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Resumo

Visando o controle de plantas daninhas, os herbicidas tém se destacado como agroquimicos
amplamente empregados no campo. No entanto, inUmeros relatos sobre a resisténcia dessas plantas
a determinados herbicidas ressaltam a necessidade continua de buscar novas substancias e métodos
alternativos de controle. Nesse cenario, a classe de compostos heterociclicos, especialmente os
1,2,3-triazois, ganha destaque, devido a sua versatilidade de aplicagéo, principalmente no &mbito dos
agroquimicos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial citogenotdxico do 1,2,3-
triazol mono e difluorado, derivado do eugenol, em células meristematicas de Lactuca sativa L. a fim
de estudar alteragbes cromossdmicas e nucleares. Para isso, foram conduzidos testes citotoxicos nos
quais os triazéis foram diluidos em quatro concentracdes e testados nas sementes de alface. O
herbicida Glifosato 1% foi utilizado como controle positivo, enquanto agua destilada e diclorometano
(DCM) serviram como controles negativos. Os compostos induziram um mecanismo de acdo
clastogénico e aneugénico, o que significa que causaram danos no DNA e no fuso mitético.

Palavras-chave: Citotoxico. Heterociclicos. Mutagénese.
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Introducéo

Agricultura enfrenta desafios significativos relacionados a infestagdo de plantas daninhas, o que
resulta em impactos adversos (CHRISTOFFOLETI et al.,, 2006). Essa presenca indesejada afeta
negativamente a qualidade das colheitas, a biodiversidade, a satde humana e animal, além dos
recursos hidricos (DAY et al., 2020).

Apesar da diversidade de compostos disponiveis para controlar varias espécies de plantas
daninhas, hd uma demanda crescente por novos herbicidas que sejam mais especificos,
ecologicamente menos prejudiciais e mais eficazes. Isso ocorre porque 0 uso excessivo dos
herbicidas comerciais resultou no desenvolvimento de resisténcia nas plantas ao longo do tempo.
Nesse cenario, a industria tem investido em pesquisa para desenvolver novas moléculas sintéticas
(CHRISTOFFOLETI et al., 2006).

A literatura registra varios exemplos de herbicidas comerciais, incluindo os fluorados, que séo
empregados para controlar plantas daninhas (HOFFMAN e VAUGHN, 1996; PANG et al., 2016;
RASOOL et al.,, 2019). O flador desempenha um papel crucial nesses herbicidas, aumentando a
capacidade de interagdo com enzimas receptoras e inibindo vias metabdlicas essenciais para as
plantas daninhas (YU et al., 2009).
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Dentro do esforgo de desenvolvimento de novos herbicidas, os compostos heterociclicos, como os
triazois, tém grande importancia. Os triaz6is sdo amplamente estudados devido as suas diversas
aplicacdes e atividades biologicas (MELO et al., 2006 e MAO et al., 2015). Em relag&o ao controle de
plantas daninhas, os derivados do nucleo 1,2,3-triazélico tém demonstrado atividade herbicida
(BORGATI et al., 2013).

Nesse contexto, este trabalho aborda a avaliacdo da citogenotoxicidade dos derivados fluorados
do eugenol contendo o nucleo 1,2,3-triaz6lico, com o objetivo de desenvolver novas moléculas
potencialmente ativas, considerando tanto a atividade herbicida conhecida do eugenol quanto dos
triazais.

Metodologia

Os compostos 3d e 3e derivados do eugenol contendo o nucleo 1,2,3-triazélico foram obtidos pela

reacdo de cicloadicdo entre uma azida organica e um alquino aromético terminal, utilizando

metodologia descrita na literatura (LIMA, et al., 2022).
Figura 1- Estruturas dos 1,2,3-triazéis monofluorado (3d) e difluorado (3e).
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Fonte: DE PAULA, 2021.

Os testes biolégicos foram realizados utilizando sementes comerciais de Lactuca sativa L. (alface),
adquiridas em lojas especializadas de produtos agricolas.

O 1,2,3-triazol derivado do eugenol foi diluido em quatro concentracdes (50; 100; 250; 500 ug
mL-1) para tratamento das raizes para andlises citogenéticas. Um volume de 2,5 mL de cada solucéo
foi adicionado em placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 10 sementes de L. sativa L., e cada
tratamento foi realizado em quatro repeticBes. Os papéis filtro foram umedecidos com a solugcéo de
cada tratamento e colocados ao fundo da placa de Petri e lacradas com plastico filme, visando pro-
mover uma manutencdo da umidade do meio. Foram utilizados dois controles negativos, sendo a
agua destilada e o solvente utilizado na diluicdo das moléculas, diclorometano (DCM), e como contro-
le positivo foi utilizado o herbicida comercial Glifosato 1% (m.v') (concentragdo indicada pelo fabri-
cante).

