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Resumo

Estudos toxicolégicos tém mostrado que algumas plantas medicinais apresentam agentes
antioxidantes, hipoglicémicos e anticancerigenos que podem combater a atividade de mutagénicos no
organismo. Esses agentes podem ativar proto-oncogenes ou genes supressores de tumor, 0s quais
causam alteracdes celulares que levam ao cancer. Logo, hd uma grande necessidade de identificacdo
de substancias antimutagénicas capazes de amparar e proteger as células dos danos causados pela
exposigao de agentes mutagénicos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a composigéo quimica do
6leo essencial (OE) de Psidium myrtoides e avaliar sua atividade antimutagénica sobre células do
meristematicas do organismo modelo Lactuca sativa. O OE na concentracdo de 187,5 mg/mL
demonstrou-se incapaz de fornecer protegdo a célula vegetal contra a exposicdo ao agente indutor
metanossulfonato de metila — MMS, uma vez que potencializou o efeito deste quando aplicado
previamente ou posteriormente. Nesse sentido, conclui-se que o OE de Psidium myrtoides na
concentragao utilizada possui citogenotoxicidade e ndo possui atividade antimutagénica.
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Introdugéo

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 60% a 80% da populagdo mundial
necessitam especialmente de plantas medicinais para cuidar de sua saude, devido a escassez de
condi¢des financeiras ou falta de acesso a medicina tradicional. Com a criagdo da PNPMF (Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos), o uso seguro das plantas medicinais foi incentivado e,
como consequéncia, iniciou-se a discussao sobre a importancia, dificuldade, facilidade e efetuagado de
seu uso. Ja com a efetivagéo e reconhecimento do uso dos fitoterapicos no SUS (Sistema Unico de
Saude) houve o aumento do acesso da populagdo a medicacéo e, consequentemente, o aumento das
possibilidades de tratamento, o resgate da pratica milenar e o incentivo da combinacdo do
conhecimento popular com a ciéncia (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010).

Os OEs sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liquidas, constituidos na maioria das vezes por moléculas de natureza terpénica. Além disso,
constituem um tipo de metabdlito secundéario de plantas e possuem grande importancia econémica,
com inimeras aplicagdes principalmente nos setores alimenticios, farmacéuticos e de perfumaria
(SALGADO, 2001).

Dentre as diversas espécies vegetais em potencial para estudo, as do género Psidium séo usadas
por apresentarem propriedades farmacolégicas, como antiinflamatérios, antimicrobianos, analgésicos
e antialérgicos. A espécie Psidium myrtoides popularmente conhecida como araga-roxo trata-se de
uma planta endémica e nativa da Mata Atlantica, com expanséo territorial abrangendo desde o estado
do Espirito Santo até o Rio Grande do Sul (SOUZA et al., 2018). Esta planta trata-se de uma arvore de
pegueno a médio porte, podendo atingir até 10 metro de altura, além de contar com sua copa colunar
e frutos pouco conhecidos. Contudo, apesar de seus frutos possuirem grande potencial para exploragéo
econdmica (TULER et al., 2017) suas folhas vem sendo motivo de pesquisas, uma vez que seu efeito
medicinal se deve aos compostos biologicamente ativos presentes na planta. A folha possui
flavonoides, o6leos essenciais (OEs), alcoois sesquiterpenoides, acidos triterpenoides e taninos.
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Destaque é dado para os (OEs), devido aos compostos presentes em suas folhas que conferem
atividade antiproliferativa em células cancerigenas, antifingica e alelopatica (SILVA et al., 2018; DIAS,
2019; VASCONCELOS et al., 2019 DE MACEDO et. al., 2020; BAYLET, 2021. FREITAS et al., 2022).
As plantas sdo grandes reservatorios de compostos com diferentes fungées e aplicagdes, tais como
fungicidas, bactericidas, inseticidas e fun¢des medicinais. As plantas medicinais possuem um espago
significativo na medicina (AKINBOO e BAKARE, 2007).

Dentre os organismos teste vegetal, a alface (Lactuca sativa L.), uma eudicotileddnea, é
recomendada para testes de toxicologia ambiental (SILVEIRA et al., 2017), visto que esta espécie
evidencia taxas de germinacéo rapidas e custo beneficio que condiz com a realidade. Ademais, tem
demonstrado ser confiavel para os testes antimutagénicos (SILVEIRA et al., 2017).

