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Apresentagio

A busca por alternativas sustentaveis e ecologicamente corretas para o manejo de plantas
invasoras e a substitui¢io de agrotoxicos tem ganhado cada vez mais relevancia na ciéncia. Neste
contexto, os metabolitos secundarios de plantas despontam como uma solugdo promissora, com
potencial para atuar como bioherbicidas eficazes e menos prejudiciais a0 meio ambiente ¢ a saude
humana.

Este livro apresenta estudos que exploram diferentes aspectos da utilizagdo de compostos vegetais
no controle biolégico e na biotecnologia. Inicialmente, sio analisadas as propriedades do 6leo essencial
de Origanum vulgare e sua atividade fitotoxica. Em seguida, o 6leo essencial de Psidium myrtoides é avaliado
quanto ao impacto sobre a atividade antimutagénica em células vegetais, trazendo uma reflexdo sobre a
seguranca do uso de compostos naturais.

O livro também explora o potencial fitocitogenotoxico da nanoemulsio do dleo essencial de
Syzyginm aromaticum, um estudo inovador que destaca como a nanotecnologia pode aprimorar a eficiéncia
dos compostos bioativos. Além disso, discute-se a cultura de tecidos como ferramenta para a propagacao
de espécies do género Peperomia, um grupo de plantas com grande potencial para a induastria de
bioprodutos.

Ao reunir essas pesquisas, esta obra proporciona uma visio ampla e interdisciplinar sobre a
aplicagdo de metabolitos vegetais e biotecnologia no desenvolvimento de solugdes inovadoras e
sustentaveis. Esperamos que este trabalho contribua para avangos cientificos e inspire novas pesquisas

no campo da bioprospeccio vegetal e do controle biologico.

Boa leitural
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Capitulo 11

Avaliag¢do da atividade citoprotetora do dleo essencial de
Psidium myrtoides O. Berg

< 10.46420/9786585756549¢cap?2 Morgana Cabral de Oliveira Santos
Lotren Cristina Vasconcelos

Luiza Alves Mendes

Milene Miranda Praca Fontes

INTRODUCAO

De acordo com a Organizacio Mundial da Sadde (OMS), 60% a 80% da populagaio mundial
necessitam especialmente de plantas medicinais para cuidar de sua satde, devido a escassez de condi¢des
financeiras ou falta de acesso a medicina tradicional. Com toda essa demanda, hd um aumento
significativo de estudos toxicogenéticos em plantas para avaliar suas qualidades e potenciais fitoterapicos,
a fim de inferir sobre prevencao, tratamento e cura de doengas (Soares et al.; 2013; Bagatini et al., 2007,
Correéa et al., 2018; Silva et al., 2014).

Com a criagdo da PNPMF (Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos) pelo Decreto
da Presidéncia da Republica n°. 5.813, de 22 de junho de 2006, o uso seguro das plantas medicinais foi
incentivado e, como consequéncia, iniciou-se a discussao sobre a importancia, dificuldade, facilidade e
efetuagdo de seu uso. Ja com a efetivagdo e reconhecimento do uso dos fitoterapicos no SUS (Sistema
Unico de Satde) houve o aumento do acesso da populagao a medicagao e, consequentemente, 0 aumento
das possibilidades de tratamento, o resgate da pratica milenar e o incentivo da combinagao do
conhecimento popular com a ciéncia (Brasil, 2006; Brasil, 2010).

As plantas sdo grandes reservatérios de compostos com diferentes fungdes e aplicagoes, tais como
fungicidas, bactericidas, inseticidas e fun¢des medicinais. As plantas medicinais possuem um espago
consideravelmente importante na medicina (Akinboo; Bakare, 2007). Estudos recentes mostram que
muitas substancias encontradas nas plantas sao agentes antioxidantes, hipoglicémicos e anticancerigenos
que podem combater a atividade mutagénica no organismo (Abdel-Hameed et al., 2014; Gongalves et al.,
2017).

A atividade de mutagénicos no organismo pode ativar proto-oncogenes ou genes supressores de
tumor, os quais causam alteragoes celulares que levam ao cancer (Nantes et al., 2014). Sendo assim, ha
uma grande necessidade de identificagio de substancias classificadas como agentes antimutagénicos,

através de estudos com plantas medicinais, capazes de amparar e proteger os organismos dos danos
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causados pela exposi¢ao de agentes mutagenicos. Dentre as diversas espécies vegetais em potencial para
estudo, as do género Psidium sao usadas por apresentarem propriedades farmacoldgicas, como
antiinflamatérios, antimicrobianos, analgésicos e antialérgicos. O género  Psidium apresenta
aproximadamente 100 espécies (Govaerts et al., 2016) e sua distribuicao é neotropical, ocorrendo do sul
do México até a Argentina, incluindo as Ilhas do Caribe e dois arquipélagos no Pacifico (Frazon et al.,
2009). O Brasil ¢ o centro de diversidade mais importante do género, apresentando aproximadamente 60
espécies de Psidium (Sobral et al., 2016), com espécies distribuidas desde o Amazonas até Rio Grande do
Sul (Landrum, 2003).