As placas foram armazenadas em camara incubadora BOD para a germinagdo das sementes a 25
°C + 2 °C. ApoOs 48 horas de exposicdo, as raizes obtidas foram fixadas em solug¢éo alcool etilico:
acido acético (3:1) por pelo menos 24h. Para preparo das laminas, as raizes foram transferidas para
microtubulos e lavados trés vezes em agua destilada com intervalo de 10 minutos cada, para a remo-
¢do do fixador e, em seguida, foram hidrolisadas em HCI 5 mol L* & temperatura ambiente por 18
min. As laminas foram preparadas pelo método de esmagamento, e posteriormente, coradas com
orceina acética 2% e coberta com laminula.

Cada lamina foi preparada com dois meristemas tratados e mil células foram avaliadas por lamina,
totalizando 4000 células meristeméticas observadas por cada tratamento. O indice mit6tico (IM) foi
obtido pelo quociente do nimero de células em divisdo (préfase, metafase, anafase e telofase) pelo
total de células avaliadas em cada tratamento, enquanto as frequéncias das alteracdes
cromossémicas e nucleares foram obtidas pelo quociente do nimero de alteragdo (cromossdmica e
nuclear, respectivamente) pelo numero total de células avaliadas (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).

Os resultados obtidos das andlises de citogenotoxicidade foram submetidos a andlise de variancia,
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e as médias foram comparadas pelo teste de Dunnett a 5% de significancia. Este teste foi escolhido
porque é sensivel e capaz de identificar pequenas diferencas entre os grupos. As andlises foram rea-
lizadas com o programa estatistico GENES, um pacote de software para analise em estatistica
experimental e genética quantitativa (CRUZ, 2016).

Resultados

Os 1,2,3-triazois 3d e 3e foram obtidos com rendimentos de 72,5 e 65 % respectivamente, con-
forme descrito na literatura (LIMA et. al. 2022)

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados das analises microscépicas nas células meristematicas de
raizes de L. sativa expostas as moléculas de triazol (3d e 3e).

Tabela 1 - Pardmetros microscépicos avaliados em células meristeméticas de raizes de L. sativa submetidas a
diferentes concentragfes da molécula 3d monofluorada. Médias seguidas pela letra a sdo estatisticamente iguais
a dgua; médias seguidas pela letra b séo estatisticamente iguais ao DCM (diclorometano); médias
seguidas pela letra ¢ s8o estatisticamente iguais ao glifosato pelo teste de Dunnett (p<0.05). IM: indice mitético;
AC: Alterag6es cromossdmicas; NA: Alteracdes nucleares.

Concentracdes M AC AN Aderente C-metéafase Perdido Ponte
(ppm)
Agua (C-) 21.725a 0.375a 1.2a Oa 0.9325a Oa 0.81a
DCM (C-) 24.85b 0.025b Ob Ob 0.0925b Ob Ob
Glifosato (C+) 5.15¢ 0.15c 6.75c Oc 4.0325¢c Oc Oc
50 9.975 1.475 0.5ab 6.2725 4.31abc 0.8225abc ~ 1.9675a
100 9.2725¢ 0,95a 0.875ab 3.9275abc 2.8975abc 0.85abc 0.835abc
250 11.925 1.2 0.675ab 5.0275abc 5.03abc 0.915abc 1.4325a
500 12.025 1.6 0.525ab 6.1325 6.565ac 1.98 1.375abc

Fonte: o autor.

O triazol monofluorado (3d) na concentracdo 100 ppm foi estatisticamente semelhante em relacdo
ao controle positivo glifosato, ou seja, causou reducéo no IM.

A exposicao ao triazol provocou varios tipos de alteragfes cromossdmicas (AC) e nucleares (AN),
no entanto apenas na concentracdo de 100 ppm apresentou-se estatisticamente igual ao controle
negativo agua para AC e, por outro lado, AN em todas as concentragBes foram estatisticamente
iguais aos dois controles negativos.

As células de ponta de raiz de L. sativa expostas ao triazol monofluorado apresentaram c-
metafase como alteracdo mais frequente, seguido de aderéncia cromossbmica, ponte na anafase e
cromossomo perdido (Figura 2).

Tabela 2- Parametros microscépicos avaliados em células meristematicas de raizes de L. sativa submetida a
diferentes concentracdes da molécula 3 difluorada. Médias seguidas pela letra a séo estatisticamente iguais a
agua; médias seguidas pela letra b séo estatisticamente iguais ao DCM (diclorometano); médias
seguidas pela letra ¢ s8o estatisticamente iguais ao glifosato pelo teste de Dunnett (p<0.05). IM: Indice mitético;
AC: AlteragBes cromossdmicas; NA: Alteracdes nucleares.

Concentragdes AN Aderente C-metéfase Perdido Ponte
IM AC
(ppm)
Agua (C-) 21.725a 0.375a 12a Oa 0.9325a Oa 0.81a
DCM (C-) 24.85b 0.025b Ob Ob 0.0925b Ob Ob
Glifosato (C+) 5.15¢c 0.15c 6.75¢c Oc 4.0325¢ Oc Oc
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50 8.225¢ 1.775 0.625ab 6.6125 13.3325 0.5425abc  0.815abc
100 8.475¢c 1.175a 0.8ab 6.0675 6.355abc 0.6025abc  0.6325abc
250 8.525¢ 1.525 0.025ab 2.645abc 11.435c¢ 1.4625 2.6575
500 7.775¢ 1.3a 0.2ab 4.555 8.6375abc 1.765 1.04abc

Fonte: o autor.

