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RESUMO

Neste estudo foram analisados os efeitos do extrato hidroalcodlico de Vernonia polyanthes Less (Assa-peixe) sobre
crescimento e diferenciagdo celular do protozoario Herpetormonas samuelpessoai, a susceptibilidade antimicrobiana
in vitro, a dose letal média (DL, ) e a mutagenicidade in vivo (teste do microntcleo). A inibi¢ao do crescimento de H.
samuelpessoai foi evidenciada, quando exposto as concentragdes crescentes do extrato, embora sem aparecimento de
forma diferenciada de opistomastigota, em percentual relevante. Aslinhagens-padrao de Bacillus cereus, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Salmonella Typhimurium mostraram halos de inibi¢ao
quando expostas ao extrato de V. polyantes Less. Contudo, os efeitos bacteriostaticos foram observados em Bacilus cereus
(180,1 mg/mL), Escherichia coli (72,04 mg/mL) e Proteus mirabilis (144,08 mg/mL). A avaliagdo mutagénica do extrato
de V. polyanthes Less revelou auséncia e moderado efeito clastogénico e/ou aneugénico, respectivamente, nas dosagens
de 1000 e > 1500 mg/Kg, independentemente do tempo de tratamento (24/48 h) e do sexo do animal. Tais resultados
foram sugestivos de ocorréncia de toxicidade sistémica, em virtude de aumento de eritrdcitos normocromaticos na
medula dssea dos camundongos, que também ocorreram independentemente da dose, género e tempo de tratamento.
Contudo, a auséncia de DL, foi observada em todas as concentragdes testadas (250-2000 mg/Kg).

Palavras-chave. susceptibilidade antimicrobiana, mutagenicidade, Vernonia polyanthes Less, diferenciagao
celular, fitoterapicos.

ABSTRACT

The effects of the hydroalcoholic extract from Vernonia polyanthes Less (Assa-peixe) were analyzed on the cellular
growth and differentiation of the protozoan Herpertomonas samuelpessoai, the in vitro antimicrobial susceptibility, the
LD, and the in vivo mutagenicity (micronucleus test). The growth inhibition of H. samuelpessoai was found when
it was exposed to increasing concentrations of the extract, but without the percentually relevant emergence of the
opisthomastigote forms. The pattern-strains Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes and Salmonella Typhimurium showed inhibitory halo to V. polyanthes extract. However, the
bacteriostatic effect was observed on Bacillus cereus (180.1 mg/mL), Escherichia coli (72.04 mg/mL) and Proteus mirabilis
(144.08 mg/mL). The mutagenic evaluation of hydroalcoholic extract from V. polyantes revealed a lack or moderate
clastogenic effects and/or aneugenic at the concentrations of 1000 and > 1500 mg/Kg, respectively, independently of the
treatment time (24/48h) and the animal gender. These results were suggestive of an occurrence of systemic toxicity due
to the increase of normochromatic erythrocytes in mice bone marrow, independently at the treatment time, extract dose
and animal gender. However, absence of DL, was observed in the all of tested concentrations (250-2000 mg/Kg).
Keywords. antimicrobial susceptibility, mutagenicity, Vernonia polyanthes Less, cell differentiation, phytotherapics.
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INTRODUCAO

Vernonia polyanthes Less (Asteraceae), conhecida
popularmente como “assa-peixe’, é uma planta tipica da
Mata Atlantica e é empregada na medicina popular para o
tratamento de pneumonia, bronquite, calculo renal!, malaria
e febre”. Levantamento etnofarmacoldgico apontou também
o0 uso dessa espécie no tratamento de afec¢des gastricas’.

Estudo demonstrou que o extrato bruto de
V. polyanthes apresenta os seguintes compostos: fendis,
taninos, chalconas, auronas, flavonoides, saponinas,
acidos fixos fortes, esteroides livres e quinonas sintetizados
pelas plantas durante o chamado metabolismo secundario,
apresentando diversas propriedades bioldgicas *.

