 1680, ao observar, no intestino de tabanideos, formas
que podiam corresponder ao Trypanosoma theilei (HOARE, 1972). Mais tarde,
Dobell, em 1832, relatou organismos semelhantes nestes mesmos insetos
(WALLACE, 1966).

A familia Trypanosomatidae inclui um grande numero de espécies
pertencentes a varios géneros, incluindo patégenos e nao patégenos (COELHO et
al., 2002).

Dentre as muitas espécies de protozoarios, os tripanosomatideos tém
recebido especial atengdo por parte dos pesquisadores, uma vez que alguns
géneros dessa familia, tais como Leishmania e Trypanosoma, incluem parasitas que
sao transmitidos por insetos vetores aos hospedeiros mamiferos, nos quais causam
diversas doencas (FIORINI et al., 1989; AFOLAYAN e MEYER, 1997).

Estudos sobre a diferenciagdo celular em tripanosomatideos tém revelado
que varios fatores sao capazes de influenciar, induzindo ou reprimindo, este
processo (WALLACE et al.,, 1983; FIORINI et al., 1985; COELHO et al., 2002;

SARAIVA et al., 2005).



A forma e o aspecto dos tripanosomatideos sao mantidos por um conjunto de
microtubulos subpeliculares, os quais sdo unidos uns aos outros e a membrana
plasmatica. As células dos tripanosomatideos possuem uma organizagao
extremamente precisa de microtubulos e filamentos, com algumas das suas
organelas e estruturas, tais como a mitocondria, cinetoplasto, corpo basal e flagelo,
presentes em cada célula como simples copias. A duplicacdo destas estruturas e
mudangas em sua posicdo durante o ciclo de vida proporciona diferenciacdes
marcantes dentro de eventos envolvidos na determinacédo da forma e divisao celular
(GULL, 1999).

Assim, as caracteristicas tipicas de um tripanosomatideo sao: (a) corpo em
geral alongado, contendo um unico flagelo, que emerge na extremidade anterior da
célula (a motilidade do protozoario ocorre com o flagelo a frente, isto €, o batimento
flagelar puxa o corpo); (b) o cinetoplasto, uma regido especializada da mitocondria,
um tubulo alongado e unico, onde o DNA mitocondrial esta acumulado; (c) um
conjunto de microtubulos subpeliculares regularmente espacados esta presente
abaixo da membrana plasmatica; (d) o flagelo (usado para locomogao e/ou adesao
ao substrato) emerge da bolsa flagelar, uma invaginagdo da membrana plasmatica.
Endocitose e exocitose ocorrem neste local, a unica regido do corpo celular onde
microtubulos subpeliculares estdo ausentes; (e) o Complexo de Golgi, contendo
poucas cisternas, esta localizado préximo a bolsa flagelar. Ha, ainda, um nucleo
central e uma organela citoplasmatica caracteristica, o glicosomo, uma estrutura
onde a maioria das enzimas da via glicolitica esta concentrada. Os glicosomos estéao
distribuidos por todo o citoplasma das células e morfologicamente se assemelham a

peroxisomos (WALLACE, 1977).



Durante o seu ciclo de vida em hospedeiros vertebrados ou invertebrados, os
tripanosomatideos ndo apresentam o mesmo aspecto, modificando sua dimensao,
forma e organizagcédo. Dentro de cada forma ou estagio evolutivo, observa-se, em
algumas espécies, certo grau de polimorfismo, caracterizado pela presenga ou
auséncia da porgéo livre do flagelo, pela posi¢do do cinetoplasto, pelas dimensdes
do parasito e pela presenca de formas finas e grossas, entre outras. Cada forma é
definida por critérios que incluem: aspecto geral da célula, a posi¢ao do cinetoplasto
em relagcédo ao nucleo e a regido da qual o flagelo emerge da bolsa flagelar (HOARE
e WALLACE, 1966).

Rey (2001) distingue, morfologicamente, os seguintes tipos ou formas que,
em maior ou menor numero, caracterizam os estagios evolutivos dos varios géneros
e espécies (FIGURA 1):

- Amastigota: forma de pequenas dimensdes e contorno aproximadamente
circular, ovoéide ou fusiforme. O corpo é achatado, com pouco citoplasma e com
nucleo relativamente grande, redondo e excéntrico. O cinetoplasto € bem visivel,
porém, o flagelo, reduzido ao segmento intracelular, em geral ndo é reconhecivel
nas preparagdes coradas e examinadas a microscopia optica. Por ndo haver parte
externa do flagelo, a amastigota é praticamente imével.

- Promastigota: é a forma com citossomo (corpo celular) longo e achatado,
ora mais largo, ora mais delgado; por vezes, lanceolado ou espiralado. Nucleo
situado na porcdo média, enquanto o cinetoplasto fica proximo a extremidade
anterior, por onde sai o flagelo. Este atravessa um estreito canal denominado bolsa
flagelar ou reservatorio, que se abre para o exterior por uma abertura geralmente

estreita, no poélo anterior do corpo celular.



- Epimastigota: distingui-se da promastigota porque o cinetoplasto esta
situado nas proximidades do nucleo e porque o reservatorio, sempre estreito, abre-
se lateralmente. O flagelo emerge, portanto, longe da extremidade anterior, mas
mantém-se colado a membrana do citossomo por uma prega da bainha flagelar
denominada ondulante, em vista de acompanhar os movimentos flagelares. Sé
depois de ultrapassar o pélo anterior da célula é que o flagelo se torna livre.

- Tripomastigota: esta forma tem o citossomo longo e achatado, como a forma
promastigota, porém apresenta o cinetoplasto e a bolsa flagelar deslocados para a
regido entre o nucleo e a extremidade posterior, ndo raro muito préximo desta. O
flagelo percorre toda a extensédo do corpo celular aderido por sua longa membrana
ondulante.

- Esferomastigota: distingui-se da forma amastigota por apresentar um flagelo
mais longo, que se exterioriza e permite movimentar o corpo arredondado do
parasito. Constitui, em verdade, uma forma de transi¢do na evolugao de amastigota
para as demais formas flageladas do protozoario.

- Coanomastigota: nos flagelados do género Crithidia, encontram-se formas
pequenas, com o corpo curto, truncado na extremidade flagelar e com ligeira
constricdo no terco anterior. A bolsa flagelar € mais ampla e afunilada, concorrendo
para dar um aspecto de taga a regido de onde parte o flagelo. O cinetoplasto é
grande, lateralizado e relativamente posterior, situando-se, em geral, junto ao
nucleo.

Além das formas citadas, sdo encontradas:

- Paramastigota: forma alongada com cinetoplasto lateral ao nucleo. E

observada no género Herpetomonas.



- Opistomastigotas: forma alongada com cinetoplasto posterior ao nucleo e o
flagelo se originando préximo ao cinetoplasto e emergindo na extremidade posterior,
atravessando todo o citoplasma (WALLACE, 1977).

- Endomastigotas: formas alongadas com flagelos curvados intracelularmente,
0 que emerge pela extremidade anterior do corpo, tendo ou nao porgao livre
(WENYON, 1913).

- Escleromastigotas: formas “cisticas” ou de resisténcia encontradas em

tripanosomatideos monoxénicos (RANQUE et al., 1974).

FIGURA 1 — Estagios morfolégicos e de diferenciagao celular apresentados pelos
organismos da familia Trypanosomatidae: 1. Promastigota; 2. Opistomastigota; 3.
Amastigota; 4. Epimastigota; 5. Tripomastigota; 6. Coanomastigota; 7.
Esferomastigota; 8. Endomastigota; 9. Paramastigota (f. Flagelo, c. Cinetoplasto, n.
Nucleo). Fonte: Rey (2001).

4.2.3. Diferenciagao no género Herpetomonas

Os tripanosomatideos do género Herpetomonas tém recebido a denominagao
de monogenéticos, uma vez que, para as espécies desse grupo, ndo se conhece

papel patogénico para animais ou vegetais (DAWID e BROWN, 1996).



Herpetomonas samuelpessoai € um protozoario do género monogenético,
uniflagelado, caracterizado por trés formas de desenvolvimento (promastigota,
paramastigota e opistomastigota) e cresce com relativa facilidade em meios artificiais
quimicamente definidos (PICHARA et al., 2002).

Promastigota (cinetoplasto anterior ao nucleo) é a forma freqientemente
observada em culturas ou no inseto. Ao se diferenciar, geralmente quando a cultura
atinge a fase estacionaria de crescimento, surgem as formas paramastigota
(cinetoplasto lateral ao nucleo). Ja foi observado que, em cultura, formas
promastigota de H. megaseliae transformam-se em opistomastigotas (ANDRADE e
ALMEIDA, 1980). Este ultimo estagio desaparece quando o protozoario € introduzido
no hospedeiro invertebrado (DAGGET, DOLLAHON e JANOVY, 1972). O estagio de
desenvolvimento denominado opistomastigota (cinetoplasto posterior ao nucleo),
considerado estagio de diferenciagdo ou transformacgéo celular reversivel (DE
SOUZA, 1995), é caracteristico do género Herpetomonas, ndo sendo observado em
nenhum outro da familia Trypanosomatidae. Entretanto, estagios semelhantes
podem ser observados na forma coanomastigota de Herpetomonas (Crithidia)
roitmani (FARIA e SILVA et al., 1996), denominados opistomorfos (CAMARGO et al.,
1992) ou metacoano (SOUZA et al., 1994).

Alteragbes morfoldgicas, bioquimicas, no crescimento, na diferenciagcdo e
motilidade podem ser observadas nesses flagelados, apds tratamento com varias
drogas (PICHARA et al., 2002).

Varios estudos tém demonstrado que diversos fatores sdo capazes de induzir
a diferenciagao celular em Herpetomonas. Fatores que induzem o aparecimento da
forma opistomastigota incluem o aumento do tempo de cultivo e da temperatura de

incubacdo (ROITMAN, ROITMAM e AZEVEDO, 1972) e, ainda, o cultivo do



protozoario em presenca de droga carcinogénica (PICHARA et al., 2002), ou em
condicdes que interferem com componentes da membrana plasmatica ou com os
acidos nucléicos, tais como 2- deoxi- D-glicose (ANGLUSTER, BUNN e SOUZA,
1977), radiacao ultravioleta (ESTEVES et al., 1979), concanavalina A (ALVIANO et
al.,, 1981), anestésicos Ilocais (THOMAS et al., 1981a), dimetilsulféxido
(CASTELLANOS et al., 1981; SOARES et al., 1988; SANTOS et al., 2002), drogas
colinérgicas (THOMAS et al., 1981b), corante fotodindmico (azul de metileno)
(CASTELLANOS et al., 1985), propranolol (LOPES et al., 1983), lipossacarideos
(FIORINI et al., 1985), butirato (NAKAMURA e PINTO, 1989), anticorpos especificos
(TORAS, 1991). Drogas que interferem com o ciclo celular, tais como a hidroxiuréia,
induzem também um aumento do numero de formas opistomastigotas em cultura
(KNIGHT, 1976).

Holetz et al. (2002) realizaram uma pesquisa na qual verificou-se o efeito de
15 plantas medicinais (extratos brutos ou 6leos essenciais) no crescimento e
diferenciagcdo celular de Herpetomonas samuelpessoai. Destas, Ocimum
gratissimum, Lippia alba, Piper regnellii, Stryphnodendron adstringens, e Tanacetum
vulgare mostraram atividade antiprotozoario, Psidium guajava e Punica granatum,
menor atividade e Achillea millefolium, Eugenia uniflora, Mikania glomerata, Plantago
major e Spilanthes acmella ndo apresentaram atividade. Por outro lado, Arctium
lappa, Erythrina speciosa, e Sambucus canadensis estimularam o crescimento de H.
samuelpessoai, além de L. alba e S. acmella estimularem a diferenciagcao celular
deste flagelado. Estes resultados indicaram que plantas medicinais possuem
principios ativos contra H. samuelpessoai, o qual parece ser util como modelo para

selecéo de plantas que contém drogas tripanosomicidas.



Em adicdo, Herpetomonas samuelpessoai apresenta também antigenos
semelhantes aos do Trypanosoma cruzi (HOLETZ et al., 2002), podendo induzir
resposta imune humoral e mediada por células em camundongos desafiados com
Trypanosoma cruzi (SOUZA e ROITMAN, 1971; SOUZA et al., 1980), fato que
reforca a importancia desses organismos no que tange a reatividade antigénica
cruzada encontrada entre os mesmos, além de servir como modelo biolégico na
area de imunologia.

Apesar da utilizagcdo de tripanosomatideos como modelos para o estudo de
acgao de drogas sintéticas ser bastante investigada no meio cientifico, ainda € pouco
explorada a utilizagdo destes em testes com extratos vegetais e, consequentemente,
quais efeitos exerceriam ao nivel celular “in vitro” (LOPES et al. 1989; FIORINI et al.,

1991; THOMAS et al., 1981a).

4.3. AVALIAGAO DE MUTAGENICIDADE (TESTE DO MICRONUCLEO)

Apesar da valiosa contribuicdo para o controle de muitas doencas, o uso de
medicamentos na pratica médica produz efeitos indesejaveis, entre os quais a
carcinogénese. O teste de micronucleo de roedores “in vivo” € amplamente aceito
pelas agéncias internacionais e instituigdes governamentais, como parte da bateria
de testes recomendados para estabelecer a avaliagdo e o registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial e
que possam apresentar atividade mutagénica (RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES,

2003).



O teste do micronucleo é o ensaio “in vivo” mais amplamente utilizado para
detectar agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e agentes aneugénicos
(que induzem aneuploidia ou segregagcao cromossémica anormal). Foi inicialmente
desenvolvido em eritrécitos de medula 6ssea de camundongos, mas & também
realizado em ratos (RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES, 2003).

As caracteristicas basicas do teste sado: (1) o efeito do agente quimico é
observado em eritrécitos policromaticos anucleados (PCEs); (2) o eritrécito
policromatico tem um tempo de vida relativamente curto, de modo que qualquer
micronucleo que ele contenha deve ter sido gerado como resultado de danos
cromossbmicos induzidos recentemente; (3) os micronucleos sao facilmente
identificaveis e a sua distribuicdo € bem definida; e (4) a freqiéncia de micronucleo
induzida em eritrécito policromatico é dependente do tempo de amostragem
(RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES, 2003).

