UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO CENTRO DE CIENCIAS
AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICAE
MELHORAMENTO

THAMMYRES DE ASSIS ALVES

PROSPECCAO DA TOXICIDADE DE FENOIS NATURAIS E DE SEUS
RESPECTIVOS DERIVADOS ACIDOS FENOXIACETICOS EM BIOENSAIOS
VEGETAIS

ALEGRE
2017



THAMMYRES DE ASSIS ALVES

PROSPECCAO DA TOXICIDADE DE FENOIS NATURAIS E DE SEUS
RESPECTIVOS DERIVADOS ACIDOS FENOXIACETICOS EM BIOENSAIOS
VEGETAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Genética e
Melhoramento do Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo, como requisito
para a obtencdo do titulo de Magister
Scientiae em Genética e Melhoramento, na
area de concentragdo de Biotecnologia.
Orientadora: Profd. Dr? Tais Cristina
Bastos Soares

ALEGRE
2017



Dados Internacionais de Catalogacéo-na-publicacéo (CIP)

(Biblioteca Setorial de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Espirito Santo, ES,

Brasil)

A4T4p

Alves, Thammyres de Assis, 1993-

Prospeccéo da toxicidade de fendis naturais e de seus respectivos derivados
acidos fenoxiacéticos em bioensaios vegetais / Thammyres de Assis Alves. —
2017.

77 1. :il

Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares.

Coorientadora: Milene Miranda Praca Fontes ; Patricia Fontes Pinheiro.

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias.

1. Citotoxicidade. 2. Genotoxicidade. 3. Fitotoxicidade. 4. Produtos
quimicos agricolas. 5. Alface. 6. Sorgo. I. Soares, Tais Cristina Bastos. II.
Fontes, Milene Miranda Praga. Ill. Pinheiro, Patricia Fontes. V.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias. V. Titulo.

CDU: 575:631







Em especial, ao meu pai, Adeilton Alves,

A minha mae Marcelina Victor de Assis Alves,
A minha irm4, Thaynnara de Assis Alves,

Ao meu irmé&o, Thayllon de Assis Alves,

Ao meu sobrinho, Jodo Alves Monteiro,

Ao Maikon Keoma da Cunha Henrique,

DEDICO

“Porgue o Senhor d& a sabedoria, e da sua boca vem a

inteligéncia e o entendimento.” Provérbios 2.6

“Néo to mandei eu? Sé forte e corajoso; ndo temas, nem te espantes, porque o Senhor,
teu Deus, é contigo por onde quer que andares. ” Josue 1.9



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo sustento e pela sabedoria para lidar com as adversidades.

Aos meus pais Adeilton e Marcelina, meus irmdos Thaynnara e Thayllon, a0 meu
namorado Maikon e ao meu cunhado Davi por acreditarem em mim, me auxiliarem em
meus trabalhos de diversas maneiras, me darem for¢a e nos momentos em que nada
poderiam fazer torciam sobre maneira.

Ao meu sobrinho Jodo e ao meu pet Ted por fazerem meus dias mais felizes e mostrarem
toda a alegria do mundo ao me verem chegar em casa. Por todas as doses de fofura, que
fazem qualquer problema ser esquecido e o sorriso vir aos labios.

Aos meus avos Lirso Augusto Alves (in memoriam), Abigair Furtunato Alves, Pedro
Alves Victor de Assis Neto, Lecy Ferreira de Assis (in memoriam) por se dedicarem, se
preocuparem comigo, me darem conselhos, me ajudarem, brigarem nos momentos
oportunos e se orgulharem com as minhas conquistas.

A0S meus tios e tias que viram meu desenvolvimento. Em especial ao Thyago e a Laiza,
que sempre ddo aquelas dicas providenciais e que fazem tudo possivel para me ver alegre.
A0s meus primos e primas que me aconselharam, sofreram e comemoram comigo.

A Doutora Tais Cristina Bastos Soares por ter aceitado me orientar, oportunizando novos
aprendizados. Pela paciéncia, pelas dicas, pelos puxdes de orelha sempre dados com
carinho, pela confianga em mim depositada ao aceitar a pesquisa proposta, pelo esforco
feito para me auxiliar mesmo de longe e principalmente pela ajuda nos Gltimos meses
antes da defesa, quando tudo parecia dar errado.

As Doutoras Milene Miranda Praca Fontes e Patricia Fontes Pinheiro por terem aceitado
me coorientar, pela credibilidade a mim atribuida, pelo auxilio, pela compreenséo, por
irem ao laboratdrio para me ajudar, por me mandarem mensagens a noite e no final de
semana perguntado como estava o experimento, por ficarem ansiosas para saber 0s
resultados das pesquisas e principalmente pela amizade construida.