Ensaios de  diferenciagdio  celular em
tripanosomatideos constituem parte do processo que leva
a célula a se transformar, de modo reversivel ou irreversivel,
envolvendo comandos em nivel génico. Essa transformacdo
ou diferenciagio celular tem sido amplamente avaliada com
modelos eucaridticos unicelulares, utilizando-se extratos
vegetais ou drogas sintéticas, objetivando contribuir com
a elucidacdo desse complexo processo®. Outros ensaios,
com relagdo a a¢ao dos extratos vegetais, sdo também
utilizados para testes de atividade antimicrobiana. O uso
indiscriminado de antibiéticos tem gerado um grande
nimero de micro-organismos resistentes; sendo assim,
logo surgird a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos. A fitoterapia tem sido extensamente estudada no
desenvolvimento de medicamentos alternativos utilizados
pela populacéo através do conhecimento popular’.

O Brasil registra a maior biodiversidade vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas;
no entanto, apesar do aumento de estudos fitoquimicos, os
dados disponiveis revelaram que apenas 15 a 17% das plantas
foram analisadas quanto ao seu potencial medicinal &

Sendo a V. polyanthes utilizada em larga escala na
medicina caseira, torna-se de facil acesso a popula¢io por
ser amplamente distribuida em quase todo o territorio
brasileiro.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivos
analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico de V.
polyanthes em um sistema eucariotico, utilizando o
tripanossomatideo H. samuelpessoai como modelo, para
avaliar alteracdes que possam ocorrer na diferenciacio
e crescimento desse flagelado; analisar o extrato
sobre diversos tipos de bactérias Gram-negativas,
Gram-positivas e fungos quanto ao efeito antimicrobiano;
determinar sua Dose Letal Média 50 (DL, ), além de testar
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os efeitos clastogénicos e aneugénicos in vivo, utilizando
o Teste do Micronucleo em eritrocitos policromaticos da
medula 6ssea de camundongos Swiss albinus’.

MATERIAL E METODOS

Coleta da amostra:

Folhas de V. polyanthes foram coletadas no
Campus da Universidade José do Rosdrio Vellano -
UNIFENAS (Alfenas/MG) e identificadas pelo Prof. Dr.
Marcelo P6lo (Laboratério de Botéanica, Universidade
Federal de Alfenas/MG), sendo a exsicata depositada
no herbdario da Universidade José do Rosario Vellano -
UNIFENAS, Minas Gerais, Brasil, sob a sigla Vp n° 203.

Obtencio do extrato bruto:

Apds secagem, a temperatura ambiente, as folhas
de V. polyanthes foram pesadas (1,0 Kg) e maceradas com
etanol-agua (70/30 v/v) a temperatura ambiente por 15
dias. O extrato hidroalcodlico foi filtrado e evaporado até
secura, rendendo 0,7204 g de extrato cru'’.

Obtenc¢io do indculo:

Para a realizagdo de todos os experimentos o
indculo foi obtido a partir de culturas em fase logaritmica
e comparavel com o tubo 0,5 da Escala de Mac Farland,
aproximadamente 1,5x10° células/mL para bactérias e
1x10° células/mL para leveduras *°.

Micro-organismos utilizados:

Foramutilizadasasseguintesamostrasmicrobianas:
Herpetomonas samuelpessoai (ATCC 30252), Bacillus cereus
(ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida
albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans (ICC
107 - sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Proteus
mirabilis (ATCC 25933), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25619), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)
e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615).

Experimentos de crescimento/diferenciacao celular:

A diferenciagdo celular foi realizada em
meio de cultivo quimicamente definido descrito por
Roitman e colaboradores'. Cerca de 10° células foram
incubadas juntamente com doses crescentes do extrato
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hidroalcodlico de V. polyanthes, a 28 °C por 48 horas.
Os percentuais de formas paramastigota, promastigota e
opistomastigota foram determinados através de microscopia
de luz, em ldminas coradas pelo método Pandtico ou
Giemsa. Pelo menos 200 células foram examinadas em cada
preparagdo. O crescimento foi estimado pela contagem das
células em camara de Neubauer.