Os eritroblastos, na medula &ssea, sofrem uma duplicacdo final dos
cromossomos e se diferenciam em eritrocitos policromaticos. Os micronucleos (MN)
aparecem nas ceélulas filhas, em decorréncia de danos induzidos nas células
precursoras. Os fragmentos cromossdmicos que resultam de quebras podem ser
incorporados no nucleo principal das células filhas apds a mitose. Uma membrana
nuclear se formara em volta do fragmento, o qual sera visivel como um pequeno
nucleo separado do nucleo principal da célula (RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES,
2003).

Micronucleos sdo nucleos pequenos, separados e adicionais ao nucleo
principal da célula, produzidos durante a tel6fase da mitose por perda de fragmentos
cromossémicos ou cromossomos inteiros. Eritrocito policromatico (PCE) é um

eritrocito imaturo, em um estagio intermediario de desenvolvimento, que ainda



contém ribossomos e, portanto, pode ser distinguido do eritrocito normocromatico
(NCE) por coloragao seletiva para ribossomos (SBMCTA - Sociedade Brasileira de
Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese, 2005).

Heddle e Carrano (1997) mediram o conteudo de DNA de micronucleos
induzidos por radiagdo gama na medula de camundongo e mostraram que esse
conteudo variou de 0,5 a 11,1% do nucleo dipldide em G1, com média de 3,5%. Tais
resultados estdo de acordo com o esperado, na hipétese de que os micronucleos
surgem de fragmentos acéntricos produzidos por quebra ao acaso do genoma do
animal.

Segundo o procedimento original descrito por Heddle (1973) e Schmid
(1976), os micronucleos sao contados nos eritrocitos jovens. Quando os eritroblastos
expelem seu nucleo, ao se transformarem em eritrécitos maduros, os micronucleos
permanecem no citoplasma, onde sao facilmente reconheciveis. Durante um periodo
de 10 a 24 horas, os eritrocitos jovens sdo policromaticos (RNA positivos), isto &,
coram-se em azul e ndo em vermelho. Contando-se os micronucleos em apenas
nesse tipo de célula, sabe-se que eles se formaram na mitose anterior, na presenca
do agente mutagénico. Como o periodo entre a ultima divisdo e a formagao do
eritrécito policromatico é de 8 a 12 horas, € obvio que s6 se encontram micronucleos
induzidos pelo agente cerca de 10 horas apd6s o tratamento. Além disso, o intervalo
minimo dentro do quais os micronucleos podem ser detectados corresponde a
duragcdo do estagio de policromatico, entre 10 a 24 horas. Os micronucleos séo
tipicamente arredondados, com didmetro de 1/20 a 1/5 do didmetro do eritrdcito.
Correspondem aos que se denomina, em hematologia, de corpusculo de Howell-
Jolly. A taxa espontanea de eritrocitos policromaticos com micronucleo € baixa e

consistente, apresentando cerca de trés por mil células.



Recomenda-se usar animais entre 7 a 12 semanas de idade, sendo cinco
para cada dose e contar 1000 eritrécitos policromaticos por animal. Outra
possibilidade é contar 2000 eritrocitos porque, como a passagem de eritrocito
policromatico a maduro, normocromatico, € um processo continuo, a decisdo de
contar um eritrocito em transicdo como jovem ou adulto, € mais ou menos subjetiva
(RABELLO-GAY et al., 1991).

As substancias a serem testadas sao, geralmente, administradas a roedores e
o efeito verificado em esfregaco de medula 6ssea ou células de sangue periférico.
Este ensaio serve como primeiro passo no estudo de compostos mutagénicos, tendo
a vantagem de ser mais rapido que a analise de aberragées cromossdmicas.

O ensaio de micronucleo “in vivo” foi descrito por Schmid (1974), sendo uma
técnica simples e rapida na preparacéao e leitura das laminas, porém nao exato como
a analise das aberragdes cromossémicas. No monitoramento da quebra de
cromossomos, o teste de micronucleo nao € tao sensivel como o teste da metafase
de medula éssea, porém € um método de rotina toxicoldgico amplamente apropriado
para detectar a genotoxicidade de um composto.

Sao inumeros os trabalhos utilizando a técnica do micronucleo para a avaliacéo
de mutagenicidade e/ou antimutagenicidade de diversos produtos, aos quais o0s
seres humanos estao expostos.

A andlise do potencial mutagénico da tributiltina (TBT) e ligagao inorganica
(Pbll), utilizando o teste do micronucleo, revelou seu potencial genotdxico em
Hoplias malabaricus (traira), utilizando-se dose de 0,3mg/g de peso de TBT e
21mg/g de peso de Pbll (FERRARO et al., 2003).

Scher et al. (2000) analisando o potencial genotdéxico do Saido, planta cujo

extrato € amplamente utilizado como antiinflamatério por seres humanos, relataram



que o extrato aquoso da referida planta ndo apresentou acdo mutagénica em
camundongos, pelo teste de micronucleo.

Rampazo et al. (2002) observaram, pelo teste do micronucleo, um efeito
protetor da clorofillina, um sal obtido da clorofila, contra mutacdes induzidas pela
mitomicina C “in vitro”, em células de hamster chinés.

Os testes de micronucleo e cometa foram utilizados para a analise do pesticida
Carbofuran e seus quatro metabdlitos (carbofuranphenol, 3- Ketocarbofuram, 3-
hidrocarbofuram e nitrosocarbofuram) nas doses de 0,1 e 0,4 mg/Kg, administrados
em ratos por via intraperitonial, e os resultados mostraram que 3-Ketocarbofuram, 3-
hidrocarbofuram e nitrosocarbofuram sao potencialmente mutagénicos (ZHOU et al.,
2005).

No estudo realizado por Delmanto et al. (2000), demonstrou-se que o cha de
cogumelo Agaricus blazei, conhecido como cogumelo do sol, possui efeito protetor
contra mutagenicidade da ciclofosfamida em camudongos, pela andlise de
micronucleos.

Ferreira, Carvalho e Maistro (2003) avaliaram o potencial antimutagénico do
extrato de Solanum melongena (berinjela), frente ao quimioterapico doxorrubicina,
utilizando os ensaios citogenéticos de metafase de medula 6ssea e também o
ensaio do micronucleo. Neste trabalho os animais que receberam o extrato de
Solanum melongena, tiveram uma redugao estatisticamente significativa dos efeitos
clastogénicos causados pelo referido quimioterapico.

Hayashi et al. (1992) executaram o ensaio de micronucleo usando reticuldcitos
de sangue periférico de ratos tratados com ciclofosfamida e mitomicina C. Até entéo,
acreditava-se que o sangue periférico de ratos era inviavel para a realizagao do teste

do micronucleo. Aplicou-se um método de coloracido com revestimento das Iaminas



com o corante laranja de acridina. Os ratos foram tratados com mitomicina C ou
ciclofosfamida. Foram coletados 5 microlitros de sangue, em intervalos de 0 a 72h
apos o tratamento. Para comparacdo, utilizou-se a técnica do micronucleo com
células de medula 6ssea, sacrificando-se os animais 30 horas apds o tratamento.
Observou-se a incidéncia dos micronucleos, sugerindo, assim, que os reticuldcitos
periféricos de ratos podem ser usados como células-alvo para o ensaio do
micronucleo, com resultados confiaveis.

Zanoni et al. (2005) observaram efeito clastogénico do extrato de caule de
Austroplenckia populnea, utilizando os testes do micronucleo e de aberragdes
cromossOmicas. O extrato vem sendo estudado quanto ao seu potencial de reduzir a
producdo de espermatozoides. Os resultados obtidos evidenciaram potencial
clastogénico do mesmo em células de ratos Wistar, sendo que, por sugestdo dos
autores, o seu uso por seres humanos deve ser interrompido até que sejam feitas
investigagdes adicionais.

Maistro, Carvalho e Cascon (2005) avaliaram o potencial mutagénico do éleo
essencial de Copaifera duckey em células de ratos Wistar, utilizando a analise de
aberragdes cromossOmicas em células da medula éssea e o teste do micronucleo,
em células de sangue periférico. O estudo demonstrou efeito citotoxico do éleo em
altas concentracdes.

Duas técnicas podem ser avaliadas no mesmo animal e tém diversas
vantagens, tais como reduzir o numero de animais utilizados, esclarecer respostas
clastogénicas marginais de agentes e correlacionar resultados de genotoxidade de
técnicas diferentes.

Bucker, Carvalho e Alves-Gomes (2006), com o objetivo de realizar um estudo

sobre mutagenicidade e genotoxidade em peixes da espécie Eingenmannia



virescens, pela exposicdo ao benzeno, utilizaram as técnicas de frequéncia de
micronucleos e o ensaio cometa. Foram coletadas amostras de sangue de 10 peixes
em diferentes tempos de exposi¢ao (24h, 48h, 72h, 96h e 360h). Para analise das
ldminas do teste do micronucleo, foram coletadas mil células e estipulada a
frequéncia de ocorréncia de micronucleos. Para a analise do ensaio cometa a
contagem foi feita estipulando 4 classes de danos (I, Il, Ill, IV) e para a analise
estatistica foram atribuidos valores numéricos (ranques) de 0 a 3, respectivamente,
verificando diferengas significativas para a soma dos ranques em todos os tempos
de exposicdo em relagdo ao tratamento oral. No teste do micronucleo, nao foi
possivel detectar efeitos mutagénicos significativos nos eritrécitos analisados. No
entanto, para o ensaio cometa os resultados sugeriram agao genotdxica do
benzeno.

Segundo Ribeiro, Salvadori e Marques (2003), quando se compara o teste do
micronucleo com o teste de aberracbes cromossémicas em medula dssea “in vivo”, o
teste do micronucleo é tecnicamente mais simples, pode ser utilizado em menor
tempo, tem um resultado menos subjetivo, detecta agentes clastogénicos e
aneugénicos, requer menor numero de animais e pode ser automatizado para
analise de micronucleo por analise de imagem e citometria de fluxo. Assim, é um
teste muito apropriado para ser usado rotineiramente.

Os resultados positivos obtidos com o teste do micronucleo fornecem fortes
evidéncias de genotoxicidade sistémica da substancia quimica avaliada. Sob
condigdes experimentais apropriadas (isto €, quando ocorre exposigcdo da medula
0ssea), os resultados negativos suportam a conclusdo de que a substancia teste néo

é genotodxica “in vivo” (RIBEIRO, SALVADORI e MARQUES, 2003).



Conforme citado e exemplificado através de relatos de pesquisas, o teste de
micronucleo € um método eficazmente desenvolvido para avaliar a habilidade de
substancias para induzir dano cromossdmico estrutural e/ou numérico em células em

estagio de divisao.

4.4. CIPO-DE-SAO-JOAO - Pyrostegia venusta

Pyrostegia venusta, planta da familia Bignoniaceae € popularmente conhecida
como flor-de-sdo-jodo, cipd-de-sao-jodo, cipo-bela-flor, marquesa-de-belas, cipo-pé-
de-lagartixa, cipo-de-lagarto. Pela etimologia da palavra, o nome cientifico significa:
Pyrostegia: do grego pyr = fogo, stege = coberta, e venusta: do latim venustus, com
referéncia as vistosas flores desta espécie (TAKAEDA e FARAGO, 2001).

O cip6-de-sao-joao € uma trepadeira lenhosa, vigorosa, nativa em quase todo
o territério brasileiro, de ramagem densa, encontrada com muita frequéncia dispersa
em campos, revestindo barrancos, margens de estradas e cercas de pastagens. O
seu nome € alusivo ao seu constante uso na decoragao das festividades de Sao-
Jodo, de norte a sul de todo pais. E a flor que enfeita os mastros de festas juninas e
que foi eleita representativa da cidade de Campinas-SP. Possui inflorescéncias
numerosas, com flores tubulares, longas, alaranjadas, claras ou escuras, nos meses
de inverno, quando se destaca do resto da vegetagdo. Ocorre também uma
variedade de flores amarelas, muito rara em cultivo (LORENZI e SOUZA, 1999).

E uma espécie ornamental, com propriedades medicinais e téxicas. E uma

planta que mede de 2-4m de comprimento, com folhas opostas, compostas de dois



foliolos, eventualmente trés gavinhas trifidas. Os foliolos possuem 3 cm de
comprimento e 2cm de largura. Floresce mais intensamente do final de julho a
setembro (TAKAEDA e FARAGO, 2001).

As suas flores, folhas e caules sao utilizadas na medicina popular para
tratamento de manchas brancas no corpo (leucoderma, vitiligo). O caule é utilizado
como ténico antidiarréico. Trata-se de uma planta ornamental que se multiplica
rapidamente, servindo para revestir muros e caramanchdes (LORENZI, 1991).

Estudos do néctar das flores conduziram ao isolamento de aminoacidos e de
acgucares (GOTTSBERGER et al., 1984).

A espécie tem recebido pouca atengao por parte de fitoquimicos, com registro
de pirostegina, um glicosideo provavelmente relacionado com a toxidez da planta
(LORENZI, 1991), carotendides nas flores (HARBORNE, 1967) e rutina nas folhas
(SANTOS e BLATT, 1998).

Ao considerar que o solo de cerrado e de mata apresentam diferencas na
fertiidade das plantas, e, que este fator pode levar as diferencas na produgao de
compostos fendlicos, estudos foram realizados analisando quantidades de
flavondides, fendis soluveis e taninos de folhas de Pyrostegia venusta, coletadas na
mata e no cerrado, com o objetivo de verificar a influéncia desses biécoros na sua
producdo. Tanto os resultados de flavondides como os de fendis, ndo mostraram
diferengas significativas entre as plantas de mata e cerrado, sugerindo que a
espécie nao apresenta plasticidade fenotipica baseada nesses caracteres,
considerando as diferencas de solo dos locais de coleta. Nao foram detectados
taninos nas folhas desta espécie (SANTOS e BLATT, 1998).

