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Resumo

O dleo essencial (OE) de Psidium gaudichaudianum (Myrtaceae) € uma alternativa sustentavel ao uso
de herbicidas sintéticos. A formagdo de complexos de incluséo (Cl) a partir do encapsulamento do OE
no composto 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) tem se mostrado Util para preservar a integridade
quimica e aumentar a solubilidade dos OEs em meio aquoso. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do OE de P. gaudichaudianum e do Cl de HPBCD contendo OE, no ciclo celular de
células de Lactuca sativa. Para a analise, foram preparadas laminas citol6gicas das raizes de L. sativa
tratadas com diferentes concentra¢gdes do OE, Cl, dos controles positivo e negativo, e avaliado o indice
mitético e as alteragcfes cromossdmicas e nucleares. O Cl apresentou redugdes no indice mitético das
células de L. sativa nas concentrac¢des de 375, 750, 1.500 pg.mL1. OE puro nédo apresentou esse efeito.
Tanto OE puro quanto os Cls ndo apresentaram efeito genotédxico. Esses resultados indicam que o ClI
com o OE de P. gaudichaudianim apresentou atividade citotéxica nas células L. sativa, e o complexo
de inclusao em HPBCD preservou suas bioatividades.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Genotoxicidade. Complexo de Incluséo.
Area do Conhecimento: Genética.
Introducéo

Os agroquimicos, como os herbicidas sintéticos, sdo importantes pois provem significativo aumento
na produgdo agricola. Entretanto, seu uso intensificado e indiscriminado tem provocado sérios
problemas nos ultimos tempos, como a contaminagdo do solo, da 4gua e dos alimentos, além da
inducdo de resisténcia em populacfes alvo e em organismos nao alvo. Sendo assim, € importante a
producdo de agroquimicos menos prejudiciais ao ambiente e a biodversidade (ANVISA, 2011; DA
ROCHA et al., 2020; POWLES; YU, 2010; SANCHES; CAMPOS; VIEIRA, 2003).

Os Oleos essenciais (OE) sdo uma opcéao sustentavel aos herbicidas sintéticos. A complexidade na
composicao quimica os tornam menos propensos a induzir resisténcia em populagdes alvo, 0s mesmos
também tendem a afetar menos os organismos ndo alvo (ASBAHANI et al., 2015; KOUL; WALIA;
DHALIWAL, 2008). OEs extraidos de representantes da familia Myrtaceae, como de individuos da
espécie P. gaudichaudianum Proenca e Faria, foram relatados por apresentar propriedades herbicidas
(VASCONCELQOS, et al.,, 2019). No entanto, a facilidade de degradacdo dos OEs por fatores
ambientais, e alta volatilidade, inviabilizam seu uso em campos agricolas. Os OEs podem sofrer
alteracdes quimicas na presenca de O&xigénio, radiacdo, ions, temperatura alta, perdendo suas
bioatividades, além disso, a caracteristica apolar do OE também dificulta sua aplicacdo, uma vez que
€ necessario ele estar solubilizado em meio aquoso. A protecdo dos OEs contra esses fatores e o
aumento de sua solubilidade em agua pode ser alcancado através do seu encapsulamento no interior
de algum biopolimero (GUPTA; VARIYAR, 2016; HONG; PARK, 1999). A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD) é um biopolimero derivado do amido e possui uma estrutura semelhante a um cone truncado
e oco, onde a superficie externa é hidrofilica e a cavidade interna € hidrofébica, esse biopolimero tem
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sido usado para o encapsulamento de muitos OEs. No processo de encapsulamento o OE é inserido
no interior da cavidade da HPBCD, interagindo com a superficie interna por meio de interagfes do
dipolo intataneo-dipolo induzido, a interagédo entre o OE e a cavidade da HPBCD forma o complexo de
incluséo (HOU et al., 2022; JIANG et al., 2021; KFOURY et al., 2019; MARQUES, 2010; VARAN et al.,
2017).