Atividade antimicrobiana:

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico
de V. polyanthes foi avaliada seguindo a técnica de difusdo
em Agar Mueller - Hinton'?, em duplicata e repetidos
pelo menos duas vezes. Foram utilizadas as concentragoes
de 36,02; 72,04; 108,06; 144,08; 180,1 e 216,12 mg/mL de
extrato. As leituras dos didmetros dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidas em milimetros
(mm), com auxilio de um paquimetro.

Concentra¢ao inibitoria minima (CIM) e Concentragio
microbicida minima (CMM):

Para os ensaios da CIM e CMM foram realizadas
dilui¢des seriadas em tubos e plaqueadas em meio Brain
Heart Infusion (BHI), para bactérias e meio Sabouraud
Dextrose (SAB) para fungos".

Dose letal média 50 (DL, ):

Foram utilizados seis grupos de camundongos
Swiss albinus (n = 10 animais/grupo), pesando entre 27
e 36 gramas, provenientes do Biotério da Universidade
José do Rosario Vellano - UNIFENAS, Campus de
Alfenas, MG, que receberam, por via oral, dose tinica de
diferentes concentra¢des do extrato hidroalcodlico de
V. polyanthes (250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 mg/Kg),
segundo técnica ja descrita na literatura'.

Teste do micronucleo (MN):

A técnica utilizada para a obtengdo das células de
medula dssea para o estudo da frequéncia de micronucleos
foi a descrita por Schimd" e modificada por Zambrano,
Targa e Rabello-Gay". O extrato de V. polyanthes foi testado
separadamente empregando-se 3 doses, levando-se em
consideragao os dados obtidos na metodologia empregada
para se estabelecer a DL, (i.e., 80%"", 50%""* e 25%""*,
ou ainda, < 2.000 mg/Kg na inexisténcia de letalidade), e
ensaiados em 3 doses (1000, 1500 e 2000 mg/Kg de peso
corporal), selecionadas de acordo com as doses minima e
maxima que poderiam ser utilizadas em humanos. Cada
ensaio foi realizado empregando-se 5 grupos de animais,

cada grupo constituido por 3 machos e 3 fémeas: (1)
controle negativo (NaCl 0,9%) administrado por gavagem;
(2) controle positivo (50 mg/Kg de Etil-Nitroso-Ureia
(ENU), Sigma N8509) administrado via intraperitoneal; (3)
tratamento 01 (1000 mg/Kg) administrado por gavagem; (4)
tratamento 02 (1500 mg/Kg) administrado por gavagem; (5)
tratamento 03 (2000 mg/Kg) administrado por gavagem.
Foram analisados + 2000 eritrdcitos policromaticos (PCE)
por animal (camundongo Swiss albinus), para cada tempo
de coleta (24 e 48 h) de tratamento, quanto a presenga de
microndcleos (PCEMNS). A relacido entre o niimero total
de PCE e eritrocitos normocromaticos (NCE), obtidos
da medula dssea, também foi avaliada, conforme modelo
proposto por Margolin e Risko”. Embora o teste do
micronucleo fornega evidéncias de efeitos clastogénicos
e/ou aneugénicos para determinada substancia teste, o
aumento da frequéncia de NCE, um valor significativamente
decrescente na relagio PCE/NCE em comparacio com
o controle negativo, ¢ sugestivo de toxicidade sistémica,
bem como para medula dssea'®. Este ensaio foi realizado
seguindo as normas do Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Animais (CEP/UNIFENAS, Campus de
Alfenas, MG, Protocolo n°. 15/2007).

Analise estatistica dos ensaios de a¢do antimicrobiana,
diferenciagao/crescimento celular e mutagenicidade:
Para os ensaios de ac¢do antimicrobiana e
diferenciacdo, foi utilizada estatistica descritiva. Aos
resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade
foram empregados tratamentos estatisticos de Andlise
de Variancia em esquema fatorial, considerando sexo,
tempo e tratamento (2x2x5), com trés repeticdes e um
delineamento inteiramente casualizado. As médias foram
comparadas utilizando o Teste de Tukey-Kramer - 2%".

