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RESUMO: Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers, Bignoneaceae, ¢ utilizada no tratamento de
vitiligo e de outras doengas, mas seus efeitos genotoxicos ndo sao conhecidos. Neste sentido,
o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito genotoxico de extratos de P venusta em
camundongos utilizando os Testes de Micronucleo (MN) e o de Aberragdo Cromossdmica (AC).
O vegetal foi coletado, selecionado, seco, triturado e extraido com etanol. Camundongos de 40
g foram divididos em grupos experimentais e controles. Os grupos experimentais receberam
concentracdes crescentes do extrato (50, 100 e 200 mg/kg por peso corporal), por v.o. O grupo
controle negativo (CN) recebeu agua. O grupo controle positivo (CP) recebeu Ciclofosfamida® por
v.i. Realizou-se o sacrificio, retirada da medula ¢ssea, homogeneizacdo e preparacdo das laminas.
As freqiiéncias de eritrdcitos policromaticos micronucleados (EPCMN) foram: CN = 0,35+0,09;
CP = 2,87+1,78; 50 = 0,09+0,04; 100 = 0,16+0,08 e 200 = 0,10+0,03. O teste de AC apresentou
as seguintes freqiiéncias: CN = 0,12+1,87; CP = 0,62+5,61; 50 = 0,12+1,58; 100 = 0,072+0,54 e
200 = 0,124+1,64. As freqiiéncias de EPCMN dos grupos experimentais foram significantemente
inferiores quando comparadas com as dos controles. A freqiiéncia de cromossomos aberrantes nao
teve diferenga significativa se comparada com o CN, mas foi estatisticamente menor que a do CP.
Pvenusta ndo apresentou atividade genotoxica.

Unitermos: teste de micronucleo, aberragdes cromossomicas, genotoxicidade, Pyrostegia venusta,
camundongos.

ABSTRACT: “The Evaluation of the genotoxic potency of the Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers, Bignoneaceae, crude extract on bone marrow of mice”. Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers, Bignoneaceae, is used in the treatment of vitiligo and other diseases, but its genotoxic effects
are unknown. In this way, this study aimed to evaluate the genotoxic effect of extracts of P. venusta
in mice using the micronucleus (MN) and chromosome aberration tests (CA). The plant was
collected, selected, dried, pounded and extracted with ethanol. Mice weighing 40 g were divided in
experimental and control groups. The experimental groups received different concentrations (50,
100, and 200 mg/kg body weight), by oral gavage. The negative control group (NC) received water.
The positive control group (PC) received Ciclophosphamide® by v.i. It was performed the sacrifice,
removal of bone marrow, homogenization and slides preparation. Frequency of micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE) was: NC = 0.35+1.87; PC = 2.87+9.02; 50 = 0.09+0.83;
100 = 0.16+0.10 e 200 = 0.10+0.71. The CA test showed the frequency: NC = 0.12+1.87; PC =
0.62+5.61; 50 = 0.12£1.58; 100 = 0.072+0.54 ¢ 200 = 0.124+1.64. The frequency of MNPCE of
experimental controls was significantly lower when compared with NC, but it was statistically
lower than PC’s frequency. P.venusta didn’t show genotoxicity activity.

Keywords: micronucleus test, chromosomal aberrations, genotoxicity, Pyrostegia venusta, mice.
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INTRODUCAO

Pyrostegia  venusta (Ker Gawl.) Miers,
Bignoneaceae, também conhecida como Pyrostegia ignea,
¢ uma liana trepadeira que cresce junto a outras plantas e a
escoras, suas flores sdo tubulares de coloragdo alaranjada e
sdo dispostas em cachos com quinze a vinte flores em média
(Gilman, 1999). Esta planta apresenta expressiva dispersao
em quase todo o sul e sudeste do Brasil (De Sampaio,
1991) sendo chamada na medicina folclorica de “cip6 ou
flor de Sdo Jodo”. O extrato alcodlico de flores e folhas ¢
utilizado na medicina popular como um remédio para tratar
manchas brancas no corpo (leucoderma, vitiligo) (Ferreira
et al., 2000). Uma infusdo preparada a partir de cascas e
raizes de P. venusta ¢ amplamente usada no tratamento
de infeccdes uterinas e do trato genital feminino, erisipela
e ictericia (hiperbilirubinemia e deposicdo de pigmentos
biliares) em bebés recém nascidos (Sens, 2002).