Dentre as espécies que se destacam no género esta a goiabeira Psidium gnajava l.. e os aracas Psidium
cattletannm Sabine, Psidium guineense Swartz, Psidium myrtoides O. Berg e Psidinm acutangnlum DC. Desde 1986,
a P. guajava esta incluida na Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de
Satde (RENISUS), o que confirma a potencialidade da espécie como planta medicinal devido a sua
comprovacao fitoterapica (Muniz et al., 2013). Dessa forma, considerando a importancia dessas espécies,
constata-se a necessidade de se buscar maior desenvolvimento de pesquisas cientificas com a goiabeira e
0S aracas.

O efeito medicinal das espécies de Psidium se deve aos compostos biologicamente ativos presentes
na planta. A folha possui flavonoides, éleos essenciais, alcoois sesquiterpenoides, acidos triterpenoides e
taninos. Destaque especial é dado ao 6leo essencial presente na folha, por despertar interesse na busca
de explicacbes cientificas que justifiquem os efeitos medicinais e alelopaticos que ele possui (Teixeira et
al., 2003; Bardweel et al., 2015).

Os Oleos essenciais sao 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 metabolito secundario de plantas e possuem grande importancia economica, com
indmeras aplicages principalmente nos setores alimenticios, farmacéuticos e de perfumaria (Salgado,
2001).

A variabilidade quimiotipica dos dleos essenciais de Psidium vem sendo demonstrada pelo nosso
grupo de pesquisa, sendo alta a quantidade de sesquiterpenos, que é uma caracteristica comum aos
gendtipos estudados. E importante conhecer as variacbes na composi¢ao quimica dos mesmos, com o
objetivo de direcionar seu uso. Segundo Morais (2009), a composi¢ao quimica dos dleos essenciais é
determinada por fatores genéticos, porém, outros fatores podem acarretar alteragdes significativas na
producao dos metabdlitos secundarios. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar a idade e estagio de
desenvolvimento das plantas, fatores abiéticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutri¢ao,
época e horario de coleta, bem como técnicas de colheita e pés-colheita.

Para monitorar a bioatividade de extratos e compostos isolados de plantas e a identificagdo de

substancias téxicas, bioensaios utilizando espécies vegetais como organismos alvos sao aplicados (Noldin
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et al, 2003). Dentre os organismos teste vegetal, a alface (Lactuca sativa 1..), uma eudicotiledonea, é
recomendada para testes de toxicologia ambiental (Silveira et al., 2017) e apresentam-se como uma 6tima
op¢ao, visto que esta espécie evidencia taxas de germinacao 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 verificagao do efeito antimutagénico do dleo essencial de
P. myrtoides em bioensaios com L. sativa. Dessa forma, os resultados encontrados podem contribuir para

ampliacao dos dados acerca do uso do dleo essencial de P. myrtoides.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Folhas de P. myrtoides foram coletadas na area experimental da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) no dia 17/10/2022, no municipio de Alegtre. As folhas foram secas em estufa de circulagao
de ar a 60°C por 12 horas. Logo depois, foram trituradas, armazenas em sacos de papel e congeladas em
freezer até a extragao. Os testes antimutagénicos foram realizados com sementes de L. sativa obtidas no

comércio local da cidade de Alegre — ES, Brasil. A alface possui dois conjuntos cromossoémicos

(2n=2x=18) (Matoba, Souza & Silva, 2007).

Extragao do dleo essencial e analise da composi¢io quimica

O 6leo essencial de P. myrtoides foi extraido por hidrodestilagio, 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 extracées. Nas extracoes foi utilizada cerca de 150g de folhas
em aproximadamente 1000 mI de dgua de osmose reversa, em balao de fundo redondo de 2000 mlL.
Apbs a extragao o 6leo foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C. O rendimento
do 6leo essencial foi obtido pela razdo entre a massa de 6leo extraido e a massa seca das folhas (% m/m),
dado pela formula: Rendimento (%) = massa do éleo/ massa da planta seca * 100.