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protozoario H. samuelpessoai foi utilizado
como modelo para o estudo dos efeitos do extrato
hidroalcodlico de V. polyanthes (assa-peixe) sobre o
crescimento e diferenciacio celular.

Conforme demonstrado na Tabela 1, o extrato
de assa-peixe nas concentracdes que variaram de 36,02
mg/mL a 720,4 mg/mL ndo causou o aparecimento
percentualmente significativo de forma opistomastigota,
considerada a forma diferenciada, embora tenha sido
detectada a inibicdo no crescimento do flagelado, se
comparada ao aumento das concentragdes do extrato.
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Essa ocorréncia poderia ser um indicativo de que
substancias presentes no extrato estejam sinalizando, com
receptores da membrana celular, 0 mecanismo de inibi¢ao
do crescimento, mas ndo o da diferenciagdo. Indiretamente,
essa ocorréncia pode indicar a inexisténcia de produtos

contidos no extrato potencialmente mitogénicos e, ou,
mutagénicos, pelo menos nesse sistema experimental.

Em estudos realizados por Castellanos et al.?,
H. samuelpessoai, quando cultivada em meio contendo
concentragdes de 4 a 20 mg/mL de dimetilsulféxido,

Tabela 1. Ntmeros de células no crescimento e diferenciagdo celular de H. samulpessoai na presenca e auséncia
do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes Less (assa-peixe)

Concentragio

Extrato (ul) do extralf()) (mg/ ljélil:;::;)nff Promastigota Paramastigota  Opistomatisgota
m

Sem adicao 0 32x107 99 1 0
50 36,02 28 x 107 98 2 0
100 72,04 25x 107 97 3 0
200 144,08 21 x 107 96 3 1
500 360,2 07 x 107 96 3 1
750 540,3 05 x 107 96 3 1
1000 720,4 05 x 107 95 4 1

Tabela 2. Didmetro dos halos de inibi¢do das cepas fungicas e bacterianas submetidas ao extrato hidroalcoélico
de V. polyanthes Less (assa-peixe) em diferentes concentragoes

Halos de inibi¢ao (mm)*

Micro-organismos

Concentragao do extrato (mg/mL)

36,02 72,04 108,06 144,08 180,1
Bacillus cereus (ATCC 11778) 19 22 26 27 28
Bacillus subtilis (ATCC 6633) S - - - .
Candida albicans (ATCC 10231) - - - - -
Cryptococcus neoformans (ICC 107- sorotipo B) - - - - =
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) - - - - .
Escherichia coli (ATCC 8739) - 12 14 14,5 15
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) - - - - -
Micrococcus luteus (ATCC 9341) - - - - -
Proteus mirabilis (ATCC 25933) - - - 16 17
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) - - - - =
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) - - -
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) - - - - 18
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) - - - 17,5 17,5
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) - - = = -
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) - - - - 17

"Nota: halos de inibi¢do em milimetros medidos com paquimetro

** Resistentes
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Tabela 3. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes Less, submetido

as cepas microbianas

Micro-organismos UFC/ mL! CIM?
Bacillus cereus (ATCC 11778) 8.0x 10° 180,1
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 1,5 x 108 =
Candida albicans (ATCC 10231) 2,6 x 10°
Cryptococcus neoformans (ICC 107- sorotipo B) 1,5x 10° -
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) 1,44 x 108
Escherichia coli (ATCC 8739) 1,44 x 10° 72,04
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 1,5x 108
Micrococcus luteus (ATCC 9341) 1,5 x 108
Proteus mirabilis (ATCC 25933) 1,44 x 10° 144,08
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) 1,5x 108
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) 1,27 x 107
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) 1,5x 108 -
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 1,5x 108
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 315x 10® -
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 1,5x 10%

! Concentragéo Inibitéria Minima
2 Unidade formadora de colonia por mL
* Resistente

multiplicava-se aproximadamente na mesma propor¢io
que as células controle e, com o aumento progressivo da
concentra¢do, observou-se uma inibicio do crescimento
do flagelado. Dados semelhantes foram obtidos em
estudos realizados por Venturelli*! e Perazzo et al.”, com
o extrato de Ginkgo biloba e que corroboram este estudo.