O estudo quimico das raizes de Pyrostegia venusta foi desenvolvido em

continuidade a investigagcéao fitoquimica que vem sendo realizada com a familia



Bignoniaceae. O extrato etandlico das raizes forneceu quatro substancias, que
foram identificadas com base na interpretacao de dados espectrais, principalmente
RMN 'H e ™C, como alantoina, os esterdides PB-sitosterol e 3 B-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol e a flavanona hesperidina. Os dados de RMN uni-(1D) e
bidimensional (2D) do derivado peracetilado foram usados para a confirmagao
estrutural, atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio (6H) e
carbono (6C). Assim, foi possivel também identificar a estrutura da flavanona natural
4 isolada de Pyrostegia venusta, a qual foi caracterizada definitivamente como
hesperedina {4, 7-O-rutinosil-3',5-diidroxi-4'-metoxiflavanona =  7-O-[a-L-
ramnopiranosil (1-6)-b-D-glicopiranosil]-3',5-diidroxi-4'-metoxiflavanona} substancia
natural ja descrita na literatura e registrada pela primeira vez neste estudo como
bioproduzida por espécie da familia Bignoniaceae (FERREIRA TREVISAN,
ALVARES e HOUGHTON, 2000).

Os flavondides tém sido reconhecidos como responsaveis por atividade
antialérgica, antiinflamatéria, antiviral, antiproliferativa e anticancerigena, além de
afetar alguns aspectos do metabolismo de mamiferos (WATTENBERG, 1995).

A alantoina possui atividade antiinflamatéria, antipéptica, antipsoriase,
antiulcera, imunoestimulante e queratolitica, além de ser muito utilizada em
dermatologia. O isolamento de 7-O-B3-D glicopiranosilacacetina e meso-inositol das
flores de Pyrostegia venusta, também requer atengdo especial dos pesquisadores
envolvidos em investigagdes de atividade biolégica de produtos naturais. A flavona
acacetina, aglicona, revelou atividade antiinflamatoria, protetora capilar e
espasmolitica (FERREIRA TREVISAN, ALVARES e HOUGHTON, 2000).

Na revisdo de literatura, ndo foram encontradas pesquisas sobre a atividade

antimicrobiana e mutagénica desta planta, assim como efeitos em sistemas



eucarioticos unicelulares “in vitro”, fato este que também justifica o presente

trabalho.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
José do Rosario Vellano — UNIFENAS, Campus de Alfenas/MG, sob n°® 14A/2007

(ANEXO A).

5.2 MICRORGANISMOS

Para o estudo de diferenciacdo celular, foi utilizado o tripanosomatideo
Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252) (GALVAO et al., 1970; ROITMAN et
al., 1976).

Para os experimentos de agédo antimicrobiana, foram utilizadas as seguintes
cepas bacterianas e leveduras:

BACTERIAS

Bacillus cereus (ATCC 11778)

Bacillus stearothermophilus (ATCC 7953)
Bacillus subtilis (ATCC 6633)
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)

Escherichia coli (ATCC 25922)



Escherichia coli (ATCC 8739)

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)
Micrococcus luteus (ATCC 9341)

Proteus mirabilis (ATCC 25933)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
Salmonella typhimurium (ATCC 14028)
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)

Streptococcus pyogenes (ATCC 19615)
Streptococcus salivarius (IAL 1863)
LEVEDURAS:

Candida albicans (ATCC 10231)
Cryptococcus neoformans (ATCC 20509)

Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601)

5.3 COLETA DO MATERIAL

As folhas de Pyrostegia venusta foram coletadas em Alfenas — MG, a beira da
Rodovia BR 179, Km zero, no més de junho de 2006. A exsicata foi identificada pela

equipe do Laboratério de Botanica da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL,



coordenada pelo Prof. Dr. Marcelo Pélo, sendo posteriormente armazenada no
Herbario da Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS), Alfenas-MG, sob o

n° 270.

Takeda, I. J. M. ; Farago,P. V., 2001

FIGURA 2 — Foto ilustrativa da planta Pyrostegia venusta

Fonte: Takaeda, 2001.

5.4 OBTENGAO DO EXTRATO

O extrato das folhas frescas de Pyrostegia venusta foi obtido através de
extragdo com alcool etilico a 70° GL conforme técnica descrita por Caceres et al.

(1990,1995).

Foram pesados 600g de folhas da planta e colocadas em 3000 mL de alcool
etilico 70° GL. Esta mistura foi macerada em baldo volumétrico (5000mL), a
temperatura ambiente, por 15 dias, ao abrigo da luz, sendo feita agitagdo manual

diaria. Apdés 15 dias, os extratos foram filtrados em papel de filtro tipo xarope e



mantidos sob refrigeragdo. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatério
e filtrados em filtro Millipore® (0,22um). Posteriormente os extratos obtidos foram

colocados em frasco a&mbar estéril e mantidos sob refrigeracéo a 4°C.

FIGURA 3 — Foto ilustrativa do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos - UNIFENAS, 2006.

5.5 MANUTENGAO DAS AMOSTRAS

5.5.1 Tripanosomatideo

A amostra de tripanosomatideo foi cultivada e mantida em meio complexo de
Roitman (ROITMAN et al., 1972), com repicagens semanais, apds a incubagao a
28°C, por 48 horas, em estufa para BOD, sendo em seguida armazenada sob

refrigeragao.



5.5.2 Cepas Bacterianas e de Leveduras

As cepas bacterianas foram mantidas em meio BHI (DIFCO/OXOID), com
repicagens quinzenais. O crescimento e manutencdo das amostras foram feitos em
estufa a 37°C, por 24 horas, sendo posteriormente refrigeradas.

As leveduras foram mantidas em agar Sabouraud glicose e cultivadas a 25°C,

por 48 horas. Apds, as amostras foram refrigeradas.

5.6 ENSAIOS DE AGAO ANTIMICROBIANA

Os testes de atividade antimicrobiana do extrato vegetal de Pyrostegia
venusta foram realizados por dois métodos, de acordo com padrdées do National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002): teste de difusdo em

agar e teste de diluicdo em tubo.

5.6.1 Teste de difusdao em agar

Foram utilizados o meio &agar Mdller-Hinton, para antibiograma, numa
espessura de 5 mm, distribuido em placas de Petri de 15 cm de didmetro, agar BHI

para o cultivo das bactérias e agar Sabouraud glicose para o cultivo dos fungos.



Foram confeccionados pogos nos meios de cultura, utilizando-se um tubo de vidro
de 4 mm de didmetro. Com auxilio de um "swab", foram feitas as semeaduras das
bactérias e dos fungos, em fase log de crescimento, nas placas perfuradas. A
suspensao microbiana foi realizada em solugao fisioldégica a 0,9%, com turvagéo
equiparada ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. O extrato foi adicionado aos
pocos confeccionados nas concentragdes de 72,6 mg/mL e 145,2 mg/mL.

Apos o tempo de incubacdao de 24 horas, foram feitas as leituras dos
didmetros dos halos de inibicado do crescimento microbiano, medidos em milimetros,

com auxilio de um paquimetro.

5.6.2 Determinagcao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao

Microbicida Minima (CMM)

A utilizacdo da técnica de diluicdo em tubo permitiu avaliar a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Microbicida Minima (CMM) do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta. Foram preparadas solugdes de extrato vegetal
em concentracdes decrescentes, diluidas em Caldo BHI ou em Caldo Sabouraud.
Numa série de 15 tubos, foram colocadas, respectivamente, concentracdes
decrescentes de extrato vegetal. No tubo numero 15, ndo foi adicionado o extrato
vegetal, servindo como controle do crescimento microbiano.

Foi preparada uma suspensdo bacteriana em Caldo BHI e uma suspensao
fungica em Caldo Sabouraud, com turvagao correspondente ao tubo n° 0,5 da escala

de Mac Farland (BIER,1980). Um mL da suspensao microbiana foi inoculado nos



respectivos tubos, contendo concentragbes decrescentes do extrato vegetal. Ao
adicionar esta suspensao, as concentracoes do extrato e da suspensao microbiana
foram reduzidas a metade. Os tubos inoculados foram respectivamente incubados a
37°C ou 25°C, por 48- 72 horas. Apds a incubacgao, foi avaliado o crescimento
microbiano, pela presenca de turvacao do meio de cultura. Neste caso, determinou-
se a CIM, o que corresponde a menor concentragdao do extrato de Pyrostegia
venusta capaz de inibir o crescimento microbiano. Para avaliar a CMM, cada tubo foi
inoculado em agar Miuller-Hinton ou agar Sabouraud e, apods incubagédo a 37°C ou
25°C, por 48 —72 horas, foram realizadas as leituras para a verificagdo da presenca
ou auséncia do crescimento microbiano, isto é, propriedade microbicida minima do

extrato vegetal.

5.7 ENSAIOS DE CRESCIMENTO E DIFERENCIAGAO CELULAR

5.7.1 Experimentos de crescimento

O crescimento celular foi estimado por contagem das células em camara de
Neubauer, em sistemas controle e submetidos ao tratamento com doses crescentes
do extrato, apds incubacdo em estufas para BOD a 28°C, por um periodo de 48

horas.



5.7.2 Experimentos de diferenciagao celular

A diferenciacao celular foi realizada em meio de cultivo quimicamente definido
(ROITMAN et al., 1972). Cerca de 10° células foram incubadas juntamente com
doses crescentes do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, a 28°C, por 48
horas. Laminas coradas pelo método Pandtico foram observadas em microscopia
Optica objetivando estimar os percentuais de formas pré, para e opistomastigota.

Pelo menos 200 células foram examinadas em cada preparacao.

5.8 DOSE LETAL MEDIA (DL 50) DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE

Pyrostegia venusta

O estudo da DL50 foi realizado conforme as normas preconizadas pela OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development)

E principio do teste que, com base num procedimento passo-a-passo, com o
uso de um numero minimo de animais por passo, informacdes suficientes sejam
obtidas sobre a toxicidade aguda da substancia teste, de modo a permitir sua

classificagao.



5.8.1 Descricao do método

Os animais utilizados foram camundongos Swiss albinos, fémeas, com peso
corporal entre 30 a 40 gramas.

Estes foram 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 luminosidade
de 12 horas (12 horas claro/12 horas escuro), tratados com ragdo comercial Labina
Purina® (Nestlé Purina Petcare Company) e agua ad libitum. Os animais foram
selecionados aleatoriamente e agrupados em caixas por tratamento, marcados de
modo a permitirem sua identificacdo individual, e mantidos nestas caixas por cinco
dias antes da dose, a fim de se aclimatarem as condi¢cdes do laboratorio.

O extrato foi administrado em dose unica por gavagem, usando-se um tubo
gastrico.

Os animais jejuaram, antes de receber a dose do extrato, por 4 horas (o
alimento foi negado, mas n&o a agua). Em seguida ao periodo de jejum, os animais
foram pesados e o extrato administrado. Apds, o alimento ainda foi negado por mais
1-2 horas.

Trés animais foram usados em cada passo. A dose inicial testada foi de 300
mg/Kg de peso corporal.

Os animais foram observados individualmente apds a administracdo da dose
pelo menos uma vez durante os primeiros 30 minutos, periodicamente durante as
primeiras 24 horas, com especial atencdo durante as primeiras 4 horas, e dai por

diante diariamente, num total de 14 dias.



No término do teste, os animais sobreviventes foram pesados e sacrificados
humanitariamente, por inalagdo com diéxido de carbono em camaras de acrilico
adaptadas (Report of the American Veterinary Medical Association Panel
Euthanasia, 2000). O material contaminado foi acondicionado em sacos plasticos
duplos e armazenado em locais especificos até o momento de sua incineracéo,

conforme as normas de seguranga e saude da Institui¢ao.

5.9 ENSAIO DE MUTAGENICIDADE

5.9.1 Animais utilizados no estudo

Foram utilizados camundongos Swiss albinos adultos jovens, com idade
aproximada de 12 semanas, machos e fémeas (CSGMT, 1986), com peso corporal
entre 30g e 409 (a variagao de peso entre os animais, para cada sexo, hdao excedeu
a + 20% do peso médio) e saudaveis, provenientes do Biotério Central da
Universidade José do Rosario Vellano — UNIFENAS, Alfenas, Minas Gerais, Brasil,
para o teste do micronucleo. Os animais foram mantidos em grupos do mesmo sexo,
em caixas de polietileno, em ambiente climatizado a 22°C + 3°C, umidade relativa do
ar igual a 50% + 20%, e em ciclos de luminosidade de 12 horas (12 horas claro/12
horas escuro), tratados com ragdo comercial Labina Purina® (Nestlé Purina Petcare
Company) e agua ad libitum, e aclimatados as condi¢cdes do Laboratoério por 7 dias

(periodo experimental) antes da realizagdo do experimento. Ao final do periodo



experimental, cada animal foi pesado e, de acordo com o peso, recebeu tratamento
de 100uL/10g de massa corpoérea. Cada animal foi devidamente identificado na
cauda (marcagdes numéricas) a fim de assegurar a continuidade dos registros e das
interpretacdes ao longo do estudo.

Apos o tratamento experimental, os animais foram sacrificados por
inalacdo com dioxido de carbono em camaras de acrilico adaptadas (Report of the
American Veterinary Medical Association Panel Euthanasia, 2000). O material
contaminado foi acondicionado em sacos plasticos duplos e armazenado em locais
especificos até o momento de sua incineragao, conforme as normas de seguranga e

saude da Instituicao.

5.9.2 Grupos Experimentais

O extrato de Pyrostegia venusta foi testado separadamente empregando-
se 3 doses (1000, 1500 e 2000 mg/Kg de peso corporal). Cada ensaio foi realizado
empregando-se 5 grupos de animais, cada grupo constituido por 3 machos e 3
fémeas (SCHNAIDER e SOUZA, 2003): (1) controle negativo (NaCl 0,9%)
administrado por gavage; (2) controle positivo (50 mg/kg de N-etil-n-nitroso-urea -
ENU) administrado por via intraperitoneal; (3) tratamento 1 (1000 mg/Kg do extrato)
administrado por gavage; (4) tratamento 2 (1500 mg/Kg do extrato) administrado por

gavage; (5) tratamento 3 (2000 mg/Kg do extrato) administrado por gavage.



5.9.3 Teste do micronucleo (MN)

O teste do micronucleo em eritrocitos da medula éssea de camundongos
foi realizado 24 e 48 horas apds o tratamento, empregando-se a metologia descrita
por Schmid (1976) e Zambrano et al. (1982). Eritrocitos policromaticos (PCEs) foram
observados em aumento de 1000x empregando-se microscopia Optica (Nikon
Eclipse E-200) e contados (2000 eritrocitos policromaticos anucleados por animal),
com o auxilio de um contador de células digital (Contador Diferencial CCS02, Kacil

Industria e Comércio Ltda., PE, Brasil).