As amostras dos OE extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de Ionizacao de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e Cromatografia Gasosa acoplada
a Bspectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu GCMS-QP2010 SE).

Avaliagcdo do potencial antimutagénico

Para avaliar o potencial antimutagéncio a concentraciao de 187,5 mg/mL do 6leo essencial foi
utilizada, visto que trabalhos anteriores mostraram que ela nao apresentou efeitos fitotoxicos sobre a
germinagao e o crescimento radicular e aéreo de L. sativa (Vasconcelos et al., 2019). A emulsiao do 6leo
essencial 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 —
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Sigma Aldritch) 4 x 10 foi utilizado como agente mutagénico indutor de dano a0 DNA (Nantes et al.,
2014), sendo considerado o controle positivo.

Vinte e cinco sementes de L. sativa foram colocadas em placas de Petri umedecidas com agua
destilada para estimular a emissao de raizes e mantida em BOD a 24 °C. Apds 24 h, as sementes exibindo
raizes de 1-2 mm foram transferidas para novas placas de Petri ¢ submetidas a uns dos experimentos a
seguir: (E1) tratamento com 6leo essencial de P. zyrtoides por 48h; (E2) pré-tratamento com 6leo essencial
de P. myrtoides por 24 horas e tratamento subsequente com MMS por 24 h; (E3) tratamento simultaneo
com Oleo essencial preparadas a partir de P. zyrfvides com adicio de MMS (1: 1); (E4) pré-tratamento com
MMS por 24 horas e pos-tratamento com 6leo essencial de P. myrtoides cultivadas por mais 24 h. Apos a
exposicao as rafzes foram coletadas e fixadas em solugao (etanol: acido acético 3: 1) e armazenados a -
20° C até o uso.

Para o preparo das laminas, as rafzes fixadas foram submetidas a uma hidrélise acida em HCI 5N
a temperatura ambiente por 18 minutos. Os meristemas das raizes foram seccionados, corados com
orceina acética a 2%, coberta por laminula e esmagadas. As laminas foram analisadas em microscépio de
luz. Cinco laminas de cada tratamento foram preparadas, sendo analisadas 1000 células/lamina
totalizando 5000 células, para cada tratamento. O indice mitético (IM) foi obtido através da razao entre
o numero de células em divisao (profase, metafase, anafase e telofase) pelo nimero total de células
avaliadas em cada tratamento. As frequéncias de alteracdes cromossémicas (AC) e alteragoes nucleares
(AN) foi calculada dividindo o nimero de alterages pelo nimero total de células analisadas. Foram
contabilizadas as alteragdes cromossomicas dos tipos: cromossomo perdido, cromossomo aderente,
poliploidia, C-metafase, ponte cromossomica e atraso. As frequéncias de micronuicleos (MNC), brotos
celulares e nucleos condensados observados foram categorizadas como as altera¢oes nucleares (Aragio

et al., 2015).

Analise estatistica
Os dados antimutagénicos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, com significancia de p <0,05. A analise foi realizada no software aberto “Genes”

(Cruz, 20106).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do éleo essencial de P. myrtvides foi de 0,1401 % m/m. O éleo essencial de P.
myrtoides apresentou sete compostos quimicos em sua constituicdo com area acima de 5%, dentre eles é
possivel observar a presenga majoritaria de sesquiterpeno oxigenado (SO) e sesquiterpeno hidrogenado
(SH), em minoria o monoterpeno hidrocarboneto (MH) e a auséncia de monoterpeno oxigenado (MO).

Além disso, também foi observado a presenga majoritaria de dois compostos principais, sendo eles o
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hidrocarboneto sesquirtepeno beta-cariofileno presente na composi¢ao com 29% e o alfa-humuleno
contando com 21% em sua composi¢ao (Tabela 1). A presenca em maiores quantidades de beta-
cariofileno, que ¢ um hidrocarboneto sesquiterpeno (SH), na amostra indica um quimiotipo padrio em

espécies do género Psidium (Vasconcelos et al., 2019).

Tabela 1. Identificacio dos compostos presentes no oleo essencial da espécie Psidinm myrtoides. Fonte: os
autores.

o Componer ey G Mo s C
1 a-pinene 9,231 13,3 929 932 MH
2 x-copaene 29,535 5,9 1371 1374 SH
3 B-caryophyllene 31,386 29,0 1415 1417 SH
4 o-humulene 32,794 21,0 1449 1452 SH
5 caryophyllene oxide 37,939 10,3 1579 1582 SO
6 humulene epoxide 38,943 5,2 1605 1602 SO
7 a-bisabolol 41,777 10,3 1681 1685 SO
Total identificado 95,0

*Compostos majotitarios listados na ordem de elui¢io utilizando coluna Rtx®-5MS. PTempo de retenc¢do. <Compostos com
area relativa > 5% foram identificados. dClassificagéo terpénica: monoterpeno hidrogenado (MH), monoterpeno oxigenado
(MO), sesquiterpeno hidrogenado (SH) e sesquiterpeno oxigenado (SO).