Sendo assim, este trabalho tem por objetivo a verificagdo do efeito antimutagénico do OE de P.
myrtoides em células meristematicas de raizes de L. sativa.

Metodologia

Folhas de P. myrtoides foram coletadas na area experimental da UFES, no municipio de Alegre e
secas em estufa de circulagéo de ar a 60°C por 12 horas. A seguir, foram trituradas, armazenadas em
sacos de papel e congeladas em freezer até a extragéo. Os testes antimutagénicos foram efetuados
com sementes de L. sativa obtidas no comércio local da cidade de Alegre — ES, Brasil.

O OE de P. myrtoides foi extraido por hidrodestilacéo, em aparelho Clevenger, durante quatro horas
de acordo com a metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (BRASIL,
2010). Foram realizadas ao todo 3 extracBes, onde foram utilizadas cerca de 150g de folhas em
aproximadamente 1000 mL de agua de osmose reversa. Apos a extragdo o 6leo foi removido com
micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C. O rendimento do OE foi obtido pela razdo entre a massa
de 6leo extraido e a massa seca das folhas (% m/m), dado pela férmula: Rendimento (%) = massa do
6leo/ massa da planta seca * 100.

As amostras dos OE extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com detector
de lonizagdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010 SE) conforme Souza et al. (2017).

Para avaliar o potencial antimutagéncio a concentragdo de 187,5 mg/mL do OE foi utilizada, visto
gue trabalhos anteriores mostraram que ela ndo apresentou efeitos fitotoxicos sobre a germinagéo e o
crescimento radicular e aéreo de L. sativa (VASCONCELOS et al., 2019). A emulsdo do OE foi
preparada em cuba de ultrassom utilizando tween 80 como solvente. Agua destilada e o solvente tween
80 foram utilizados como controles negativos. Metanossulfonato de metila (MMS — Sigma Aldritch) 4 x
10+ foi utilizado como agente mutagénico indutor de dano ao DNA (NANTES et al., 2014), sendo
considerado o controle positivo.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em condi¢des de laboratério. Vinte e cinco sementes de L.
sativa foram colocadas em placas de Petri umedecidas com agua destilada para estimular a emissédo
de raizes e mantida em BOD a 24 °C. Ap6s 24 h, elas foram transferidas para novas placas de Petri e
submetidas a uns dos experimentos a seguir: (E1) tratamento com OE de P. myrtoides por 48h; (E2)
pré-tratamento com OE de P. myrtoides por 24 horas e tratamento subsequente com MMS por 24 h;
(E3) tratamento simultdneo com OE preparadas a partir de P. myrtoides com adi¢cdo de MMS (1: 1);
(E4) pré-tratamento com MMS por 24 horas e pds-tratamento com OE de P. myrtoides cultivadas por
mais 24 h. Ap6s a exposicao as raizes foram coletadas e fixadas em solugdo (etanol: acido acético 3:
1) e armazenados a -20 °C. Para o preparo das laminas, os meristemas radiculares foram seccionados,
corados e macerados, para entdo serem analisadas em microscépio de luz. Foram feitas 5 repeticdes
para cada tratamento. O indice mitético (IM) foi obtido através da razéo entre o nimero de células em
divisdo (préfase, metafase, anafase e tel6fase) pelo nimero total de células avaliadas em cada
tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, com significancia de p <0,05. A analise foi realizada no software “Genes” (CRUZ, 2016).

Resultados
O rendimento do OE foi de 0,1401 % m/m e apresentou sete compostos quimicos em sua
constituicdo com area acima de 5%, dentre eles pode-se observar a presenca majoritaria de
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sesquiterpeno oxigenado (SO) e sesquiterpeno hidrogenado (SH), em minoria 0 monoterpeno
hidrocarboneto (MH) e a auséncia de monoterpeno oxigenado (MO). Ademais, também foi observado
a presenga majoritaria de dois compostos principais, sendo eles o hidrocarboneto sesquirtepeno (-
cariofileno presente na composi¢gdo com 29% e o a-humuleno contando com 21% em sua composigao
(Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito antimutagénico do 6leo essencial de P. myrtoides sobre o ciclo celular de Lactuca sativa.