5.9.3.1 Obtenc&o do material de medula éssea

Resumidamente, seguem-se os passos para a obtencdo do material de
medula éssea:
1. ApOs o sacrificio do animal, rapidamente uma amostra do material de medula
ossea foi coletada. Células da medula 6ssea foram coletadas dos fémures, em 1 mL

de solucao de NaCl 0,9% (ZAMBRANO et al. 1982).

2. Para o sacrificio, a bancada do Laboratério foi preparada assepticamente para a

coleta da amostra. Uma prancha de necropsia foi coberta com papel absorvente.

3. Apods o sacrificio, a perna do animal foi limpa com alcool a 70° GL. Com o auxilio

de uma pinga, tesoura de dissecacao e papel absorvente, a pele foi cortada para a



retirada cuidadosa do fémur. Os restos do animal foram enrolados em papel
aluminio e colocados em sacos plasticos duplos apropriados, seguindo os

procedimentos para o descarte.
4. A extremidade final proximal do fémur foi cortada para expor o canal da medula.

5. Com o auxilio de uma seringa, 1 mL de solugdo de NaCl 0,9% foi injetado na
abertura do fémur, de modo a empurrar a medula para o interior de um tubo de
centrifuga. Apds este procedimento a seringa foi devidamente lavada com solugéo

de NaCl 0,9% e reutilizada.

6. No tubo de centrifuga (2 mL), o material da medula éssea foi ressuspenso em
NaCl 0,9% com o auxilio de uma pipeta Pasteur siliconizada a fim de se obter uma
suspensao homogénea. Tal procedimento assegura uma distribuicdo ao acaso das

células da medula 6ssea.

7. Essa suspenséo foi centrifugada por 5 minutos, a 1.000 rpm, e o sobrenadante

foi descartado com o auxilio da pipeta de Pasteur.

8. O sedimento foi ressuspenso em 0,5 mL de solugdo de NaCl 0,9%, contendo

formol 4%.

9. Os esfregagos foram realizados (2 laminas por animal) pingando-se duas gotas
de suspensado na extremidade fosca de uma |lamina, previamente marcada com o

cbdigo do animal, e com o auxilio de uma laminula inclinada num angulo de 45°.

10. Esses esfregagos foram secos a temperatura ambiente.



FIGURAS 4 a 9 — Fotos ilustrativas da obtencao das células de medula éssea para o
estudo da frequéncia de micronucleos.

Fonte: Laboratorio de Genética - UNIFENAS, 2008.

5.9.3.2 Coloragao e montagem das laminas

As células foram coradas, 24 horas apds a preparacgao das laminas, a fim

de diferenciar eritrécito policromatico (PCE) de eritrocito normocromatico (NCE). O



método de coloragdo inclui 0 uso de corantes convencionais, como Leishman

eosina-azul.

Para a coloragao por Leishman, foi empregado o seguinte protocolo:
1. As laminas foram colocadas em cuba de coloragao, contendo corante puro de

Leishman, por 3 minutos.

2. Posteriormente, essas foram transferidas para cuba de coloracdo contendo

corante diluido em agua destilada (1:6), por 15 minutos.

3. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada, por

varias vezes, até a retirada total do excesso do corante.

4. Entao, as laminas foram secas a temperatura ambiente em suporte apropriado

por 24 horas.

5. Os nucleos dos eritroblastos apareceram azuis escuros, os PCEs, azuis claros
(acinzentados), e os NCEs, rosados. Os PCEs apresentam ser levemente

maiores e mais arredondados que os NCEs.

6. Apods a secagem, as laminas foram montadas com laminulas, empregando-se

Permount levemente diluido em xilol, e analisadas.

5.9.3.3 Analise da relagao entre eritrocitos policromaticos/ normocromaticos

O numero de eritrocitos policromaticos (PCEs), o numero e a

frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMN), e a relagao entre



eritrocitos policromaticos e normocromaticos (PCE/NCE) foram demonstrados

conforme o modelo proposto por Margolin e Risko (1998).

5.10 ANALISE ESTATISTICA DOS ENSAIOS DE AGAO ANTIMICROBIANA,

DIFERENCIAGAO/CRESCIMENTO CELULAR E MUTAGENICIDADE.

Para os ensaios de agao antimicrobiana e diferenciacao celular, foi utilizada
estatistica descritiva. Os resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade foram
submetidos a analise estatistica de variancia, em delineamento inteiramente
casualizado e esquema fatorial 5x2x2 (tratamentoxsexoxtempo), e ao teste de

Tukey (5% de significancia), empregando o software SAS® (versdo 8.01).



6. RESULTADOS

Os experimentos foram realizados em duplicada e repetidos para confirmacéao
dos resultados.
No que diz respeito ao peso seco do extrato, este apresentou 726 mg/mL de

extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta.

6.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Nao foi constatada atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da folha
de Pyrostegia venusta, pela técnica de difusdo em &agar, para as dezenove cepas
testadas de bactérias e fungos, ndo formando halo de inibigdo nas concentragdes

testadas deste extrato (72,6 mg/mL e 145,2 mg/mL).

6.2 DETERMINAGAO DA CIM E CMM EM BACTERIAS E FUNGOS

Os indculos utilizados para a confecgdo das CIM e CMM do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta foram, em média, 10° UFC/mL, a partir de uma
suspensao microbiana, com turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de

MacFarland.



Na concentragao dos extratos testados, ndo foram constatadas, pelo método
de diluicdo em caldo, a capacidade de inibir o crescimento microbiano (CIM) e

propriedade microbicida minima (CMM).

6.3 CRESCIMENTO E DIFERENCIACAO NO GENERO Herpetomonas

samuelpessoai

O crescimento de Herpetomonas samuelpessoai em meio definido de
Roitman, testado com diferentes doses do extrato hidroalcodlico da folha de
Pyrostegia venusta, por 48 horas, esta expresso pela média de numeros de
células/mL e a diferenciagcdo celular foi expressa em percentual de formas

promastigota, paramastigota e opistomastigota (TAB. 1).

Os experimentos de crescimento celular de Herpetomonas samuelpessoali,
em presenca de extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, demonstraram que o
numero de tripanosomatideos nao foi reduzido conforme se aumentou a
concentracdo do extrato, o que demonstra que este ndo inibe o crescimento de
Herpetomonas samuelpessoai, nas concentragdes propostas neste trabalho (TAB.
1). Com relagéo a diferenciacao celular, ndo foram observadas formas diferenciadas
(para-opistomastigota) estatisticamente significantes, quando comparadas aos

sistemas controles.



TABELA 1

Crescimento e diferenciacdo celular de Herpetomonas samuelpessoai, em meio
quimicamente definido (ROITMAN et al., 1972), a 28° C, por 48h, na presenga e
auséncia do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta.

Volume Concentra Numero de Forma Forma Forma
do caodo células/imL Promastigota Paramastigota Opistomastigota
extrato extrato % % %

(ml) (mg/mL)

em

adicio 0,0 9,54x108 100 0 0
50 36,3 3,34x10°8 97 3 0
100 72,6 3,36x10° 97 3 0
200 145,2 6,22x10°8 95 5 0
500 363,0 6,41x108 95 5 0
750 5445 9,34x108 89 11 0

1000 726,0 7,82x108 90 9 1

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos - UNIFENAS, 2007.

6.4 DOSE LETAL MEDIA (DL 50)

Apods tratamento realizado com concentragdes de 300mg/kg a 2000mg/kg
do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, conforme descrito no item Materiais
e Métodos foi realizada observagéao detalhada dos camundongos Swiss albinos, por
um periodo de 14 dias, ndo sendo constatado nenhum o&bito, indicando que este

extrato ndo apresenta toxicidade relativa para estes animais.



6.5TESTE DO MICRONUCLEO (MN)

Os dados das TAB. 2 e TAB. 3 demonstram os resultados do teste do
micronucleo obtidos em camundongos Swiss fémeas e machos, tratados com as trés
doses do extrato de Pyrostegia venusta (1000, 1500 e 2000 mg/Kg) e os controles
positivos e negativos, nos tempos de 24 e 48 horas respectivamente. Sao
apresentados os numeros de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs)
para cada animal e a média de cada grupo. As tabelas referidas também mostram a
média da razdo entre o numero de eritrocitos policromaticos (PCE) e
normocromaticos (NCE), em 2.000 células analisadas por animal.

No que diz respeito ao Teste do Micronucleo, a analise da relacdo entre
eritrécitos policromaticos e normocromaticos fornece uma idéia se o extrato esta
diminuindo a produgao de novos eritrécitos (policromaticos). Se isto ocorrer, a droga
podera ser considerada citotéxica (GOLLAPUDI e MCFADDEN, 1995).

Os resultados revelaram diferengcas estatisticas significativas do
numero/indice percentual de PCEs micronucleados entre o grupo de animais do
controle positivo (ENU 50mg/Kg) e controle negativo (NaCl 0,9%), bem como
controle positivo e tratamentos (1000-2000mg/Kg) com o extrato. Entretanto, essas
diferengas nao foram observadas entre o grupo de animais do controle negativo e o
grupo de animais tratados com o extrato e, ainda, entre os sexos e os tempos de
tratamento (24-48h), sugerindo que o extrato hidroalcodlico de folhas de P. venusta

nao apresenta potencial clastogénico e/ou aneugénico.



TABELA 2

Numero de eritrécitos policromaticos analisados, porcentagem de eritrécitos
policromaticos micronucleados (PCEMNs) e razdo de PCE/NCE observados em
células do sangue de medula 6ssea de camundongos Swiss fémeas (F) e machos
(M) tratados com o extrato de Pyrostegia venusta e os respectivos controles, no
tempo de 24 horas.

Numeros de

Tratamentos PCEs PCEMNs PCE/NCE
24h analisados n %
NaCl 0.9% 12549 42 0.33 22.77
Etil-nitroso-uréia
(50mg/kg) 12091 279 **2.31 **1.10
Pyrostegia venusta
(1000 mg/kg) 13126 38 0.29 19.47
Pyrostegia venusta
(1500 mg/kg) 12171 49 0.40 15.13
Pyrostegia venusta
(2000 mg/kg) 12430 64 0.51 73.12

Fonte: Laboratério de Genética — UNIFENAS, 2008.
* Teste de Tukey-Kramer para médias da relagdo PCE/NCE
** Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05).

TABELA 3

Numero de eritrocitos policromaticos analisados, porcentagem de eritrécitos
policromaticos micronucleados (PCEMNSs) e razdo de PCE/NCE observados em
células do sangue de medula 6ssea de camundongos Swiss fémeas (F) e machos
(M) tratados com o extrato de Pyrostegia venusta e os respectivos controles, no
tempo de 48 horas.

NiUmeros de
Tratamentos PCEs PCEMNs PCE/NCE
48h analisados n %
NaCl 0.9% 12056 55 0.46 8.97
Etil-nitroso-uréia
(50mg/kg) 12039 210 **1.74 **1.51
Pyrostegia venusta
(1000 mg/kg) 12330 65 0.53 14.17
Pyrostegia venusta
(1500 mg/kg) 12197 63 0.52 20.23
Pyrostegia venusta
(2000 mg/kg) 12418 67 0.54 68.23

Fonte: Laboratério de Genética — UNIFENAS, 2008.
* Teste de Tukey-Kramer para médias da relagdo PCE/NCE
** Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05).



7. DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana de extratos e Oleos vegetais deve-se, em sua
maioria, a produtos do metabolismo secundario, como terpendides, e compostos
fendlicos, como flavondides e saponinas, que, também na forma pura, exibem
atividade. A diferenga entre os achados de atividade antimicrobiana descritos em
plantas pode estar relacionada com quantidade de principios ativos presentes nos
extratos, visto que esta quantidade esta relacionada com a agao destes (ADAM et
al., 1998; DUARTE et al., 2004).

Apesar de constatado por Ferreira Trevisan, Alvares e Houghton (2000), em
estudos fitoquimicos da planta Pyrostegia venusta, compostos associados a
atividade antimicrobiana, como os flavonodides, o extrato desta, neste estudo, ndo
apresentou resultados que afirmassem a agao contra agentes microbianos. Este fato
pode estar relacionado a quantidade existente destes principios na planta em
questao.

Os resultados obtidos na determinacdo da CIM e CMM corroboraram os
resultados encontrados na técnica de difusdo em agar, demonstrando que o extrato
nao possui atividade antimicrobiana para as dezenove cepas testadas, nas
condi¢des propostas no presente estudo.

Estudos similares foram realizados com extratos etandlicos de diversas
plantas medicinais (alecrim-pimenta, cravo, alecrim, pimenta-da-jamaica, salvia,
caléndula, entre outras). Os resultados obtidos, apesar de modestos, comprovaram
o potencial antimicrobiano da salvia, alecrim e caléndula frente as bactérias Gram-

positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, e exibiram o



potencial antimicrobiano do cravo e alecrim-pimenta frente as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli e Salmonella thyphimurium demonstrando, desta forma,
que extratos etandlicos de plantas apresentam perspectivas para a obtengao de
antibidticos naturais (SOUZA, 1997; BARA e VANETTI, 1998; ULUBELEN et al.,
2000; VOLPATO et al., 2001).

O estudo realizado por Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) avaliou as
atividades antimicrobianas de extratos hidroalcodlicos, obtidos de 17 espécies de
arvores nativas do Brasil. Para os ensaios de antibiose, foi utilizado o método da
difusdo em agar, com 10 diferentes microrganismos, isolados de indculos obtidos de
focos de infeccgdes clinicas. Dos 170 testes realizados, 25% mostraram alta atividade
antimicrobiana, destacando-se extratos de Bixa orellana, Psidium guajava e
Anacardium occidentale. Excepcional atividade antimicrobiana foi observada em
Mimosa tenuiflora contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa, e os extratos de
Stryphnodendron adstringens e Eugenia uniflora contra Escherichia coli, Providencia
spp., Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa. Dentre estas, os extratos das
plantas A. colubrina (Mimosoideae), G. americana (Rubiaceae), C. sylvestris
(Flacourtiaceae) e T. avellanedae (Bignoniaceae) nao apresentaram atividade
antimicrobiana contra as cepas testadas.