Os resultados do ensaio de antimutagénese estio apresentados na Tabela 2. Considerando o IM,
AN e MCN todos os tratamentos foram estatisticamente iguais a todos os controles. Para a variavel AC,
o tratamento E3 causou um aumento em relacio ao MMS, indicando que o 6leo essencial ao invés de
proteger o DNA, quando aplicado juntamente com o MMS potencializa seu efeito danoso (Tabela 2).
Sabe-se que o MMS causa danos generalizados ao DNA, como quebras de fita dupla, como consequéncia
de sua acdo alquilante (Yao et al., 2010).

Embora nio tenha ocorrido diferenca estatistica entre os tratamentos e os controles para a
variavel IM e MNC, observa-se que o tratamento E2 levou a menor média de IM, além de ser o unico
tratamento que causou micronucleos, mostrando que o dleo essencial nao reduz o efeito do MMS quando
aplicado previamente a ele (Tabela 2). A redu¢ao do IM e a presenca de micronucleo sdo indicativos de
morte celular. Os micronucleos sio considerados os marcadores citolégicos mais eficientes para detec¢ao
de mutagenicidade (Palmieri, Carbone & Di Virgilio, 20106), pois estio relacionados a cromossomos
perdidos ou fragmentos de cromossomos que nio se incorporam ao nucleo principal até o final do ciclo

célular (Andrade-Vieira et al., 2017). Isso ocorre quando os mecanismos de reparo da célula nio sio
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capazes de reparar o dano sofrido, levando a eliminagao do material genético da célula por meio da
formagao de micronucleos. O crescimento e o desenvolvimento das rafzes estao associados a proliferacao
celular, logo, se uma substancia ¢ mitodepressora, reduzindo a frequéncia de divisio das células, ¢é
considerada fitotoxica, pois afeta o desenvolvimento das raizes (Harashima & Sch-Nittger, 2010).

Quanto as fases da mitose, o tratamento E2 aumentou a quantidade de células em préfase e
diminuiu a quantidade de tel6fases diferindo do controle negativo solvente. O tratamento E4 também
levou a reducao do numero de teldfases em relacdo ao solvente, ou seja, o 6leo essencial potencializou o
efeito do MMS quando aplicado posteriormente (Tabela 3). Em relagao as alteracbes cromossomicas
individuais foram observadas ponte cromossémica, cromossomos perdidos, cromossomos aderentes e
c-metafases, no entanto nao houve diferencas entre os tratamentos e os controles utilizados (Tabela 4).
Esses resultados demonstram a toxicidade do 6leo essencial de P. myrtoides sobre o ciclo celular de L.
sativa e sua incapacidade de proteger ou reverter danos a0 DNA causados por um agente mutagénico.

As pontes cromossomicas sao uma consequéncia de quebras no DNA, especificamente da perda
da regido telomérica dos cromossomos. Essas regides terminais dos cromossomos contém sequéncias
teloméricas cuja fungdao ¢ promover protecao e estabilidade ao cromossomo, evitando fusdes (Leme;
Marin-Morales, 2009 ). Assim, essas quebras ocasionam instabilidade e facilitam a fusao das extremidades
dos mesmos, dando origem aos cromossomos dicéntricos.

O cromossomo aderente ¢ descrito por El-Ghamery, El-Kholy & El-Metwally (2003) como uma
metafase com alto nivel de compactagio do DNA, devido a agdo de compostos toxicos na estrutura
tisico-quimica do DNA ou de proteinas a ele ligadas e é considerada uma alteragao altamente toxica que

pode levar a ativagao da morte celular (Palmieri et al., 2014 ).

Tabela 2. Efeito antimutagénico do o6leo essencial de Psidium myrtoides sobre o ciclo celular de Lactuca
sativa. Fonte: os autores.