Fiorini et al.”, realizando ensaios com Herpetomonas
megaseliae, observaram o aumento de células diferenciadas
opistomastigotas em um periodo de incubagao de 96
horas, quando tratadas com lipopolissacarideo, extraido de
Escherichia coli. Entretanto, esses autores verificaram que,
nas mesmas condicdes, tal tratamento nio interferiu com o
crescimento celular. Ja foi demonstrado que o GMP-ciclico
¢ o mensageiro intracelular que induz a divisao celular e
limita a diferenciacdo e o AMP-ciclico inibe a divisdo e
promove a diferenciagao®.

Na agdo antimicrobiana do extrato (Tabela
2), apresentaram halo de inibicdo as seguintes cepas
bacterianas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli
(ATCC 8739), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus

(ATCC 6538), Streptococcus pyogenes (ATCC 19675).
As cepas de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida
albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans (ICC
107- sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Micrococcus luteus
(ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619),
Sccharomyces cerevisiae (ATCC 2601) e Staphylococcus
epdermides (ATCC 12228) nao apresentaram halos de
inibicdo nos testes de difusao em agar. Estes resultados
indicam, indiscutivelmente, que tais micro-organismos
sejam resistentes, segundo a metodologia utilizada.
Quanto a Concentracio Inibitéria Minima (CIM)
demonstrada na Tabela 3, o estudo revelou que o extrato
apresentou efeito bacteriostatico sobre Bacillus cereus
(ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 8739) e Proteus
mirabilis (ATCC 25933), nas concentra¢des de 180,1; 144,08
e 72,04 mg/mL, respectivamente. Contudo, ndo houve
efeito bacteriostatico para Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Candida albicans (ATCC 10231), Cryptococcus neoformans
(ICC 107- sorotipo B), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Micrococcus
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luteus (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25619), Sccharomyces cerevisiae (ATCC 2601), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e
Streptococcus pyogenes (ATCC 19675).

Nenhuma bactéria Gram-positiva, Gram-negativa
ou levedura utilizada neste estudo apresentou
Concentra¢ao Microbicida Minima (CMM), ou seja,
efeito bactericida com as doses ensaiadas do extrato.

Embora varios estudos, a exemplo de Loureiro®,
Santos et al.?°, Amorozo?” e Guarim Neto e Morais®, terem
demonstrado o uso popular da planta assa-peixe pela
populagdo do Estado do Mato Grosso e pelos sitiantes
da Reserva de Rio das Pedras, em Mangaratiba/R]J%,
para o tratamento de doengas do aparelho digestorio,
respiratorio,  geniturinario,  circulatério,  sistema
osteomuscular, para envenenamentos, doencas do sangue
e orgaos hematopoiéticos, pele, glandulas endécrinas e
tecido conjuntivo, ndo foram encontrados estudos que
rebatam a sua acéo antimicrobiana, o que reforcaria o seu
uso, visto conter flavonoides e dleos essenciais?.