O IM sofreu um aumento em relacdo aos controles negativos, sendo estatisticamente igual ao con-
trole positivo glifosato em todas as concentracdes.

Em AC as concentracdes de 100 e 500 foram estatisticamente semelhantes ao controle negativo
agua e para AN todas as concentracdes foram estatisticamente semelhantes aos dois controles
negativos.

A anormalidade c-metafase foi estatisticamente igual ao controle positivo glifosato na concentra-
¢do de 250 ppm. As demais concentracdes apresentaram a distribuicdo de anormalidades parecida,
sendo elas: aderérencia cromossémica, ponte na anafase e cromossomo perdido (Figura 2).

Aderéncia cromossdmica e cromossomo perdido ndo foram observados em nenhum dos controles
para ambas as moléculas e apenas ponte cromossémica foi observada no controle negativo agua.

Figura 2 - Principais alteragfes encontradas nas células meristeméaticas de raizes de Lactuca sativa expostas
aos triaz6is monofluorados e difluorados.a) c-metéafase, b) aderéncia cromoss6mica, c) metafase com
cromossomo perdido, d) anafase com ponte.

Fonte: o autor.

E interessante ressaltar que as posi¢des dos grupos também influenciam na atividade citogenoto-
xicidade, e isto € evidenciado pelos percentuais observados no derivado difluorado 3e (que possui
dois atomos de flor substituidos na posicao 3,4 do anel benzénico), o qual quando comparado ao
derivado monofluorado 3d (contém apenas um anel benzénico substituido no anel triazolico e um
monofluorado parassubstituido no anel aromatico), apresentou maior citogenotoxicidade para os pa-
rametros analisados.

Discusséo

Entre as categorias de substancias naturais que estdo sendo alvo de estudos para o
desenvolvimento de novos herbicidas, destaca-se o eugenol. De maneira similar aos triazois, o
eugenol também exibe uma ampla variedade de bioatividades, o que significa que alteragcdes em sua
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estrutura quimica podem resultar na criagdo de compostos altamente eficazes (DE PAULA, 2021).
Nesse sentido, moléculas naturais como o eugenol estdo sendo empregadas como modelos
estruturais para a sintese de novas substancias por diversos pesquisadores, uma vez que
investigacdes sugerem que esse composto natural demonstra propriedades fitotoxicas contra varias
espécies de plantas daninhas, tais como Taraxacum officinale, Amaranthus retroflexus, Chenopodium
album, Echinochloa crusgalli, Phalaris minor, Ageratum conyzoides, leptochloa chinensis, Bidens
pilosa, Commelina benghalensis, entre outras (AHUJA et al., 2014).

A partir dos ensaios, foi possivel verificar que a insercdo, a variacdo dos substituintes fluorados e
a quantidade de atomos de flior influenciaram na atividade dos compostos, no qual, o derivado que
contém dois atomos de fldor (3e) se mostrou promissor, o que corrobora com Jeschke (2010), o qual
cita que a insergdo e o aumento de atomos de fllor em uma estrutura quimica elevam atividade inibi-
téria do composto.

Os testes citogenéticos sdo Uteis para identificar os efeitos nocivos de uma substéncia em
diferentes niveis de concentracdo e tempos de exposi¢do (LEME e MARIN-MORALES, 2009). O IM
pode ser empregado como um indicador de toxicidade. FERNANDES et al. (2007) indicaram que a
diminuicdo ou aumento do IM pode indicar o nivel de citotoxicidade de um composto testado. Valores
menores que o controle negativo indicam que o crescimento e desenvolvimento da L. sativa foram
impactados pelos tratamentos, sinalizando a presenga de citotoxicidade.

Alteracdes cromossdmicas, como c-metafases e cromossomos perdidos, podem indicar problemas
no fuso mitético. Uma interrupcdo ou malformacdo no fuso pode determinar uma segregagéo
cromossbmica inadequada quando as células filhas s&@o formadas, levando a anomalias
(FERNANDES et al., 2007). Dessa forma, a geracdo de c-metafase e cromossomos perdido na planta
modelo pode ter sido resultado da influéncia de substancias aneugénicas encontradas nos triazois
sobre as proteinas que comp&em ou controlam o fuso mitético.

Conclusao

Os 1,2,3-triazol fluorados, derivado do eugenol, um fenol natural, induziu o mecanismo de acéo clas-
togénico e aneugénico, ou seja, promoveu danos no DNA e no fuso mitético do organismo modelo.

As posicdes dos grupos influenciam na atividade citogenotoxicidade, e isto é evidenciado pelos
percentuais observados no derivado difluorado 3e, o qual quando comparado ao derivado
monofluorado 3d apresentou maior citogenotoxicidade para os parametros analisados.
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