Estudos fitoquimicos tém demonstrado a presenca
de aminodacidos e acticares no néctar de diferentes espécies
do género Pyrostegia, incluindo flores de P. venusta (Galetto
et al., 1994). B-sitosterol, n-hentriacontano (n-C, H,,),
7-0O-B-D-glicopiranosilacacetina e meso-inositol (myo-
inositol) foram isolados de suas flores (Dubey & Misra,
1976). Enquanto o extrato etandlico das raizes forneceu
quatro substancias: alantoina, esteroides -sitosterol e 33-
O-B-D-glicopiranosilsitosterol e a flavanona hesperidina
(Ferreira et al., 2000). Na extracdo concentrada de folhas,
foi possivel determinar a presenca de classes diferentes de
flavonoides e fendis, independente do local de ocorréncia
da planta (cerrado ou floresta) (Santos & Blatt, 1998). A
avaliacdo de quarenta espécies de Bignoniaceae, incluindo
P. venusta, revelou a presenca de componentes fendlicos
livres e grupos siringila (Satyavathi et al., 1984). O padrao
de antocianinas florais apresentou pouca variagcdo dentro
da familia Bignoniaceae (Scogin, 1980).

O provavel potencial terapéutico do extrato bruto
de P venusta associado a auséncia de qualquer registro
sobre sua mutagenicidade em células de mamiferos
conduziram ao presente estudo que visa avaliar possiveis
efeitos clastogénicos desse extrato através dos Testes de
Micronticleo (MN) e o de Aberragdo Cromossdmica (AC)
em medula 6ssea de roedores, sendo que, tais testes sdo
aceitos e recomendados para a avaliacdo e o registro de
produtos naturais e farmacéuticos.

MATERIAL E METODOS
Obtenc¢ido do material vegetal e extrato

O material vegetal foi coletado em area de cerrado
do municipio de Patos de Minas-MG (18°31°40.34’S e
46°32°19.75”W). A planta foi identificada pela Bidloga
MSc. Alice de Fatima Amaral e um espécime comprovativo
(exsicata) foi depositado no Herbario Mandevillano Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM)-Universidade
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Estadual de Minas Gerais (UEMG) sob o nuimero de
registro MGHMO0430. O extrato bruto (EB) foi obtido a
partir das flores da P. venusta, utilizando como extrator
o solvente etanol, na propor¢ao 1:10 (p:v) e misturado
mecanicamente a temperatura ambiente por 24 h (extracao
conduzida em triplicata) seguido de evaporagao do solvente
até a obten¢@o de um extrato seco, padronizado de acordo
com a técnica descrita por Santos & Blatt (1998), adaptada
para extracdo de flores secas e trituradas.

Animais e tratamentos

Foram utilizados camundongos Swiss albinos,
machos, de 9-12 semanas de vida e peso de 35-40 g,
obtidos no centro de cria¢ao de animais (Biotério Central,
UNIPAM). Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno, em ambiente controlado (25+4 °C, 55+5%
de umidade), controle de claro/escuro a cada 12 h (das
7:00 as 19:00). Comida e agua disponivel ad [libitum.
Foram alojados cinco animais por caixa e aleatoriamente
divididos em cinco grupos: 1) Animais que receberam
agua destilada (controle negativo, CN) por gavagem; 2)
Animais que receberam 2,0 mg/kg de peso corporal (p.c.)
de Ciclofosfamida® (CF) em &agua de injegdo (controle
positivo, CP) por uma tnica inje¢do intraperitoneal (ip); 3,
4 e 5) Animais que foram tratados com 50, 100 e 200 mg/
kg p.c. respectivamente de EB de Pyrostegia venusta (Ker
Gawl.) Miers, Bignoneaceae, diariamente, durante 7 d, por
gavagem. Os animais foram sacrificados por deslocacdo
cervical 24 h apds o periodo experimental de uma semana.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
UNIPAM, UEMG, Patos de Minas-MG, Brasil (Protocolo
88/07).