Esse trabalho visou produzir CI com o OE extraido das folhas de individuos da espécie P.
gaudichaudianum, afim de analisar a atividade do Cl e do OE puro no ciclo celular de células
meristematicas da planta modelo Lactuca sativa. A atividade citotéxica foi analisada utilizando como
parametro o indice mitético (IM), e a atividade genotdxica foi analisada através da identificacdo de
alterag6es cromossdmicas (AC) e altera¢des nucleares (AN) (LEME E MARIN-MORALES, 2009;
MARTINS et al., 2016).

Metodologia

O OE foi obtido através da técnica de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger, de acordo com a
metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (SOUSA, 2019). A
identificacdo e a semiquantificacdo dos compostos do OE foram realizadas utilizando a cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS QP2010SE, Shimadzu, Japdo) de acordo com a
metodologia de Mendes et al. (2017). O Cl do OE da P. gaudichaudianum foi preparado pelo método
de inclusdo molecular através da técnica de maceragéo, seguindo a metodologia de Santos et al.
(2015), com algumas adaptagodes.

Os OEs e os CI foram diluidos nas concentra¢gfes de 187,5, 375, 750, 1.500 e 3.000 pg.mL,
utilizando como solvente uma mistura de agua destilada com acetona (2%) e tween 80® (0,05%). O
ensaio foi realizado com placas de Petri de vidro contendo 9 cm de didmetro forradas com papel filtro.
Foram colocadas 25 sementes de alface em cada uma das placas, em seguida foram embebidas com
aliquotas de 2,5 mL de uma das determinadas concentracdes. Utilizou-se 5 placas para cada uma das
diferentes concentracdes do OE, Cl, e para 0s controles positivos e negativos. As placas foram vedadas
com pléastico filme e acondicionadas em BOD a 25°C £ 2°C por 48 horas. O delineamento foi
inteiramente casualizado (DIC), foram usados como controles negativos a agua ionizada de osmose
reversa e o solvente, e como controle positivo o glifosato na concentragéo de 1ml.L 2.

As laminas foram preparadas pelo método de esmagamento utilizando duas raizes, foi feita a
hidrélise das raizes em HCI 5M a 25°C por 18 minutos, e, apés esse periodo, foram coradas com
orceina acética 2% por 8 minutos. Foram preparadas cinco laminas de cada tratamento, sendo
analisadas 1.000 células/lamina, totalizando 5.000 células, para cada concentracao investigada.

O IM foi avaliado dividindo o nimero de células em mitose (préfase, metafase, anafase e teléfase)
pelo numero total de células avaliadas em cada tratamento. As AC e AN foram calculadas dividindo o
namero de altera¢des pelo niumero total de células analisadas. Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia, e as médias ao teste de Dunnett a 5% de significAncia (BERNARDES et al.,
2015). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o aplicativo computacional em estatistica
aplicada a genética "Genes" (CRUZ, 1998).

Resultados

Os Cls foram citotoxicos para as células de L. sativa, essa citotoxicidade foi evidenciada por uma
reducdo no IM das células de L. sativa em todas as concentra¢des do Cl, exceto na de 187,5 e 3.000
pg.mL* (Tabela 1). A reducdo mais expressiva do IM foi na concentragdo de 375 ug.mL? do Cl,
apresentando uma significativa reducéo de 46,67%, em relagdo a 4gua destilada. As concentracdes de
750, 1.500 pg.mL* do Cl apresentaram redugfes de 40,29% e 37,39%, respectivamente, em relacéo
a agua destilada. Pode ser observada uma relagéo de dose-resposta a partir da concentracéo de 375
pg.mLt do CI, onde, a medida em que a concentragdo aumenta, menor € a reducdo no IM. Os
tratamentos com o OE puro de P. gaudichaudianum néo foram citotoxicos para as células de L. sativa,
apresentando resultados estatisticamente iguais aos controles negativos (Tabela 1).

Tanto os Cls, quanto os OEs puros, ndo apresentaram efeito genotéxico para as células de L. sativa,
uma vez que, todos os resultados das ACs e ANs identificadas em todos os tratamentos, com OE e Cl,
apresentaram semelhanga estatistica com pelo menos um controle negativo, sendo a maioria dos
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tratamentos estatisticamente iguais a todos os controles (Tabela 1). Foram identificadas AC do tipo
cromossomo perdido, cromossomo aderente, c-metafase, ponte e atraso, e AN do tipo nucleo
condensado (Tabela 2).