Cunico et al. (2004) avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato bruto
etandlico dos 6rgaos totais de O. martiana frente as bactérias Enterococcus faecium
(ATCC 6569), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), utilizando-se os métodos de difusdo em agar e bioautografia. Os

resultados obtidos por difusdo em agar mostraram que o extrato de O. martiana



apresenta potencial antibacteriano contra E. faecium, evidenciado pelo aparecimento
de zonas de inibicdo de crescimento e ndo demonstraram acado antimicrobiana
contra as outras cepas testadas.

Zauli et al. (2004) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato etandlico de
Dillenea indica L, popularmente conhecida como Flor de Abril, nas cepas de
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619),
Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Streptococcus salivarius (CDC 262),
utiizando a técnica de difusdo em &gar e microdiluicdo seriada em tubo.
Constataram atividade antimicrobiana, em halos, com 9,58mg/mL para P.
aeruginosa, S. aureus, S. mutans e S. salivarius , ndo apresentando halo de inibi¢ao,
na quantidade testada, nas cepas de E. coli e S. typhimurim. Na CIM, ocorreu
inibicdo do crescimento bacteriano com 95,8 mg/mL para E. coli e S. typhimurium , e
47,9mg/mL para S. aureus, P. aeruginosa, S. mutans e S. salivarius. Na CMM, a
inibicao total do crescimento bacteriano foi verificada na concentracido de 71,85
mg/mL para S. aureus, P. aeruginosa, S. mutans e S. salivarius, e maior que 95,8
mg/mL para E. coli e S. typhimurium, concluindo que o extrato de Dillenia indica L.
apresentou atividade antimicrobiana “in vitro” bastante significativa, frente aos
microrganismos testados.

Lopes et al. (2006) realizaram um estudo avaliando, como nesta pesquisa, a
atividade antimicrobiana do extrato seco de insulina (Cissus sicyoides) e do 6leo de
copaiba (Copaifera langsdorfii), em cepas bacterianas e fungicas, como: Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides, Escherichia coli,
Enterococos faecalis, Enterococos aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus

cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans e Cryptococcus neoformans, verificando



que o Oleo de copaiba inibiu o crescimento de S. aureus, E. coli. B. subtilis e E.
faecalis, sendo os demais microrganismos resistentes. A CIM para as bactérias
sensiveis variou de 6,05 a 30,25mg/mL, com CMM de 18,15mg/mL para E. faecalis.
O extrato de insulina nao foi efetivo na avaliacdo antimicrobiana.

Também em 2006, Pereira et al. avaliaram a atividade antimicrobiana pela
técnica de difusdo em agar, dos extratos hidroalcodlicos de Sambucus nigra L. e
Rudgea viburnoides (Cham.) Benth., conhecidos popularmente como congonha e
sabugueiro, respectivamente. Foram utilizados os microrganismos padronizados
pela ATCC, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Enterobacter
aerogenes, Bacillus cereus, Candida albicans, Proteus mirabilis e Staphylococcus
epidermidis, constatando-se que o extrato de congonha foi efetivo, nas
concentragcbes de 10 e 12mg/mL, para 92,86% dos microrganismos testados, néo
inibindo apenas o crescimento de E. coli. O extrato de sabugueiro, nas
concentragdes de 10 e 15mg/mL, inibiu 64,29% das cepas testadas (S. pyogenes, B.
subtilis, E. faecalis, S. typhimurium, B. cereus, P. mirabilis, S. aureus, S. salivarius e
S. epidermidis).

Na tentativa de aumentar o conhecimento sobre plantas medicinais, Pinto,
Pereira e Fiorini (2007), realizaram estudo sobre atividade antimicrobiana do extrato
da planta Cassia angustifolia vahl. (Sene), executando teste de difusdo em agar e
teste de diluicdo em tubos. Estes foram avaliados em quatro bactérias Gram-
positivas (S.aureus, B.subtilis, B.cereus e S.pyogenes) e quatro Gram-negativas
(E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Salmonela typhimurium) e dois

fungos (Candida albicans e Cryptococcus neoformans). Os resultados foram



satisfatorios para as bactérias Gram-positivas, formando halos de inibicdo ao redor
de quatro pogos, nos quais foram adicionados 150, 200, 250 e 300uL,
correspondentes as concentragbes de 88,50mg/mL, 118mg/mL, 147,50mg/mL e
177mg/mL, respectivamente. Na técnica de diluicdo em tubos, houve a variacéo de
concentragdes de 610mg/mL a 2,39mg/mL do extrato, o que permitiu avaliar a CMM
e CIM nas bactérias citadas anteriormente. Relacionado a esse estudo, foi possivel
verificar que, para o S. pyogenes, o extrato foi bactericida, tendo como CMM a de
76,50mg/mL. Apresentou-se bacteriostatico a partir da concentragao de 4,77mg/mL,
sendo esse o valor de CIM. Ja para o B.subtilis, o extrato foi somente
bacteriostatico, tendo a CIM de 76,25mg/mL. As demais bactérias foram resistentes
para todas as concentragdes testadas.

Em estudos de atividade antimicrobiana de extratos brutos de espécies
vegetais, o potencial antimicrobiano muitas vezes nédo se deve a uma unica
substancia, mas sim a um conjunto dessas substancias. Um extrato bruto de uma
espécie vegetal que possui efeito bactericida satisfatorio, poderia nédo necessitar,
portanto, de processos de isolamento de substancias ativas, reduzindo etapas
quimicas e consequentemente custos financeiros. Isto viabilizaria uma possivel
utilizagdo como fitoterapico. Por outro lado, geralmente os compostos presentes em
menor propor¢do na planta sdo os que apresentam melhores efeitos biolégicos
(CUNHA, 2006).

Sendo assim, quimicos organicos tém realizado estudos, separando,
purificando e analisando substancias puras produzidas por esses vegetais, como,
por exemplo, o uso da quinina em lugar de extratos de quina e da digoxina ou
digitoxina em lugar de extratos de Diditalis. Estes foram impostos pelas vantagens

relativas a reprodutividade dos efeitos, pela constancia da composicdo, maior



eficacia, seguranca e mesmo pela qualidade dos produtos, visto a maior facilidade
em se estabelecer especificagdes para uma substancia unica em relacdo a uma
mistura complexa de substancias (SCHENKEL, GOSMANN e PETROVICK, 2000).
Por este motivo, ha necessidade de um trabalho com analise de extratos mais
ampla, onde se obtém extratos purificados, fracbes e, finalmente, os compostos
puros. Neste sentido, torna-se indispensavel a analise da poténcia das fragdes e das
substancias puras em relagdo a sua concentragdo (CECHINEL FILHO e YUNES,
1998), bem como suas atividades bactericida e bacteriostatica.
No que se refere ao efeito do extrato de Pyrostegia venusta no crescimento
e diferenciacao celular de Herpetomonas samuelpessoai, o estudo demonstrou que
o extrato nas concentragdes, que variaram de 36,3 mg/mL a 726 mg/mL, n&o
apresentaram efeito no crescimento e diferenciagdo celular destes
tripanosomatideos (TAB. 1), indicando que este extrato ndo apresenta toxicidade.
Alguns estudos semelhantes foram realizados com outras plantas e
substancias de uso medicinal, objetivando verificar a agdo sobre Herpetomonas
samuelpessoai, o que possibilitaria sua aplicagdo mais segura em seres humanos.
Em um estudo realizado por Holetz (2003), foram avaliados os efeitos dos
extratos brutos de quatorze plantas no crescimento e diferenciagao celular de
Herpetomonas samuelpessoai. As plantas selecionadas através de informacdes
etnobotanicas foram: Arctium lappa, Achillea millefolium, Erythrina speciosa,
Eugenia uniflora, Lippia alba, Mikania glomerata, Piper regnellii, Plantago major,
Psidium guajava, Punica granatum, Sambucus canadensis, Spilanthes acmella,
Stryphnodendron adstringens, Tanacetum vulgare e o 6leo essencial de Acimum
gratissimum. Um efeito antiprotozoario positivo foi encontrado nos extratos de L.

alba, T. vulgare e P. regnellii, na concentragéo de 1.000 pg/mL, com 90,7%, 97,4 %



e 99,5 % de inibigdo de crescimento, respectivamente. Os extratos de A. millefolium,
E. uniflora, M. glomerata, P. major, P. guajava e P. granatum mostraram fraca
atividade inibitéria. Por outro lado, A. lappa, E. speciosa, S. canadensis e S. acmella
demonstraram um estimulo no crescimento de H. samuelpessoai.

Outro estudo realizado de Holetz et al. (2005), utilizando o extrato de
Stryphnodendron adstringens (barbatim&o), revelou que este apresentou atividade
inibitéria sobre o crescimento de Herpetomonas samuelpessoai.

Chaves (2002) observou que a bupivacaina, um anestésico local quatro vezes
mais potente e téxico que a lidocaina, inibiu o crescimento celular de H.
samuelpessoai, em doses superiores a 0,05%, tendo sua acgado potencializada
quando associada a epinefrina. Neste mesmo ensaio foi observado também um
aumento de células diferenciadas paramastigota, induzidas pelo anestésico.

Em pesquisa realizada por Lopes et al. (2006), avaliando a agcdo do extrato
seco de insulina (Cissus sicyoides) e do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorfii) na
diferenciagao, no crescimento e na morfologia do tripanosomatideo Herpetomonas
samuelpessoai, foi constatada a inibicdo do crescimento pela copaiba na
concentragcdo de 0,2178mg/mL, ndo havendo inibicdo total em nenhuma
concentracdo analisada. Quanto ao extrato de Cissus sicyoides, nao foi verificada
inibicdo do crescimento de Herpetomonas samuelpessoai. Nao houve diferenga
significativa nas contagens de pro, para e opistomastigota em relacdo a
diferenciagao e morfologia celular nos extratos testados.

Também em 2006, Netto et al. avaliaram a acao do extrato hidroalcodlico de
Dillenia indica L. (flor de abril) no tripanosomatideo H. samuelpessoai. De acordo
com os resultados obtidos apds 24 horas de cultivo, utilizando-se o extrato, verificou-

se uma queda acentuada do numero de células a partir da concentracdo de 3,44



mg/mL. Ja com 48, 72 e 96 horas de cultivo, houve também uma diminuigao
consideravel do numero de células, a partir da concentragdo de 2,58mg/mL. Com
120 horas de cultivo, as contagens em camara de Neubauer apontaram, desde o
controle até a concentragdo maxima, poucas células quando comparadas com
tempos menores de incubacdo. No que se refere a diferenciagao, foi observado que
a medida que se aumentou a concentracdo do extrato, houve aumento da forma
promastigota e diminui¢ao da forma paramastigota, quando comparadas ao controle.
Portanto, o extrato de Dillenia indica L. inibiu a diferenciacao celular. Concentracdes
superiores a 3,44 mg/mL inibiram totalmente o crescimento de Herpetomonas
samuelpessoai.

Analisando o efeito do extrato de Cassia angustifolia vahl. na diferenciagao e
crescimento celular em Herpetomonas, Pinto, Pereira e Fiorini (2007), constataram
que, nas concentragdes de 5,9mg/mL a 59mg/mL, o efeito do extrato ndo provocou
aumento significativo no numero de células, mas também nao foi observada inibicao
total do crescimento, e este se mostrou capaz de induzir o processo de
diferenciagdo nas concentragbes de 24mg/mL, 30mg/mL, 35mg/mL, 41mg/mL e
53mg/mL, porém em menor proporgao.

Como nesta pesquisa, outra foi realizada objetivando determinar a DL50 de
extratos vegetais antes da realizagdo de um tratamento. Corroborando esta, apos a
analise da DL50 do extrato de Rosmarinus officinalis realizada por Gaiani et al.
(2005), nédo foi constatada toxicidade do extrato, pois ndao houve o&bito nas
concentracdes maximas testadas.

O método do micronucleo baseia-se na analise 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 cromossomos inteiros, formando assim o0s micronucleos
(BERNARDES, LIMA e MAISTRO, 2007).

Dentre os métodos para investigagdo de toxicidade genética in vivo, o teste
de micronucleo em células da medula 6ssea de camundongos tem sido amplamente
empregado e aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica (MATEUCA
et al., 2006). Este teste detecta alteragcdes gendmicas e/ou dano ao aparato mitético,
sendo os micronucleos indicativos de perdas irreversiveis de DNA. Embora a
toxicidade genética ndo seja medida de carcinogenicidade, esta é frequentemente
associada ao aparecimento do cancer, visto que existe uma correlacio positiva entre
o aumento da frequéncia de micronucleos e o aparecimento de tumores em
roedores e no homem (AZEVEDO et al., 2003; REZENDE, LIMA e MAISTRO, 2006).

O teste do micronucleo aplicado neste trabalho revelou ndo haver diferenca
entre o grupo de animais do controle negativo e o grupo de animais tratados com o
extrato e, ainda, entre os sexos e os tempos de tratamento (24-48h), sugerindo que
o extrato hidroalcodlico de folhas de P. venusta nao apresenta potencial
clastogénico e/ou aneugénico. Como era esperado, o reagente ENU, administrado
por via intraperitoneal, como controle positivo, na concentragdo de 50mg/Kg,
acarretou um aumento significativo no numero médio de células com micronucleos.

O estudo realizado por Almeida Neto et al. (2005) veio corroborar esta
pesquisa, pois, ao avaliarem o efeito mutagénico da palma forrageira (Opuntia ficus-
indica) através do teste de micronucleos em ratos, linhagem Wistar “in vivo”,
observaram que apenas a ciclofosfamida, substancia mutagénica, teve seu efeito,
com uma frequéncia de média = 7,6 MNs/1000 PCEs e, com a palma forrageira,
essa frequéncia variou entre 1,5 e 3 MNs/1000 PCEs, que é considerada frequéncia

normal. Portanto, a palma forrageira ndo apresentou efeito mutagénico como a



Pyrostegia venusta. Também neste estudo foi avaliado o efeito antimutagénico da
planta Opuntia ficus-indica, associando-a a ciclofosfamida, e neste tratamento houve
inibicdo da agado mutagénica da substancia em ratos, ou seja, a planta apresentou
efeito antimutagénico.