Critério de escolha e Teste do Microntucleo em células
de medula éssea de camundongos

Efeitos genotoxicos foram avaliados em células da
medula 6ssea de camundongos pelo Teste de Micronucleo
de acordo com Schmid (1975). Imediatamente apos o
sacrificio do animal, um fémur foi removido e a medula
oOssea foi retirada e emulsionada até obter uma suspensao, a
qual foi transferida para tubos de centrifugacao contendo 2
mL de soro fetal bovino (SFB). A suspensao de medula dssea
foi centrifugada a 1000 rpm por 10 min e o sobrenadante
foi descartado. O sedimento foi ressuspendido em uma
gota de SFB. Uma pequena por¢ao desta suspensdo foi
colocada em laminas de microscépio onde se realizou o
esfregaco. Apds 24 h secando a temperatura ambiente, as
laminas foram fixadas com metanol absoluto por 5 min
e armazenadas a temperatura ambiente ou diretamente
coradas para andlise. Para coloragdo utilizou-se uma
solucdo de Giemsa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) preparada com tampao fosfato de sddio (0,06 M;
pH 6,8) e tampao fosfato de potassio (0,06 M; pH 6,8) na
propor¢do de 1:1. As laminas foram coradas por 5 min,
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lavadas com agua destilada para remogdo do excesso de
corante e secas a temperatura ambiente.

As laminas foram examinadas sob aumento de
1000 x em microscopio dptico (Olympus, Japao). O critério
para contagem de micronticleos foi baseado essencialmente
no didmetro, na forma do micronucleo e na sua coloragao,
de acordo com Krishna & Hayashi (2000). Para avaliar a
indugdo na formagdo de MN foi determinado o ntimero de
eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
2000 EPC por amostra de camundongos.

Teste de aberra¢ao cromossomica

As células da medula 6ssea foram coletadas
do fémur por injecdo de uma solugdo de 2,2% de citrato
de sodio e centrifugadas a 1000 rpm por 10 min. Apods
centrifugacdo, as células da medula d6ssea foram tratadas
com 5 mL de solugdo hipotonica de 0,075 M KCI pré-
aquecida por 20 min a 37 °C, e ressuspendidas duas vezes
em 5 mL de fixador Carnoy frio (metanol-acido acético
glacial, 3:1, v/v) por 20 min a temperatura ambiente. Apds
a centrifugacdo final, as células foram cuidadosamente
misturadas usando a ponta de uma pipeta Pasteur ¢ foram
gotejadas a uma altura de 3-4 cm em laminas molhadas e
limpas. As mesmas foram coradas em Giemsa 10% por
20 min. A contagem e classificacdo de aberra¢des foram
feitas como descritas por Preston et al. (1987). Aberragdes
cromossomicas foram contadas em cinquenta metafases
para cada camundongo sob aumento de 1000 x com
microscopio optico (Olympus, Japao). Analisou-se o perfil
total de aberragdes cromossomicas através da observagao
de quebras, formag@o de anéis e de gaps cromossdmicos.
Apenas metafases bem espalhadas com 42+1 cromossomos
foram aleatoriamente analisadas. Os danos cromossomicos
foram avaliados comparando os grupos tratados com os

grupos controle positivo e negativo.
Analise estatistica

Osresultados foramexpressos comomédiat+desvio
padrao (DP) para comparar freqiiéncias de EPCMN e EPC
entre grupos tratados e controles. Os dados foram analisa-
dos estatisticamente pelo teste-U ndo-paramétrico Mann-
Whitney, com nivel de significancia o = 0,05, utilizando
o sotfware SPSS 12.0 para PCs (SPSS, Chicago, IL) para
analises estatisticas do ensaio de microntcleos.

Os resultados das analises de aberragdes
cromossomicas foram expressos como média+DP. As
diferencas nas porcentagens de média entre grupos
tratados e controles foram avaliadas usando o teste do Qui-
quadrado (%) (P <0,05).

RESULTADOS
Teste de micronucleo

As freqliéncias de eritrocitos policromaticos
micronucleados (%EPCMN=DP) para os camundongos
do grupo CN e aqueles dos grupos tratados com diferentes
concentragdes (50, 100 e 200 mg/kg p.c.) de EB de
Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers, Bignoneaceae,
foram, respectivamente, 0,35+0,09, 0,09+0,04, 0,16+0,08
e 0,10+0,03. As frequéncias de EPCMN para ratos
tratados com todas as diferentes concentracdes de EB
foram significantemente diferentes do CN (Teste-U, P <
0.05). A freqiiéncia de EPCMN, para animais do grupo CP
(2,87+1,78) diferiu significantemente (teste-U, P < 0,05)
do controle negativo e das frequéncias dos grupos tratados
com EB de P. venusta (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do Teste de Micronucleo mostrando a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
camundongos Swiss albinos tratados com extrato bruto (EB) de Pyrostegia venusta e Ciclofosfamida® (CF). Cinco grupos (n = 5,
animais: Al a AS) e andlise de dois mil eritrdcitos policromaticos (EPC) por camundongo.