Tabela 1 — AlteragGes cromossOmicas (AC) e alteracdes nucleares (AN) avaliadas em células
meristematicas de raizes de L. sativa tratadas com diferentes concentra¢gdes do OE e Cl de P. gaudichaudianum.
As letras mindsculas indicam similaridade estatistica entre as médias pelo Teste de Dunnett (p<0,05).

Tratamento [1(ug.mLY) indice mitético AC AN
AGUA - 6,90 a 0,68 a 0,04 a
SOLVENTE - 6,46 b 0,58 b 0,04 b
GLIFOSATO - 0,72 c 0,00 c 0,00 c
OE 187,50 7,70 ab 0,80 ab 0,06 abc
OE 375 9,58 1,18 a 0,00 abc
OE 750 8,26 ab 0,90 ab 0,00 abc
OE 1.500 6,80 ab 0,64 ab 0,04 abc
OE 3.000 6,30 ab 0,72 ab 0,10 abc
Cl 187,50 7,42 ab 0,46ab 0,00 abc
Cl 375 3,68 0,40 abc 0,00 abc
Cl 750 4,12 0,42 abc 0,00 abc
Cl 1.500 4,32 0,40 abc 0,00 abc
Cl 3.000 5,26 ab 0,54 ab 0,00 abc
Fonte: o autor (2023). Controle negativo 1= 4gua destilada; Controle negativo 2= solvente; Controle positivo=
glifosato.

Os resultados das contagens de células nas diferentes fases do ciclo celular mostraram um maior
namero de células em interfase nas concentracées de 375, 750 e 1.500 pug.mL* do Cl, em comparacao
com os controles negativos. Assim como com os resultados do IM, para a quantidade de células em
interfase também é observada uma relagédo dose-resposta a partir da concentragéo de 375 pg.mL?* do
Cl, onde ha uma diminuicdo na quantidade de células nessa etapa do ciclo, na medida em que se
aumenta a concentracgao.

Para o OE puro, a quantidade de células em interfase foi estatisticamente igual a ambos os controles
negativos, exceto a concentragdo de 375 pg.mL, essa concentracdo apresentou um menor ndmero
de células em interfase do que todos os controles. O niumero de células em préfase, metafase, anéfase
e tel6fase ndo diferiram estatisticamente dos controles negativos tanto para o Cl, quanto para o OE.

Tabela 2 — Fases do ciclo celular avaliadas em células meristematicas de raizes de L. sativa tratadas com
diferentes concentra¢fes do OE e Cl de P. gaudichaudianum. As letras minUsculas indicam similaridade
estatistica entre as médias pelo Teste de Dunnett (p<0,05).

Tratamento  [] (ug.mL™%) INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

AGUA - 93,06 a 29,18 a 37,63 a 16,88 a 16,31 a
SOLVENTE - 93,50 b 4423 b 29,96 b 12,53 b 13,28 b
GLIFOSATO - 99,28 ¢ 40,55 ¢ 18,78.c 7,78 c 32,89¢c

OE 187,50 92,24 ab 29,48 abc 39,40 ab 17,16 abc 13,90 abc
OE 375 90,42 41,88 abc 34,81 ab 13,69 abc 9,69 abc
OE 750 91,74 ab 38,68 abc 37,37 ab 14,99 abc 8,94 abc
OE 1.500 93,16 ab 36,71 abc 33,60 ab 13,63 abc 16,06 abc
OE 3.000 93,60 ab 28,59 abc 36,27 ab 19,92 abc 15,22 abc
Cl 187,50 92,58 ab 27.60 abc 35,44 ab 20,85 ab 16,12 abc
Cl 375 96,32 40,49 abc 29,36 abc 16,06 abc 14,09 abc
Cl 750 95,88 25,62 abc 35,59 ab 17,49 abc 21,30 abc
Cl 1.500 95,68 27,32 abc 39,79 ab 14,04 abc 18,85 abc
Cl 3.000 94,74 b 34,55 abc 34,97 ab 17,93 ab 12,55 abc