Estudo semelhante, utilizando o teste do micronucleo, foi realizado por Ribeiro
et al. (2005), que verificaram o potencial mutagénico da fragdo cloroférmica do
extrato do caule de Austroplenckia populnea conhecida popularmente como
mangabarana ou marmelinho do campo (planta com  atividade
antiespermatogéncia), em células da medula 6ssea de ratos Wistar. Os resultados
revelaram que a média de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMN),
observada nos trés tratamentos nos quais os animais receberam a fragao
cloroférmica do extrato (300, 600 e 900 mg/Kg), ndo foram significativamente
diferentes em relagdo a média de PCEMN observada no controle negativo,
indicando que o extrato obtido ndo possui efeito mutagénico em células da medula
Ossea de ratos.

Fagundes et al. (2005) investigaram a toxicidade genética da Annona
coriacea (araticum-do-cerrado, marolo) utilizando o teste de micronucleo de
eritrécitos da medula éssea. Os resultados demonstraram que o extrato alcodlico
das sementes desta planta, nas diferentes doses utilizadas (50, 100, 200 ou
400mg/kg) induziu um aumento significativo na freqiéncia de micronucleos nos
eritrocitos da medula 6ssea de camundongos, quando comparado ao controle
negativo. Além disso, este aumento foi similar aquele encontrado nos animais
expostos ao controle positivo (ciclofosfamida, 250mg/kg). Estes resultados sugerem

que o extrato das sementes desta planta, nas condicdes experimentais avaliadas,



possui um potencial significativo para induzir danos ao DNA, caracterizando-o como
um agente potencialmente genotéxico.

Gaiani et al. (2005), avaliando o potencial mutagénico do extrato bruto das
folhas e caules de Rosmarinus officinalis (alecrim) em células da medula 6ssea de
ratos Wistar, nas concentragdes de 6,34mg/kg (dose terapéutica), 100 e 200mg/kg,
verificaram que este extrato ndo apresenta efeito clastogénico e nem citotoxico
sobre estas células.

Ja em outro estudo realizado por Bernardes, Lima e Maistro (2007), utilizando
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim), em concentragdes de 1000mg/kg,
1500mg/kg e 2000mg/kg, verificou-se que, embora nao se tenha evidenciado efeito
citotdoxico do dleo pela razdo PCE/NCE em nenhuma das concentracbes testadas,
demonstrou-se um aumento significativo de eritrocitos  policromaticos
micronucleados nos grupos tratados com as duas maiores concentragées do oleo
essencial de Rosmarinus officinalis, indicando que o0 mesmo, em altas
concentragdes, apresenta efeitos mutagénicos em células de medula 6ssea de
camundongos.

Souza et al. (2006), analisando o potencial mutagénico do extrato de
Tamarindus indica (tamarindo) em células da medula é6ssea de ratos wistar,
observaram que, em comparagdo com 0O controle negativo, houve um pequeno
aumento na média de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMN) nas duas
menores concentragbes testadas do extrato (1000 e 1500mg/kg) e um aumento
estatisticamente significativo de PCEMN na concentragdo de 2.000mg/kg. Tais
resultados indicaram que, em altas concentragdes, o extrato bruto de Tamarindus

indica apresenta efeito mutagénico em células da medula 6ssea de ratos Wistar.



1]

Valadares, Castro e Cunha (2007) investigaram o potencial mutagénico “in
vivo” do extrato etandlico de Synadenium umbellatum (EESU), conhecida
popularmente como "cola-nota", "avelds", "milagrosa”, "cancerola", sobre células da
medula 6ssea de camundongos, através do teste de micronucleo, utilizando trés
concentragbes do extrato (10, 25 ou 50 mg/kg/dia) e os resultados obtidos
demonstraram que o EESU possui efeito mutagénico, de forma dose-dependente,
sobre as células da medula 6ssea de camundongos.

Nesta pesquisa, os resultados obtidos nos ensaios de diferenciacdo e
crescimento de H. samuelpessoai e DL 50, corroboraram o teste do micronucleo,
pois, verificou-se nestes que o extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, nas
concentracdes testadas, ndo demonstrou citotoxicidade “in vitro” e “in vivo”.

A continuidade de estudos se faz necessaria, utilizando talvez outras doses
do extrato, para que possa ser investigada precisamente sua acao sobre o
crescimento e diferenciagdo de H. samuelpessoai e os efeitos antimicrobianos e
mutagénicos, realizando outros testes, como por exemplo, Ensaio Cometa, pois a
Pyrostegia venusta €, conforme constatado neste estudo, uma planta pouco
estudada, devido a falta de experimentos encontrados na vasta literatura consultada

que possam ser comparados a esta pesquisa.



8. CONCLUSAO

1- O extrato hidroalcodlico da planta Pyrostegia venusta, nas concentragdes
testadas, ndo possui atividade antimicrobiana sobre as dezesseis cepas bacterianas
e trés cepas fungicas usadas.

2- Nao foram constatadas Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao
Microbicida Minima (CMM) do extrato em bactérias e fungos.

3- O extrato de Pyrostegia venusta nao apresentou efeito no crescimento e na
diferenciagao celular de Herpetomonas samuelpessoai.

4- O extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta ndao apresentou DL50 nas
concentragdes testadas (300 a 2000mg/Kg), o que sugere a auséncia de toxicidade
desta planta.

5- Através do Teste do Micronucleo, o extrato ndo apresentou toxicidade a
medula éssea de camundongos Swiss albinos, nas doses testadas, ndo sendo
considerado aneugénico e/ou clastogénico, quando administrado oralmente aos

animais.
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Acao mutagénica “in vivo” e antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de
Pyrostegia venusta e seus efeitos no crescimento e diferenciagao celular em
um sistema eucariético “in vitro”.

FERNANDES, Adriana Ponciano1, PEREIRA, Maria Aparecida 2, Lucimara, Maria
da Silva 3, BORIOLO, Marcelo Fabiano Gomes 3, FIORINI, Jodo Evangelista 1

Resumo

Este estudo teve por objetivos analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico de
Pyrostegia venusta, conhecida popularmente como cipé-de-sdo-jodo, sobre diversos
tipos de bactérias e leveduras, além de analisar seu efeito no crescimento e
diferenciacao celular em Herpetomonas samuelpessoai “in vitro” e agado mutagénica
“in vivo”, através do teste do micronucleo. A atividade antimicrobiana do extrato foi
verificada por dois métodos: teste de difusdo em agar e teste de diluigdo em tubo.
Tanto o crescimento como a diferenciacdo celular de H. samuelpessoai foram
realizados em meio quimicamente definido, apds incubagao, sendo o crescimento
estimado pela contagem das células em camara de Neubauer e a diferenciagcéo pela
observacado das células coradas pelo método pandtico, em microscopia Optica,
estimando-se os percentuais de formas pr6, para e opistomastigota. Para a
avaliacdo mutagénica foi realizado o teste do micronucleo em eritrécitos da medula
O0ssea de camundongos, divididos em cinco grupos de animais, cada grupo
constituido por 3 machos e 3 fémeas, sendo assim tratados: controle negativo (NaCl
0,9%); controle positivo (50 mg/kg ENU); tratamento 1, 2 e 3 (1000, 1500 e
2000mg/Kg do extrato, respectivamente), nos tempos de 24 e 48 horas apos o
tratamento, e os eritrocitos policromaticos foram observados em microscopia éptica
e contados com o auxilio de um contador de células digital. Os resultados
evidenciaram que o extrato hidroalcodlico da folha de Pyrostegia venusta, nas
concentragdes testadas (72,6 mg/mL e 145,2 mg/mL), ndo apresentaram atividade
antimicrobiana para as dezenove cepas testadas, e n&o foi verificado efeito no
crescimento e na diferenciagao celular de Herpetomonas samuelpessoai. Ao teste
de micronucleo, os resultados revelaram diferengas estatisticas significativas do
numero/indice percentual de PCEs micronucleados entre o grupo de animais do
controle positivo (ENU 50mg/Kg) e controle negativo (NaCl 0,9%), bem como
controle positivo e tratamentos com o extrato. Entretanto, essas diferengas n&o
foram observadas entre o grupo de animais do controle negativo e o grupo de
animais tratados com o extrato e, ainda, entre os sexos e os tempos de tratamento
(24-48h), sugerindo que o extrato hidroalcodlico de folhas de P. venusta nao
apresenta potencial clastogénico e/ou aneugénico.

PALAVRAS-CHAVES: Agao Antimicrobiana; Mutagénese; Pyrostegia venusta,
Diferenciacao Celular.
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“In vivo”’mutagenic and antimicrobial action of the Pyrostegia venusta
hydroalcoholic extract and its effects on the growth and cell differentiation in
an “in vitro” eukaryotic system.

Abstract

This study analyzed the effects of the hydroalcoholic extract of Pyrostegia
venusta, popularly known as “cipo-de-sao-jodo”, on various types of Gram negative
and Gram positive bacteria, and on yeasts. It also evaluated the effects of the extract
on the growth and cell differentiation in Herpetomonas samuelpessoai, and the “in
vivo” mutagenic effect by the micronucleus test. The antimicrobial activity of the
extract was evaluated by two methods: agar diffusion test, and tube dilution test. The
growth and cell differentiation of H. samuelpessoai occurred in chemically defined
medium after incubation at 28°C, for 48 hours. Growth was calculated by cell count in
a Neubauer chamber, and differentiation was measured by observing cells stained by
the panoptic method to calculate the percentages of the pro-, para- and
opistomastigote forms. To determine the LD 50, groups of female albino Swiss mice
received a single oral dose of different extract concentrations (300 mg/kg and 2000
mg/kg). For mutagenic evaluation, Swiss albino mice, aged approximately12 weeks,
were used. Each trial was carried out in five groups of animals, each group consisting
of 3 males and 3 females: negative control (0.9% NaCl); positive control (50 mg/kg of
NEU) treatments 1, 2 and 3 (1000, 1500 and 2000 mg/kg of extract, respectively).
The micronucleus test in mouse bone marrow erythrocytes was done 24 and 28
hours after treatment. The polychromatic erythrocytes (PCEs) were observed through
an optical microscope and counted with the help of a digital cell counter. The results
showed that the hydroalcoholic extract of Pyrostegia venusta leaves at the
concentrations of 72.6 mg/mL and 145.2 mg/mL had no antimicrobial activity on the
19 strains of bacteria and yeasts tested. With regard to LD50, the extract did not
show median lethal dose at the concentrations of 300 mg/kg and 2000 mg/kg. The
micronucleus test showed statistically significant differences in the
number/percentage index of micronucleated PCEs between the positive control
group (NEU 50mg/kg) and negative control (0.9% NaCl), and positive control and
extract treatments. But these differences were not observed either between the
negative controls and the extract-treated group, or between the sexes and times of
treatment (24 hr-48hr), thus suggesting that the hydroalcoholic extract of P. venusta
leaves does not exhibit either clastogenic or aneugenic potentials.

KEY WORDS: Antimicrobial action; Mutagenesis; Pyrostegia venusta; Cell
differentiation.

1. INTRODUGAO

Em razdo dos crescentes problemas associados a terapéutica de diversas
infecgbes, como o uso indiscriminado de antimicrobianos, resisténcia microbiana,
entre outros, os estudos de substancias oriundas de vegetais adquiriram novas
perspectivas, sendo que varias pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de
plantas tém sido realizadas (YUNES e CALIXTO, 2001; EBI et al., 1999).



A utilizacdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € uma tendéncia
generalizada na medicina popular brasileira. Os conhecimentos acumulados ao
longo do tempo mostram que tais produtos podem causar efeitos nocivos. A
fitoterapia € um recurso terapéutico muito utilizado na automedicacao e, devido a
facilidade do acesso, pode agravar seus riscos potenciais (SIMOES et al., 1999).

A diferenciagdo celular € um processo que esta relacionado com a patogenia
e patologia de muitos microrganismos, € com o resultado de uma expressao génica
seletiva, levando a biossintese de proteinas especificas. Assim, tais processos
podem estar envolvidos com o aparecimento de neoplasias benignas ou malignas,
entre outras patologias (HENRIQUE-FILHO et al., 2004).

Estudos sobre a diferenciacdo celular em tripanosomatideos tém revelado
que varios fatores sdo capazes de influenciar, induzindo ou reprimindo, este
processo (WALLACE et al.,, 1983; FIORINI et al., 1985; COELHO et al., 2002;
SARAIVA et al., 2005).

Os tripanosomatideos do género Herpetomonas tém sido amplamente
empregados como modelos experimentais em estudos da biologia e fisiologia dos
protozoarios. As vantagens em se trabalhar com tais organismos incluem a
facilidade de manuseio, auséncia de riscos de contaminagcdo, e a relativa
simplicidade com que esses se desenvolvem em meios artificiais (PICHARA et al.,
2002).

Apesar da utilizagdo de tripanosomatideos como modelos para o estudo de
acao de drogas sintéticas ser bastante investigada no meio cientifico, ainda € pouco
explorada a utilizagdo destes em testes com extratos vegetais e, consequentemente,
quais efeitos exercem ao nivel celular “in vitro” (LOPES et al., 1989; FIORINI et al.,
1991; THOMAS et al., 1981).

O método do micronucleo baseia-se na analise da frequéncia de danos
ocorridos ao DNA, os quais sdo resultantes de mitoses ou meioses celulares que,
em contato com agentes clastogénicos e aneugénicos, podem gerar a perda de
fragmentos ou de cromossomos inteiros, formando assim, os micronucleos
(BERNARDES et al., 2007).

O teste de micronucleo de roedores “in vivo” € amplamente aceito pelas
agéncias internacionais e instituigbes governamentais, como parte da bateria de
testes recomendadas para estabelecer a avaliagdo e o registro de novos produtos
quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial e que
possam apresentar atividade mutagénica. E o ensaio “in vivo” mais amplamente
utilizado para detectar agentes clastogénicos e agentes aneugénicos (RIBEIRO,
SALVADORI e MARQUES, 2003).

Pyrostegia venusta € uma planta da familia Bignoniaceae vulgarmente
conhecida como cipo-de-sao-jodo, encontrada com muita frequéncia dispersa em
campos, margens de estradas e cercas de pastagens (TAKAEDA e FARAGO, 2001).
As suas flores sdo utilizadas na medicina popular para tratamento de manchas
brancas no corpo (leucoderma, vitiligo) e como ténico antidiarreico (LORENZI, 1991).