Quando foi iniciada a industrializacio da
penicilina, noiniciodadécadade 1940, cercade80-90%das
amostras isoladas de Staphylococcus aureus eram sensiveis
a esse antibidtico. Nos dias atuais, verifica-se exatamente
o oposto do ocorrido naquela época, além da resisténcia
multipla observada em muitos micro-organismos a varios
antibioticos disponiveis no mercado. Por esse motivo,
dentre outros, os 6rgaos governamentais que regem
as atividades relacionadas com a saude tém colocado
como uma de suas metas prioritarias o desenvolvimento
de novas drogas antimicrobianas utilizando plantas da
rica flora brasileira. Em estudo realizado por Duarte
et al.*, extratos naturais como Achyrocline satureoides
(d.C.) Lam, Achillea millefolium, Mikania laevigata,
Solidago millefolium e Piper marginatum apresentaram
atividade antimicrobiana sobre cepas bacterianas como
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Em outro estudo
realizado por Silveira®, micro-organismos como S. aureus
(ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 25619), S. mutans
(ATCC 25175) e S. salivaris (CDC 262) apresentaram
halo de inibicio e CIM, quando expostos ao extrato
glicolitico de Tabebula hepaphylla (Vell.) Tolledo.

Gongalves et al. ** compararam a atividade
antimicrobiana de diversos extratos vegetais em dez
micro-organismos, dos quais o de Casearia sylvestre
apresentou agao contra dois microrganismos — Proteus
mirabilis e Shigella sonnei -, e constataram, também, a
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resisténcia de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Sato® descreveu a atividade do extrato de Casearia
sylvestre em cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, em que foi observada no antibiograma a atividade
do extrato em S. aureus, mas ndo em E. coli.

Em estudos realizados com plantas utilizadas na
medicina popular, como Achillea millefolium, Mikania
laevigata, Solidago chilensis, Piper merginatum, Aloysia
fratissima, P. marginatum, M. laevigata, Mentha pullegium,
Mikania glomerata, Stachytarpeta cayenesis, Lafoensia
pacari St. Hill. e Bacharia dracunculifoliae, foi atribuida
atividade antimicrobiana, em sua maioria a produtos do
metabolismo secundario das plantas, como terpenoides
e compostos fenolicos, como flavonoides e saponinas,
assim como a dacidos diterpénicos, acidos caurenoico e
cupressénico (esses ultimos principais constituintes dos
extratos de M. laevigata), que também na forma pura
exibem atividade?®.

Os achados acima descritos relacionam
quantidades de principios ativos presentes nos extratos,
com a agdo destes, o que poderia explicar os resultados
obtidos no presente estudo, no qual a sensibilidade das
cepas bacterianas de Bacillus cereus (ATCC 11778),
Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Escherichia coli
(ATCC 8739) apresentou uma agdo bacteriostética e ndo
bactericida do extrato.

Segundo Newall*, os flavonoides apresentam
varias acgbes farmacoldgicas, tais como atividade
antibacteriana, anti-inflamatdria, antioxidante e
hipolipidémica. Assim, a atividade antimicrobiana
apresentada por V. polyanthes pode estar relacionada
com a presenca de flavonoides em sua composi¢ido®.

Em relagio ao que tange a determinagdo da
Dose Letal Média (DL, ) do extrato em estudo, neste
trabalho, ndo se verificaram mortes apds a administracao
do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes, mesmo nas
concentragdes mais elevadas (2000 mg/Kg), por via
oral, desde as primeiras 72 horas até o 7° dia, sugerindo
auséncia de DL, nas concentragdes analisadas.

As concentragbes do extrato para cada
tratamento, o nimero e o género de animais por grupo e
o tempo de tratamento usados no presente ensaio foram
determinados de acordo com OECD (Guideline for the
Testing of Chemicals)'®.

A andlise do numero/indice percentual de
PCEMNSs entre o grupo de animais controle positivos
(Etil-Nitroso-Ureia - ENU 50 mg/Kg) e negativo (NaCl
0,9%), bem como controle positivo e tratamentos (1000-
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Tabela 4. Numero de eritrocitos policromaticos (PCE) analisados, numero e frequéncia de eritrdcitos policro-
maticos micronucleados (PCEMNG) e relagdo entre PCE e eritrdcitos normocromaticos (NCE), observada em
células de medula 6ssea de camundongos Swiss albinus (fémeas e machos), tratados com o extrato hidroalco6-
lico de Vernonia polyanthes Less, e os respectivos controles, nos tempos de 24 e 48h