Tratamento EPCMN/Animal
(mg/kg p.c.) N° total de EPCMN 0/0 EPCMN+DP

EB CF A, A, A A, A,

00 + 00 07 10 06 07 05 35 0,35+0,09
500 + 00 02 0l 03 01 02 09 0,09+0,04*
1000 + 00 02 02 03 03 06 16 0,16+0,08*
2000 + 00 02 0l 03 02 02 10 0,100,03*

00 + 20 55 53 73 56 50 286 2,87+1,78

*Significantemente diferente dos controles positivo e negativo (P < 0,05).

Analise de aberragdes cromossomicas

Os resultados do teste de aberragdo cromossomica
mostraram a formag¢do de quebras, gaps e anéis
cromossomicos. Os tratamentos com EB de P. venusta nas
concentragdes de 50 (12,0+3,16) e 200 (11,6£3,84) mg/
kg p.c. ndo apresentaram diferengas significativas quando

comparados com o CN (12,0+3,74). Entretanto, o grupo
tratado com 100 (7,20£1,09) mg/kg p.c. de EB de P
venusta apresentou um decréscimo significativo no total
de aberra¢des cromossdmicas, principalmente quebras e
gaps cromossOmicas, comparado ao CN (y* P <0,05). As
freqiiéncias de aberragdes cromossdmicas, considerando
quebras, gaps e anéis cromossdmicos, para os animais
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tratados com diferentes concentragdes do EB foram significantemente diferentes do CP (62,0+11,22) (¥* P < 0,05)

(Tabela 2).

Tabela 2. Distribui¢do dos diferentes tipos de aberracdes cromossomicas, em células da medula dssea de camundongos Swiss com
extrato bruto de P. venusta e controles positivo e negativo (cinco grupos para cada tratamento e controles).

Tratamento Total de Aberragdes estruturais Total d
(mg/kgp.c.)  Metafases otal de Células com aberragdes
aberracdes .

Quebras B S cromossdmicas 0/0+DP

EB CF . Gaps Anéis cromossomicas

cromossomicas

0,0 + 0,0 250 24 6 0 30 12,0 + 3,74a*
50,0 + 0,0 250 19 9 2 30 12,0 + 3,16
100,0 + 0,0 250 15 1 2 18 7,2 +1,09°
200,0 + 0,0 250 24 5 0 29 11,6 +3,84°
0,0 + 2,0 250 121 26 8 155 62,0 +11,22¢

*Letras semelhantes para valores que nio apresentam diferengas significativas (P < 0,05).

DISCUSSAO

A avaliagdo da inducdo de micronucleos
¢ o principal teste in vivo em uma bateria de testes
genotoxicos e ¢ recomendado por agéncias fiscalizadoras
em todo mundo como parte da avaliacdo de seguranga dos
produtos quimicos e naturais. O ensaio, quando realizado
corretamente, detecta ambos os efeitos: clastogénicos e
aneugénicos (Krishna & Hayashi, 2000).

Micronucleos em eritrocitos jovens surgem
principalmente a partir de fragmentos acéntricos ou
cromossomos que sdo incapazes de migrar seguindo o fuso
mitdtico durante a divisao celular do tecido hematopoiético
(Salamone & Heddle, 1983; Ouanes et al., 2003). Um
aumento na frequéncia de EPCMN em testes com animais
tratados com diferentes substancias ¢ uma indicacao de
dano cromossomico induzido (Krishna & Hayashi, 2000).

O ensaio de aberragdo cromossomica ¢
amplamente utilizado para a avaliagdo de dano ao DNA, que
¢ geralmente mensurado como quebras simples, quebras
duplas ou aberra¢des cromossdmicas, € 0 aumento na suas
frequéncias ¢ normalmente associado com mutagénese e
carcinogénese (Surh & Ferguson, 2003).