Estudos foram realizados, analisando quantitativamente os flavondides, fenois
soluveis e taninos de folhas de Pyrostegia venusta, coletadas na mata e no cerrado,
com o objetivo de verificar a influéncia desses bidcoros na sua produgao. Tanto os
resultados de flavondides como os de fendis, ndo mostraram diferengas
significativas entre as plantas de mata e cerrado, sugerindo que a espécie nao
apresenta plasticidade fenotipica baseada nesses caracteres, considerando-se as
diferencas de solo dos locais de coleta. Ndo foram detectados taninos nas folhas
desta espécie (SANTOS e BLATT, 1998).



2. MATERIAIS E METODOS

Inicialmente a pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética em Pesquisa da
Universidade José do Rosario Velano — UNIFENAS, Campus de Alfenas/MG, sob
parecer n° 14A/2007.

As folhas de Pyrostegia venusta foram coletadas em Alfenas — MG, a beira da
Rodovia BR 179, Km zero, no més de junho de 2006. A exsicata foi identificada pela
equipe do Laboratério de Botanica da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL,
sendo posteriormente armazenada no Herbario da Universidade José do Rosario
Vellano (UNIFENAS), Alfenas-MG, sob o n° 270.

O extrato das folhas frescas de Pyrostegia venusta foi obtido através de
extragdo com alcool etilico a 70° GL conforme técnica descrita por Caceres et
al.(1990,1995). Foram pesados 600g das folhas da planta e colocadas em 3000 mL
de alcool etilico a 70° GL. Esta mistura foi macerada em baldo volumétrico (5000mL)
e armazenada a temperatura ambiente por 15 dias, ao abrigo da luz. Apos 15 dias,
os extratos foram filtrados em papel de filtro tipo xarope e mantidos sob refrigeracéo.
Os extratos foram concentrados em evaporador rotatorio e filtrados em filtro
Millipore® (0,22um). Posteriormente, o extrato obtido foi colocado em frasco dmbar
estéril e mantido sob refrigeragao a 4°C.

No estudo de diferenciagao celular, foi utilizado Herpetomonas samuelpessoai
(ATCC 30252). Para os experimentos de acdo antimicrobiana, foram utilizadas as
seguintes cepas bacterianas e leveduras: Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus
stearothermophilus (ATCC 7953), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC
8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Micrococcus luteus (ATCC 9341),
Proteus mirabilis (ATCC 25933), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Streptococcus salivarius (IAL 1863),
Candida albicans (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 padrdées do National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002): teste de difusdo em
agar e teste de diluigdo em tubo. Foram utilizadas as concentragbes de 72,6 mg/mL
e 145,2 mg/mL de extrato. As leituras dos diametros dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidas em milimetros, com auxilio de um
paquimetro.

O crescimento da Herpetomonas samuelpessoai incubada juntamente com
concentragbes crescentes do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta foi
estimado pela contagem em cédmara de Neubauer. A diferenciagdo celular foi
realizada em meio de cultivo quimicamente definido (ROITMAN et al., 1972). Cerca
de 10° células foram incubadas juntamente com doses crescentes do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, a 28°C por 48 horas. Os percentuais de formas
paramastigota, promastigota e opistomastigota foram determinados através de



microscopia Optica, apods coloragdo pelo método pandtico. Pelo menos 200 células
foram examinadas em cada preparacao.

A determinacgao da DL 50 foi realizada conforme as normas preconizadas pela
OECD (Organization for Economic Co-operation and Development). Foram utilizados
camundongos Swiss albinos, fémeas, com peso corporal entre 30 a 40 gramas.
Estes foram mantidos em caixas de polietiieno em ambiente climatizado a 22°C +
3°C, umidade relativa do ar igual a 50% + 20%, e em ciclos de luminosidade de 12
horas (12 horas claro/12 horas escuro), tratados com ragdo comercial Labina
Purina® (Nestlé Purina Petcare Company) e agua ad libitum. Os animais foram
selecionados aleatoriamente e agrupados em caixas, marcados de modo a
permitirem sua identificagao individual, e mantidos nestas caixas por cinco dias a fim
de se aclimatarem as condi¢gdes do laboratério. Os animais jejuaram por 4 horas (0
alimento foi negado, mas ndo a agua) antes do inicio do tratamento. Em seguida ao
periodo de jejum, os animais foram pesados e o extrato administrado em dose unica
por gavagem, usando-se um tubo gastrico. Apds, o alimento ainda foi negado por
mais 1-2 horas. Trés animais foram usados em cada passo. A dose inicial testada foi
de 300 mg/Kg de peso corporal e, posteriormente, de 2000 mg/Kg. Estes foram
observados individualmente apds a administracdo da dose, pelo menos uma vez
durante os primeiros 30 minutos, periodicamente durante as primeiras 24 horas, com
especial atencao durante as primeiras 4 horas, e, apés, diariamente, num total de 14
dias. No término do teste, os animais sobreviventes foram pesados e sacrificados
humanitariamente.

Para o teste do micronucleo (MN), a técnica utilizada para a obtengdo das
células de medula éssea, para o estudo da frequéncia de micronucleos, foi a
descrita por Schimd (1976) e modificada por Zambrano et al. (1982). O tratamento
foi administrado por gavagem uma unica vez, empregando-se cinco grupos de
animais (3 machos e 3 fémeas por grupo), em duplicata, para posteriores analises
nos tempos de 24h e 48h (tratamentos de 1000, 1500 e 2000mg/Kg). Controles
negativo (NaCl 0,9%) e positivo (50mg/Kg de N-Nitroso-N-etilurea) foram incluidos.
Apods os tempos de tratamento, os animais foram sacrificados por inalacido de CO,
em camaras de acrilico adaptadas. Os fémures foram retirados e, rapidamente,
células da medula éssea foram coletadas (1mL de NaCl 0,9%), homogeneizadas e
centrifugadas (1000rpm/5min). Sedimentos celulares foram ressuspensos (500uL de
formol 4% em NaCl 0,9%). As laminas foram preparadas por esfregago, mantidas a
temperatura ambiente e submetidas a coloragao (Leishman eosina-azul). Eritrocitos
policromaticos (PCEs) foram analisados quanto a presenga de micronucleos
(aumento de 1000x).

Para os ensaios de acao antimicrobiana e diferenciagao celular, foi utilizada
estatistica descritiva. Os dados obtidos no teste do micronucleo foram submetidos a
analise estatistica de variancia, em delineamento inteiramente casualizado e
esquema fatorial 5x2x2 (tratamentoxsexoxtempo), e ao teste Tukey (5% de
significancia), empregando-se o software SAS® (vers&o 8.01).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

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



Com referéncia a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da folha
de Pyrostegia venusta, pela técnica de difusdo em agar, néo foi constatada acéo
deste para as dezenove cepas testadas de bactérias e fungos, ndo formando halo
de inibicdo nas concentragdes testadas (72,6 mg/mL e 145,2 mg/mL).

Os indculos utilizados para a confeccdo das CIM e CMM do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta foram em média 10° UFC/mL, a partir de uma
suspensao microbiana correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland.

Na concentragdo dos extratos testados, ndo foram constatadas, pelo método
de diluigdo em caldo, a capacidade em inibir o crescimento microbiano (CIM) e
propriedade microbicida minima (CMM).

A atividade antimicrobiana de extratos e Oleos vegetais deve-se, em sua
maioria, a produtos do metabolismo secundario, como terpendides e compostos
fendlicos, como flavondides e saponinas, que também, na forma pura, exibem
atividade. A diferenca entre achados de atividade antimicrobiana descritos em
plantas pode estar relacionada com a quantidade de principios ativos presentes nos
extratos, visto que esta quantidade esta relacionada com a agao destes (ADAM et
al., 1998; DUARTE, 2004).

Apesar de constatado por Ferreira Trevisan, Alvares e Houghton (2000), em
estudos fitoquimicos da planta Pyrostegia venusta, compostos associados a
atividade antimicrobiana, como os flavondides, o extrato deste vegetal, no presente
estudo, ndo apresentou resultados que afirmassem a acgado contra agentes
microbianos. Este fato pode estar relacionado a quantidade existente destes
principios na planta em questao.

Os resultados obtidos na determinacdo da CIM e CMM corroboraram os
resultados encontrados na técnica de difusdo em agar, demonstrando que o extrato
nao possui atividade antimicrobiana para as dezenove cepas testadas, nas
condi¢des propostas neste estudo.

Estudos similares foram realizados com extratos etandlicos de diversas
plantas medicinais (alecrim-pimenta, cravo, alecrim, pimenta-da-jamaica, salvia,
caléndula, entre outras). Os resultados obtidos, apesar de modestos, comprovaram
o potencial antimicrobiano da salvia, alecrim e caléndula frente as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, e exibiram o
potencial antimicrobiano do cravo e alecrim-pimenta frente as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli e Salmonella thyphimurium, demonstrando, desta forma,
que extratos etandlicos de plantas apresentam perspectivas para a obtengao de
antibidticos naturais (SOUZA, 1997; BARA; VANETTI, 1998; ULUBELEN et al.,
2000; VOLPATO et al., 2001).

O estudo realizado por Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) avaliou as
atividades antimicrobianas de extratos hidroalcodlicos obtidos de 17 espécies de
arvores nativas do Brasil. Para os ensaios de antibiose, foi utilizado o método da
difusdo em agar, com 10 diferentes microrganismos, isolados de indculos obtidos de
focos de infecgdes clinicas. Dos 170 testes realizados, 25% mostraram alta atividade
antimicrobiana, destacando-se extratos de Bixa orellana, Psidium guajava e
Anacardium occidentale. Excepcional atividade antimicrobiana foi observada em
Mimosa tenuiflora contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa, e os extratos de
Stryphnodendron adstringens e Eugenia uniflora contra Escherichia coli, Providencia
spp., Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativa. Dentre estas, os extratos das
plantas A. colubrina (Mimosoideae), G. americana (Rubiaceae), C. sylvestris



(Flacourtiaceae) e T. avellanedae (Bignoniaceae) nao apresentaram atividade
antimicrobiana contra as cepas testadas.

Cunico et al. (2004) também avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato
bruto etandlico dos 6rgéos totais de O. martiana frente as bactérias Enterococcus
faecium, Enterobacter aerogenes e Pseudomonas aeruginosa, utilizando os
métodos de difusdo em agar e bioautografia. Os resultados obtidos por difusdo em
agar mostraram que o extrato de O. martiana apresenta potencial antibacteriano
contra E. faecium e ndo demonstraram acao antimicrobiana contra as outras cepas
testadas.

Zauli et al. (2004) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato etandlico de
Dillenea indica L, popularmente conhecida como flor-de-abril, nas cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius, utilizando a técnica
de difusdo em agar e microdiluicdo seriada em tubo. Constataram atividade
antimicrobiana para P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans e S. salivarius, nao
apresentando halo de inibicdo, na quantidade testada, nas cepas de E. coli e S.
typhimurim, concluindo que o extrato de Dillenia indica L. apresentou atividade
antimicrobiana “in vitro” bastante significativa frente a alguns microrganismos
testados.

Lopes et al. (2006) avaliaram, como nesta pesquisa, a atividade
antimicrobiana do extrato seco de insulina (Cissus sicyoides) e do 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorfi) em cepas bacterianas e fungicas, como Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides, Escherichia coli,
Enterococos faecalis, Enterococos aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans e Cryptococcus neoformans, verificarando
que o oleo de copaiba inibiu o crescimento de S. aureus, E. coli. B. subtilis e E.
faecalis, sendo os demais microrganismos resistentes. A CIM para as bactérias
sensiveis variou de 6,05 a 30,25mg/mL, com CMM de 18,15mg/mL para E. faecalis.
O extrato de insulina nao foi efetivo na avaliacdo antimicrobiana.

Também em 2006, Pereira et al. avaliaram a atividade antimicrobiana pela
técnica de difusdo em agar, dos extratos hidroalcodlicos de Sambucus nigra L. e
Rudgea viburnoides (Cham.) Benth., conhecidos popularmente como congonha e
sabugueiro, respectivamente, utilizando quatorze microrganismos padronizados pela
ATCC. Constataram que o extrato de congonha foi efetivo, nas concentragdes de 10
e 12mg/mL, para 92,86% dos microrganismos testados, ndo inibindo apenas o
crescimento de E. coli. O extrato de sabugueiro, nas concentragcdes de 10 e 15
mg/mL, inibiu 64,29% das cepas testadas.

Na tentativa de aumentar o conhecimento sobre plantas medicinais, Pinto,
Pereira e Fiorini (2007) realizaram estudo sobre atividade antimicrobiana do extrato
da planta Cassia angustifolia vahl. Estes foram avaliados em quatro bactérias Gram
positivas e quatro Gram-negativas e dois fungos. Os resultados foram satisfatérios
para as bactérias Gram-positivas.

Em estudos de atividade antimicrobiana de extratos brutos de espécies
vegetais, o potencial antimicrobiano muitas vezes n&o se deve a uma unica
substancia, mas sim, a um conjunto dessas substancias. Um extrato bruto de uma
espécie vegetal que possui efeito bactericida satisfatorio poderia ndo necessitar,
portanto, de processos de isolamento de substancias ativas, reduzindo etapas
quimicas e consequentemente custos financeiros. Isto viabilizaria uma possivel
utilizagdo como fitoterapico. Por outro lado, geralmente os compostos presentes em



menor proporcdo na planta sdo os que apresentam melhores efeitos biolégicos
(CUNHA, 2006).

Por este motivo, ha necessidade de um trabalho com analise de extratos mais
ampla, onde se obtém extratos purificados, fracbes e, finalmente, os compostos
puros. Neste sentido, toma-se indispensavel a analise da poténcia das fragdes e das
substancias puras em relagdo a sua concentragdo (CECHINEL FILHO e YUNES,
1998) bem como suas atividades bactericida e bacteriostatica.

TABELA 1 - Crescimento e diferenciagao celular de Herpetomonas samuelpessoai
em meio quimicamente definido (ROITMAN et al.,, 1972), a 28° C, por 48h, na
presenca e auséncia do extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta.