empos de et PCEMNs  PCEMNs  PCE/NCE
Analisados (n) (%)
24h
NaCl 0,9% 12288 14 0,11c 106,24*
Etil-nitroso-ureia (50 mg/kg) 12298 117 0,95a 9,34°
Vernonia polyanthes Less (1000 mg/Kg) 12146 34 0,28¢ 6,47°
Vernonia polyanthes Less (1500 mg/Kg) 12227 34 0,28¢ 8,24°
Vernonia polyanthes Less (2000 mg/Kg) 12141 60 0,49b 5,71°
48h
NaCl 0,9% 12536 23 0,18¢ 152,02*
Etil-nitroso-ureia (50mg/kg) 12143 102 0,84a 10,41°
Vernonia polyanthes Less (1000 mg/Kg) 12189 24 0,20c 9,26°
Vernonia polyanthes Less (1500 mg/Kg) 12210 22 0,18¢c 11,77°
Vernonia polyanthes Less (2000 mg/Kg) 12280 46 0,37b 11,00

Andlise estatistica de variancia, em delineamento inteiramente casual e esquema fatorial 5x2x2 (tratamentose-

xoctempo), e ao teste de Tukey-Kramer (P < 0,05)
»bec etras iguais, estatisticamente nao significativos
Letras diferentes, estatisticamente significativos

2000mg/Kg), revelou diferengas estatisticas significativas,
sugerindo auséncia de potencial clastogénico e/ou
aneugénico do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes,
independentemente do tempo de tratamento ou sexo do
animal. Entretanto, essas diferencas foram observadas
entre os grupos de animais controle negativos e tratamento
na maior concentracdo (2000 mg/kg), o que sugere uma
leve predisposi¢do aos efeitos genotoxicos desse extrato a
partir de uma dosagem acima de 1500 mg/Kg.

A relagio entre PCE e NCE mostrou-se
significativamente reduzida nos grupos de animais
controle positivos e de todos os tratamentos,
independentemente do tempo ou género, devido ao
aumento de NCE na medula 6ssea, indicando toxicidade
tanto sistémica como na medula dssea.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que
houve inibi¢ao do crescimento de H. samuelpessoai, ante
as concentragdes crescentes do extrato de V. Polyanthes,

sem aparecimento da forma diferenciada opistomastigota,
estatisticamente  significativo. Demonstraram halo
de inibi¢do, na presenga do extrato de V. Polyanthes,
as cepas de Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
Salmonella Typhimurium. Todavia, demonstraram efeitos
bacteriostaticos somente para Bacillus cereus, Escherichia
coli e Proteus mirabilis. A avaliagdo mutagénica/
mitogénica do extrato de V. polyanthes revelou auséncia
(1.000 mg/Kg e 1.500 mg/Kg) e moderado (2.000 mg/Kg)
efeito clastogénico e/ou aneugénico nas dosagens de 1000
e > 1500 mg/Kg, respectivamente, independentemente
do tempo de tratamento (24/48h) e sexo do animal.
Adicionalmente, tais resultados foram sugestivos de
toxicidade sistémica, visto o aumento de eritrdcitos
normocromaticos na medula dssea de camundongos,
também independentemente da dose, género e tempo.
Contudo, a auséncia de DL, foi observada em todas as
concentragdes testadas (250- 2000 mg/Kg). Portanto,
o extrato de V. polyanthes Less apresenta potencial
terapéutico, pois possui atividade antimicrobiana e
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ndo apresenta atividade mutagénica (i.e., clastogénica
e/ou aneugénica) significativa a partir da dosagem <
1500 mg/Kg. Finalmente, estudos complementares
de mutagenicidade (teste de Ames, teste Cometa) e
toxicidade tecido-especifico poderiam elucidar outros
possiveis mecanismos e efeitos genotdxicos e toxicos e,
ainda, estabelecer concentra¢des com baixa toxicidade
ou sem efeitos toxicos que assegurem a saiide humana e a
atividade fitofarmacolodgica de V. polyanthes.
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