Tratamentos IM AC AN MCN
Agua 9.52b 0.92ab 0.62a 0a
Solvente 12ab 1.1ab 0.16a Oa
MMS 10.26ab 0.64b 0.32a 0a
E1l 11.36ab 0.94ab 2.3a Oa

E2 8.88b 0.58b 1.382 0.04a
E3 13.68a 1.30a 0.14a 0a
E4 11.48ab 1.06ab 0.9a Oa
E4 11.48ab 1.06ab 0.9a 0a

As médias seguidas pela mesma letra sdo iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significancia). IM= indice mitético,
AC= alteragdes cromossomicas por total de células, NA= altera¢Ges nucleares por total de células, MCN= micronucleo. E1:
tratamento com 6leo essencial por 48h na concentragao; E2: pré-tratamento com 6leo essencial por 24 horas e tratamento
subsequente com MMS por 24 h; E3: tratamento simultineo com éleo essencial com adi¢do de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento
com MMS por 24 horas e pds-tratamento com 6leo essencial cultivadas por mais 24 h.
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Tabela 3. Efeito antimutagénico do 6leo essencial de Psidium myrtoides sobre as fases do ciclo celular de
Lactuca sativa. Fonte: os autores.

Tratamentos INTER PROF META ANA TELO
Agua 89.86a 53.406bc 22.056a 11.902ab 12.636ab
Solvente 87.84a 48.956¢ 23.438a 13.882ab 13.724a
MMS 89.42a 55.918abc 21.842a 9.744ab 12.496ab

E1 86.34a 53.824abc 21.206a 15.486ab 9.484ab

E2 89.78a 67.87a 17.646a 9.14b 5.342b

E3 86.18a 50.436bc 25.06a 18.068a 6.434ab

E4 88.28a 64.474ab 16.868a 12.884ab 5.772b

As médias seguidas pela mesma letra sio iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significancia). INTER= interfase,
PROF= proéfase, META= metafase, ANA= anafase, TELO= telofase. E1: tratamento com o6leo essencial por 48h na
concentracdo; E2: pré-tratamento com o6leo essencial por 24 horas e tratamento subsequente com MMS por 24 h; E3:
tratamento simultaneo com 6leo essencial com adi¢do de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento com MMS por 24 horas e pos-
tratamento com O6leo essencial cultivadas por mais 24 h.

Tabela 4. Efeito antimutagénico do 6leo essencial de Psidiumz myrtoides sobre as alteragdes cromossomicas
do ciclo celular de Lactuca sativa. Fonte: os autores.

Tratamentos CMET PONTE PERDIDO ADERENTE

Agua 2.814a 3.414a 0.584a 2.96a
Solvente 2.52a 3.03a 0.89a 2.62a
MMS 1.316a 2.774a 0.204a 1.706a

E1 3.094a 1.896a 0.336a 3.068a

E2 2.72a 3.48a Oa 0.446a

E3 3.306a 3.536a Oa 2.65a

B4 3.712a 3.652a 0.71a 1.492a

As médias seguidas pela mesma letra sdo iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (5% de significancia). CMET= c-metafase,
PONTE= ponte, PERDIDO= cromossomo perdido, ADERENTE= cromossomo aderente. E1: tratamento com 6leo
essencial por 48h na concentragio; E2: pré-tratamento com 6leo essencial por 24 horas e tratamento subsequente com MMS
por 24 h; E3: tratamento simultaineo com 6leo essencial com adicio de MMS (1: 1); E4: pré-tratamento com MMS por 24
horas e pos-tratamento com 6leo essencial cultivadas por mais 24 h.

No presente trabalho o MMS apresentou efeitos semelhantes aos controles negativos para grande
parte das variaveis. Diante disso, novos experimentos precisam ser realizados testando concentragdes
maiores desse mutagénico.

O dleo essencial de P. myrtoides mostrou-se citogenotoxico para Lactuca sativa mesmo em baixa
concentragao. Esses resultados podem estar relacionados a presenga do composto majoritirio beta
cariofileno, composto relatado por afetar negativamente a germinagao, crescimento e ciclo celular de
Lactuca sativa (Vasconcelos et al., 2019). Embora o estudo de Vasconcelos et al. (2019) nio tenha relatado
atividade citogenotoxica para a concentragao 187.5 ppm do 6leo essencial de P. myrtoides, fatores como o
estagio de desenvolvimento da planta, temperatura, pluviosidade, técnicas de colheita e pds-colheita
podem ter causado diferencas na composicao quimica do 6leo essencial utilizado no presente estudo,

influenciando em sua atividade biolégica.
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CONCLUSAO
Foi demonstrado que o 6leo essencial de Psidium myrtoides potencializou os efeitos do MMS
quando aplicado previa e posteriormente a sua aplicagao. Em baixas concentra¢des o dleo essencial nao

diminuiu os danos a0 DNA de L. sativa nos tratamentos realizados.
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