Volume Concentragcao Numero de Forma Forma Forma
do do extrato células/mL promastigota paramastigota opistomastigota
extrato (mg/mL) % % %
(m1)
Sem
adicao 0,0 9,54x108 100 0 0
50 36,3 3,34x10° 97 3 0
100 72,6 3,36x10° 97 3 0
200 145,2 6,22x10° 95 5 0
500 363,0 6,41x10° 95 5 0
750 544.5 9,34x10° 89 11 0
1000 726,0 7,82x10° 90 9 1

Fonte: Laboratério de Biologia e Fisiologia de Microrganismos - UNIFENAS, 2007.

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

Conforme demonstrado na TAB. 1, o experimento de crescimento celular de
Herpetomonas samuelpessoai, em presenca de extrato hidroalcodlico de Pyrostegia
venusta, demonstrou que o numero de tripanosomatideos nao foi reduzido conforme
se aumentou a concentracdo do extrato, o que demonstra que este nao inibe o
crescimento de Herpetomonas samuelpessoai, nestas concentragées. Também com
relacdo a diferenciacao celular, nao foram observadas formas diferenciadas (para-
opistomastigota) estatisticamente significantes, nas concentragées que variaram de
36,3 mg/mL a 726 mg/mL, quando comparados aos sistemas controles.

Alguns estudos semelhantes foram realizados com outras plantas e
substancias de uso medicinal, objetivando verificar a agdo sobre Herpetomonas
samuelpessoai, o que possibilitaria sua aplicagdo mais segura em seres humanos.

Em um estudo realizado por Holetz (2003), foram avaliados os efeitos dos
extratos brutos de plantas no crescimento e diferenciagao celular de Herpetomonas
samuelpessoai. Um efeito antiprotozoario positivo foi encontrado nos extratos de L.
alba, T. vulgare e P. regnellii, na concentragdo de 1.000 pg/mL, com 90,7%, 97,4 %
e 99,5 % de inibicdo de crescimento, respectivamente. Os extratos de A. millefolium,
E. uniflora, M. glomerata, P. major, P. guajava e P. granatum mostraram fraca
atividade inibitéria. Por outro lado, A. lappa, E. speciosa, S. canadensis e S. acmella
demonstraram um estimulo no crescimento de H. samuelpessoai.



Outro estudo realizado de Holetz et al. (2005), utilizando o extrato de
Stryphnodendron adstringens (barbatimdo), revelou que este apresenta atividade
inibitéria sobre o crescimento de Herpetomonas samuelpessoai.

Chaves (2002) observou que a bupivacaina, um anestésico local quatro vezes
mais potente e téxico que a lidocaina, inibiu o crescimento celular de H.
samuelpessoai, em doses superiores a 0,05%, tendo sua acado potencializada
quando associada a epinefrina, sendo também observado um aumento de células
diferenciadas paramastigota, induzidas pelo anestésico.

Em pesquisa realizada por Lopes et al. (2006), avaliando a agao do extrato
seco de insulina (Cissus sicyoides) e do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorfii) na
diferenciagao, no crescimento e na morfologia do tripanosomatideo Herpetomonas
samuelpessoai, foi constatada a inibicdo do crescimento pela copaiba na
concentracédo de 0,2178mg/mL. Quanto ao extrato de Cissus sicyoides n&o foi
verificada inibicdo do crescimento de Herpetomonas samuelpessoai e nem diferenca
significativa nas contagens de pro, para e opistomastigota em relagdo a
diferenciagcao e morfologia celular.

Também em 2006, Netto et al. avaliaram a acao do extrato hidroalcodlico de
Dillenia indica L. (flor de abril) no tripanosomatideo H. samuelpessoai. De acordo
com os resultados obtidos sobre o crescimento, pode-se observar que, a medida
que aumentou o tempo de cultivo (24, 48, 72, 96 e 120h), utilizando-se o extrato,
verificou-se uma queda acentuada do numero de células, e, no que se refere a
diferenciagao, foi observado que, conforme aumentou a concentragdo do extrato,
houve aumento da forma promastigota e diminuicdo da forma paramastigota,
quando comparadas ao controle. Portanto, o extrato de Dillenia indica L. inibiu a
diferenciacao celular. Concentragdes superiores a 3,44 mg/mL inibiram totalmente o
crescimento de Herpetomonas samuelpessoai.

Analisando o efeito do extrato de Cassia angustifolia vahl. na diferenciagao e
crescimento celular em Herpetomonas, Pinto, Pereira e Fiorini (2007) constataram
que, nas concentragdes de 5,9mg/mL a 59mg/mL, o efeito do extrato ndo provocou
aumento significativo no numero de células, mas também n&o foi observada inibicao
total do crescimento, e este se mostrou capaz de induzir o processo de
diferenciagdo nas concentragbes de 24mg/mL, 30mg/mL, 35mg/mL, 41mg/mL e
53mg/mL, porém em menor proporgao.

No que tange a determinacdo da DL50, apos tratamento dos camundongos
Swiss albinos, com concentragdes de 300mg/kg e 2000mg/kg do extrato
hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, e observacao detalhada por um periodo de 14
dias, nao foi constatado nenhum o6bito, indicando que este extrato ndo apresenta
toxicidade relativa para estes animais.

O método do micronucleo baseia-se na analise 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 cromossomos inteiros, formando assim o0s micronucleos
(BERNARDES, LIMA e MAISTRO, 2007).



TABELA 2 - Numero de eritrocitos policromaticos analisados, indice percentual de
eritrécitos  policromaticos micronucleados (PCEMNs) e razdo de PCE/NCE
observados em células provenientes da medula 6ssea de camundongos Swiss
fémeas e machos, apds tratamentos (24 e 48 horas) com o extrato de Pyrostegia

venusta.

Ensaios Experimentais PCEs analisados PCEMNs PCE/NCE
24h 48h 24h 48h
n N n % n %

NaCl 0.9% 12549 12056 42 033 55 046° 2277 897
Etil-nitroso-ureia (50mg/kg) 12091 12039 279 231" 210 1.74*  1.10 1.51
Tratamento 1 (1000mg/kg - 13126 12330 38 029° 65 0.53° 1947 1417
Pyrostegia venusta)

Tratamento 1 (1500mg/kg - 12171 12197 49  040° 63 0.52° 1513 2023
Pyrostegia venusta)

Tratamento 1 (2000mg/kg - 12430 12418 64 051° 67 054° 7312 6823

Pyrostegia venusta)

Fonte: Laboratério de Genética - UNIFENAS, 2008.
agh correspondem ao agrupamento de Tukey (P < 0,05).

Os dados da TAB. 2 demonstram os resultados do teste do micronucleo
obtidos em camundongos Swiss fémeas e machos, tratados com as trés doses do
extrato de Pyrostegia venusta (1000, 1500 e 2000 mg/Kg) e os controles positivos e
negativos, nos tempos de 24 e 48 horas, respectivamente. Sado apresentados os
numeros de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs) para cada animal e
a meédia de cada grupo. Estas tabelas também mostram a média da raz&o entre o
numero de eritrocitos policromaticos (PCE) e normocromaticos (NCE), em 2.000
células analisadas por animal.

No que diz respeito ao teste do micronucleo, a analise da relagdo entre
eritrocitos policromaticos e normocromaticos fornece uma idéia se o extrato esta
diminuindo a produg¢ao de novos eritrécitos (policromaticos). Se isto ocorrer, a droga
podera ser considerada citotoxica (GOLLAPUDI e MCFADDEN, 1995).

Os resultados revelaram diferengcas estatisticas significativas do
numero/indice percentual de PCEs micronucleados entre o grupo de animais do
controle positivo (ENU 50mg/Kg) e controle negativo (NaCl 0,9%), bem como
controle positivo e tratamentos (1000-2000mg/Kg) com o extrato. Entretanto, essas
diferengas nao foram observadas entre o grupo de animais do controle negativo e o
grupo de animais tratados com o extrato e, ainda, entre os sexos e os tempos de
tratamento (24-48h), sugerindo que o extrato hidroalcodlico de folhas de P. venusta
nao apresenta potencial clastogénico e/ou aneugénico.

O estudo realizado por Almeida Neto et al. (2005) veio corroborar esta
pesquisa, pois, ao avaliarem o efeito mutagénico da palma forrageira (Opuntia ficus-
indica) através do teste de micronucleos em ratos, linhagem Wistar “in vivo”,
observaram que apenas a ciclofosfamida, substancia mutagénica, teve seu efeito
mutagénico com uma frequéncia de média = 7,6 MNs/1000 PCEs. Com a palma
forrageira, essa frequéncia variou entre 1,5 e 3 MNs/1000 PCEs, que é considerado
frequéncia normal. Portanto, a palma forrageira ndo apresentou efeito mutagénico
como a Pyrostegia venusta. Também no estudo foi avaliado o efeito antimutagénico,
da planta Opuntia ficus-indica associando-a a ciclofosfamida, e neste tratamento



houve inibicdo da agcdo mutagénica da substancia em ratos, ou seja, a planta
apresentou efeito antimutagénico.

Estudo semelhante, utilizando o teste do micronucleo, foi realizado por Ribeiro
et al. (2005), que verificaram o potencial mutagénico da fragdo cloroférmica do
extrato do caule de Austroplenckia populnea, conhecida popularmente como
mangabarana ou marmelinho do campo (planta com atividade antiespermatogéncia)
em células da medula éssea de ratos Wistar. Os resultados revelaram que a média
de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMN), observada nos trés
tratamentos nos quais os animais receberam a fragao cloroférmica do extrato (300,
600 e 900 mg/Kg), nédo foram significativamente diferentes em relacdo a média de
PCEMN observada no controle negativo, indicando que o extrato obtido ndo possui
efeito mutagénico em células da medula 6ssea de ratos.

Fagundes et al. (2005) investigaram a toxicidade genética da Annona
coriacea (araticum-do-cerrado, marolo) utilizando o teste de micronucleo de
eritrécitos da medula éssea. Os resultados demonstraram que o extrato alcodlico
das sementes desta planta, nas diferentes doses utilizadas (50, 100, 200 ou
400mg/kg) induziu um aumento significativo na frequéncia de micronucleos nos
eritrocitos da medula 6ssea de camundongos, quando comparado ao controle
negativo. Além disso, este aumento foi similar ao encontrado nos animais expostos
ao controle positivo (ciclofosfamida, 250mg/kg). Estes resultados sugerem que o
extrato das sementes desta planta possui um potencial significativo para induzir
danos ao DNA, caracterizando-o como um agente potencialmente genotoxico.

Gaiani et al. (2005), avaliando o potencial mutagénico do extrato bruto das
folhas e caules de Rosmarinus officinalis (alecrim) em células da medula 6ssea de
ratos Wistar, nas concentragdes de 6,34mg/kg (dose terapéutica), 100 e 200mg/kg,
verificaram que este extrato ndo apresenta efeito clastogénico e nem citotoxico
sobre estas células.

Ja em outro estudo realizado por Bernardes, Lima e Maistro (2007), utilizando
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim) em concentragées de 1000mg/kg,
1500mg/kg e 2000mg/kg, verificou-se que, embora n&o se tenha evidenciado efeito
citotdoxico do dleo pela razdo PCE/NCE em nenhuma das concentracdes testadas,
demonstrou-se um aumento significativo de eritrocitos  policromaticos
micronucleados nos grupos tratados com as duas maiores concentragées do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis, indicando que o mesmo, em altas
concentragdes, apresentou efeitos mutagénicos em células de medula éssea de
camundongos.

Souza et al. (2006), analisando o potencial mutagénico do extrato de
Tamarindus indica (tamarindo) em células da medula éssea de ratos Wistar,
observaram que, em comparagdo com 0O controle negativo, houve um pequeno
aumento na média de PCEMN nas duas menores concentragoes testadas do extrato
(1000 e 1500mg/kg) e um aumento estatisticamente significativo de PCEMN na
concentragdo de 2.000mg/kg, indicando que, em altas concentragcbes, o extrato
bruto de Tamarindus indica apresenta efeito mutagénico em células da medula
Ossea de ratos Wistar.

Valadares, Castro e Cunha (2007) investigaram o potencial mutagénico “in
vivo” do extrato etandlico de Synadenium umbellatum (EESU), conhecida
popularmente como "cola-nota", "avelés", "milagrosa”, "cancerola", sobre células da
medula 6ssea de camundongos, através do teste de micronucleo, utilizando trés
concentragbes do extrato (10, 25 ou 50 mg/kg/dia) e os resultados obtidos



demonstraram que o EESU possui efeito mutagénico, de forma dose-dependente,
sobre as células da medula 6ssea de camundongos.

Nesta pesquisa, os resultados obtidos nos ensaios de diferenciacdo e
crescimento de H. samuelpessoai e DL 50, corroboraram o teste do micronucleo,
pois verificou-se nestes que o extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, nas
concentracdes testadas, ndo demonstrou citotoxicidade “in vitro” e “in vivo”.

A continuidade de estudos se faz necessaria para que possam ser
investigados precisamente os efeitos antimicrobianos e mutagénicos, realizando
outros testes, como por exemplo, ensaio cometa, pois a Pyrostegia venusta &,
conforme constatado neste estudo, uma planta pouco estudada, devido a falta de
experimentos encontrados na vasta literatura consultada que possam ser
comparados a esta pesquisa.

4. CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da planta Pyrostegia venusta, nas concentragdes
testadas, ndo possui atividade antimicrobiana sobre as dezesseis cepas bacterianas
e trés cepas fungicas usadas, ndo sendo constatada concentragao inibitéria minima
(CIM) e concentragédo microbicida minima (CMM) do extrato em bactérias e fungos.

Nao houve alteragédo de crescimento celular de Herpetomonas samuelpessoai
em presenca de extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta, e quanto a
diferenciagao celular, nao foram observadas formas diferenciadas, estatisticamente
significantes, quando comparados aos sistemas controles.

O extrato hidroalcodlico de Pyrostegia venusta nao apresentou DL50 nas
concentragdes testadas (300 a 2000mg/Kg), o que sugere a auséncia de toxicidade
desta planta.

Através do teste do micronucleo, o extrato ndo apresentou toxicidade a
medula éssea de camundongos Swiss albinos, nas doses testadas, ndo sendo
considerado aneugénico e/ou clastogénico, quando administrado oralmente aos
animais.
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