Fonte: o autor (2023). Controle negativo 1= 4gua destilada; Controle negativo 2= solvente; Controle positivo= glifosato.
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Discusséo

As reducdes no IM das células de L. sativa, provocadas pelos Cls com o OE de P. gaudichaudianum
nas concentracdes de 375, 750, 1.500 pg.mL1, sdo um indicativo de efeito citotdxico, uma vez que o
IM é um dos principais parametros usados por pesquisadores na identificacdo da citotoxicidade de
compostos quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Para a divisado celular ser considerada como
normal, é necessario que o IM apresente valores iguais aos controles negativos, ja que os compostos
usados como controles negativos foram escolhidos justamente por ndo apresentarem efeito téxico
significante. Um IM menor que os dos controles negativos sugere uma perturbacdo na divisdo celular,
de forma a reduzir esse processo vital para o ciclo de vida (IQBAL et al., 2019). A diminuigdo no nimero
de células realizando mitose pode estar relacionada com o efeito de determinados compostos quimicos
no material genético e nas proteinas presentes dentro das células dos individuos que entraram em
contato com tal composto (ANDRADE et al., 2008; CHANDRA et al., 2005). Como, por exemplo,
compostos como o sesquiterpeno B-cariofileno e 0 monoterpeno limoneno, identificados no OE de P.
gaudichaudianum, esses compostos sdo conhecidos por afetar negativamente a germinagéo e o
crescimento de plantas, processos esses, relacionados com a divisdo normal das células (ARAGAO et
al.,, 2015; ARANITI et al., 2017; MAFFEI et al., 2011). Também existe a possibilidade de uma acao
sinérgica desses compostos, e outros presentes no OE, sobre as células de L. sativa (VOKOU et al.,
2003).

O motivo pelo qual o Cl apresentou citotoxicidade e o OE puro ndo, pode ter a ver com as melhorias
nas propriedades fisicas e quimicas do OE, como estabilidade térmica, aumento na solubilidade em
agua, fotoestabilidade, protecdo contra oxidagéo, reducéo da volatilidade, melhorando o desempenho
do OE (GUPTA; VARIYAR, 2016; HONG; PARK, 1999).

Quanto a relacao dose-resposta, podemos observar que, a partir da concentragéo de 375 pug.mL?
do CI, hd uma reducéo no efeito citotéxico do Cl na medida em que se aumenta a concentragéo.
Podemos observar essa relacéo tanto para os resultados do IM quanto para a contagem de células em
intérfase. Esses resultados coincidem, uma vez que quanto maior o numero de células em interfase
menor serd a quantidade de células realizando mitose, para uma quantidade determinada de células
analisadas. A diminuicdo da citotoxicidade com o aumento da concentracdo do CI se relaciona com
padrdes de relacdo dose-resposta, onde a resposta se encontra predominantemente nos valores
intermediérios. Nos casos de proliferacdo celular essas respostas, chamadas horméticas, aparecem
em gréficos principalmente como curvas em forma de U invertido (DAVISON; MANRIQUE; SANCHEZ),
como ocorre no gréfico da reducdo do IM das células de L. sativa, em funcao dos diferentes tratamentos
com as distintas concentra¢des do Cl contendo o OE de P. gaudichaudianum (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Variagdo no indice mitético das células de L. sativa em fun¢éo dos diferentes tratamentos com ClI.

Concentragdes em pg.mL-1 dos Cls
Cl187,5 CI 375 CI 750 CI 1500 CI 3000
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o

Fonte: O autor (2023).
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Conclusao

Os Cls com o OE de P. gaudichaudianum apresentaram reducées na proliferacdo celular de células
do meristema apical radicular de L. sativa. O encapsulamento do OE em HPBCD promoveu melhorias
na atividade citotéxica do OE na concentracdo de 375, 750 e 1.500 pug.mLt. Esses resultados indicam
que o encapsulamento em HPBCD pode ser uma alternativa para a formulagdo de bioherbicidas, a
base de OEs, mais estaveis e eficazes, contribuindo, dessa forma, para um desenvolvimento
sustentavel das praticas agricolas.
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