Tratamentos IM AC AN MCN CMET Ponte Perdido Aderente
Agua 9.52b 0.92ab 0.62a Oa 2.814a 3.414a 0.584a 2.96a
Solvente 12ab 1.1ab 0.16a Oa 2.52a 3.03a 0.89a 2.62a
MMS 10.26ab  0.64b 0.32a Oa 1.316a 2.774a 0.204a 1.706a
El 11.36ab 0.94ab 2.3a Oa 3.094a 1.896a 0.336a 3.068a
E2 8.88b 0.58b 1.38a 0.04a 2.72a 3.48a Oa 0.446a
E3 13.68a 1.30a 0.14a Oa 3.306a 3.536a Oa 2.65a

As médias seguidas pela mesma letra s&o iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significancia). IM=
indice mitético, AC= alteragdes cromossodmicas por total de células, NA= alteracdes nucleares por total de células,
MCN= micronucleo, Perdido= cromossomo perdido, Aderente= cromossomo aderente, CMET= c-metéfase,
Ponte= ponte. E1: tratamento com OE por 48h na concentragdo; E2: pré-tratamento com OE por 24 horas e
tratamento subsequente com MMS por 24 h; E3: tratamento simultdneo com OE com adi¢do de MMS (1: 1); E4:
pré-tratamento com MMS por 24 horas e p6s-tratamento com OE cultivadas por mais 24 h. Fonte: Prépria autora.

Discusséao

Os resultados do ensaio de antimutagénese apresentados demonstram que para a variavel AC, o
tratamento E3 causou um aumento em relacdo ao MMS, indicando que o OE ao invés de proteger o
DNA, quando aplicado juntamente com o MMS potencializa seu efeito danoso. Sabe-se que o MMS
causa danos generalizados ao DNA, como quebras de fita dupla, como consequéncia de sua acédo
alquilante (YAO et al., 2016).

Embora néo tenha ocorrido diferenga estatistica entre os tratamentos e os controles para a variavel
IM e MNC, observa-se que o tratamento E2 levou a menor taxa de IM, além de ser o Unico tratamento
gue causou microndcleos, mostrando que o OE n&o reduz o efeito do MMS quando aplicado
previamente a ele, esta reducédo do IM juntamente a presenga de microntcleos indica morte celular,
visto que, os micronucleos sdo considerados os marcadores citolégicos mais eficientes para detecgéo
de mutagenicidade (MA et al., 1995, PALMIERI et al., 2016). Isso ocorre quando os mecanismos de
reparo da célula ndo séo capazes de reparar o dano sofrido, levando a eliminacdo do material genético
da célula por meio da formagao de micronucleos. O crescimento e o desenvolvimento das raizes estéo
associados a proliferacéo celular, logo, se uma substancia é mitodepressora, reduzindo a frequéncia
de divisdo das células, é considerada fitotoxica, pois afeta o desenvolvimento das raizes (HARASHIMA
e SCHNITTGER, 2010).

Em relacéo as alteragdes cromossdmicas individuais foram observadas ponte cromossémica,
cromossomos perdidos, cromossomos aderentes e c-metafases, no entanto ndo houve diferengas entre
os tratamentos e os controles utilizados. Esses resultados demonstram a toxicidade do OE de P.
myrtoides sobre o ciclo celular de L. sativa e sua incapacidade de proteger ou reverter danos ao DNA
causados por um agente mutagénico. Portanto, no presente trabalho o MMS apresentou efeitos
similares aos controles negativos para grande parte das variaveis. O OE de P. myrtoides mostrou-se
citogenotéxico para Lactuca sativa mesmo em baixa concentracdo. Esses resultados podem estar
relacionados a presenca do composto majoritario beta-cariofileno, composto relatado por afetar
negativamente a germinacéo, crescimento e ciclo celular de Lactuca sativa (VASCONCELOS et al.,
2019).

Concluséo
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Foi demonstrado que o OE de P. myrtoides n&o foi capaz de garantir prote¢do contra o agente
mutagénico MMS, uma vez que potencializou seus efeitos quando aplicado prévia e posteriormente ao
MMS. O 6leo essencial ndo diminuiu os danos ao DNA de L. sativa nos tratamentos realizados.
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