No presente estudo, a frequéncia de EPCMN de
grupos tratados com EB de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers, Bignoneaceae, foi significantemente menor que as
frequéncias observadas no CP, resultando, eventualmente,
em at¢é uma menor frequéncia de EPCMN quando
comparadas com as obtidas no CN. A Ciclofosfamida®
tem sido amplamente usada como um controle positivo em
ensaios de micronucleos em roedores (Krishna & Hayashi,
2000) devido a capacidade de indugdo de EPCMN. Todavia,
a diminuicdo das frequéncias de EPCMN comparadas com
os respectivos controles sugere que o EB ndo age como
uma genotoxina, podendo inclusive possuir componentes
que exercem um efeito antigenotdxico.

A freqiiéncia de EPCMN encontrada nos grupos
tratados com EB de P. venusta estd em conformidade com
os estudos de Raj & Katz (1984) que observaram o efeito
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antimutagénico de B-sitosterol em células da medula 6ssea
de camundongos, componente descoberto em analises
fitoquimicas de extratos de P venusta (Dubey & Misra,
1976).

O decréscimo das frequéncias de EPCMN nos
grupos tratados com EB de P venusta (50, 100 e 200
mg/kg p.c.) foram, respectivamente 74,3, 54,3 ¢ 71,4%
quando comparados com a frequéncia observada no CN.
Este decréscimo pode ser associado com a presenca de
hesperidina no EB de P. venusta (Ferreira et al., 2000).
Al-Majed et al. (2006) descreveram os efeitos citoldgicos
e bioquimicos deste componente, presente também em
extratos de valeriana, em células somaticas e germinativas
de camundongos Swiss albino.

Outros componentes como fendis, grupos
siringila e polifenodis livres, encontrados na familia
Bignoniaceae podem estar associados a diminui¢do da
frequéncia de EPCMN em grupos tratados (Satyavathi et
al., 1984). Soobrattee et al. (2005) observaram que estes
componentes tém propriedades antioxidantes atribuiveis
ao sequestro de radicais livres e a propriedade quelante
de metais. Além disso, podem exercer outras atividades
biologicas, tais como efeitos nos meios de sinalizacdo
celular e na expressao génica.

A analise de aberragdes cromossdmicas nao
apresentou diferencas significativas entre os grupos tratados
com 50 e 200 mg/kg p.c. de EB quando comparadas com
o CN, inclusive em comparacao da frequéncia de quebras,
gaps e anéis cromossdmicos. Em comparagdo entre o
grupo tratado com 100 mg/kg p.c. de EB com grupo
CN, um decréscimo na freqiiéncia de 40% foi observado
(Tabela 2). Esta diminui¢do pode ser devida a presenca de
diferentes classes de flavonoides encontradas nos extratos
da familia Bignoniaceae e no género Pyrostegia (Santos &
Blatt, 1998), os quais possuem atividade antimutagénica
(Snijman et al., 2007).

De acordo com a analise da freqiiéncia de
EPCMN e a porcentagem de células com aberragdes
cromossomicas em animais tratados com diferentes doses
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de EB de P. venusta, foi possivel observar um decréscimo
em ambos os ensaios. Esta diminui¢do poderia ser devida a
presenca de antocianinas florais como descrito por Scogin
(1980). Estes resultados estdo de acordo com os estudos
promovidos por Gasiorowski et al. (1997) e Kong et al.
(2003), que descreveram as propriedades farmacologicas
destes componentes na prote¢do contra doencgas
cardiovasculares atuando como fatores antimutagénicos e
antitumorais.

O efeito genotoxico do extrato de P. venusta na
medula 6ssea de camundongos foi estudado pela primeira
vez no presente trabalho. Os resultados indicam que a
mistura de componentes encontrados nestes extratos nao
causam um aumento significativo no niimero médio de
células com microntcleos ou aberra¢cdes cromossdmicas
quando administradas em doses de 50 ¢ 200 mg/kg p.c.,
assim como diminuem as mesmas nos animais tratados
com a concentragdo de 100 mg/kg p.c. Embora os
resultados do presente estudo ndo se oponham ao consumo
terapéutico do extrato de P. venusta, o cuidado quanto ao
uso indiscriminado pelo publico dessas e outras plantas
medicinais, continua sendo necessario.

Finalmente, o estudo proporciona evidéncias
de que os testes in vivo de microntcleo e de aberragdes
cromossomicas em roedores sdo sistemas versateis e
sensiveis para determinacdo de atividade ndo genotoxica
de P, venusta.
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