A Doutora Larissa Fonseca Andrade-Vieira por me introduzir na pesquisa cientifica, pela
dedicacgéo, paciéncia e dicas. E em especial, por ter aceito o convite para participar da
minha banca.

Aos meus professores que colaboraram para o meu desenvolvimento cientifico e
académico, em especial ao Doutor Paulo Cezar Cavatte e ao Doutor Adésio Ferreira.

A Universidade Federal do Espirito Santo e ao Programa de P6s Graduaco em Genética
e Melhoramento, por oportunizar a minha pesquisa. A CAPES pela concessdo da minha
bolsa de estudo. A Sabrina, secretaria da p6s, pelo auxilio para cumprimento dos prazos,
através das informac6es concedidas durante esses 2 anos.

Ao professor Valdemar Lacerda Janior do Departamento de Quimcia da UFES (Vitoria-
ES) pela obtencéo dos espectros de RMN de H e de 3C das moléculas semissintéticas
utilizadas neste trabalho.

Aos amigos que me acompanharam, me deram forga, sofreram e comemoraram comigo.
Em especial aos frequentadores dos laboratorios de quimica, citogenética e BQMOL,
principalmente a Alexia, o Rodri, a Alessandra, a Fran, o Guto, o Thayllon, o Maikon, o
Edilson, o Ramon, o Céssio, a Denise, a Lucimara, a Lili, a Carla, o Rondi.

Enfim a TODOS que participaram dessa fase comigo, meu MUITO OBRIGADA!



BIOGRAFIA

THAMMYRES DE ASSIS ALVES, filha de Marcelina Victor de Assis Alves e
Adeilton Alves, nasceu em 29 de janeiro de 1993, na cidade de Alegre, Estado do Espirito
Santo. Concluiu o ensino médio na E.E.E.F.M. “Professor Pedro Simao” em Alegre. Em
agosto de 2010, ingressou no curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas no Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, graduou-se em fevereiro de
2015, recebendo o titulo de Licenciada em Ciéncias Biologicas. Em marco de 2015,
ingressou no Mestrado pelo Programa de Pds Graduacdo em Genética e Melhoramento
no Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo,
na area de Biotecnologia.



SUMARIO

1.

2.

INTRODUGAOD ..ottt sttt ns sttt 3
1.1. A Producdo Agricola no Brasil e a Importancia dos Agroquimicos ............. 3
1.2. Auxinas e origem dos herbicidas auXiniCOS..........ccoverereireiiieine e 5
1.3. Problemas relacionados ao uso de herbicidas.............cocooiiiiiiiiniiinie 10
1.4. Novos herbicidas a partir de COMPOStOS NALUFAIS ..........cccoviveierierieieienenieeieas 13
1.5. BIOBNSAI0S VEGETAIS .......eviiiiiiieiieie ittt 17

RETEIENCIAS ...ttt bbbttt bbb reas 21

CAPITULO 1 —~TOXICIDADE DO TIMOL, CARVACROL E SEUS ACIDOS

FENOXIACETICOS EM Lactuca sativa E Sorghum bicolor...........ccccccooviniinnnne 27

INTRODUGAO ...t teeee e ee et ses s 27
MATERIAIS E METODOS ..ottt sessessees 28

2.1 Material Vegetal ...........covoiiiiiiiiiieee e 28

2.2 Procedimentos EXperimentais GEraiS.........cccoovvvivieieieeieie e s sre st 28

2.3 Obtencéo de acidos fenoxiacéticos a partir de fenois naturais............c.cceevveennenn. 28

2.4 Teste de FItOtOXICIAAUE ........cviiieriiieieeee e 30

2.5 Teste de CItOtOXICIAAUR .......cceiviiririiieieee e 30

2.6 Teste de GeNOLOXICIAAUE .......ccvevereeiee e 30

2.7 ANALISES ESLALISTICAS ...vvevveviieiiiiie et 33

RESULTADOS E DISCUSSAO .........coieieereieeseeerevessss e 33

3.1 Sintese dos 4CId0S FENOXIACALICOS. ........cvrveuiriririeiiiee e 33

K I (0] (0 ([od T £ o[- PR 33

K IR I 011 (0] 1) (o] T F- o[- TSP 39

3.4, GENOLOXICIAAUE. ... ettt sttt ne e 44

CONCLUSAOD ..ottt 48
REFERENCIAS ..ottt 48

CAPITULO 2 - EFEITO DO GUAIACOL E DO EUGENOL E DOS SEUS

RESPECTIVOS ACIDOS FENOXIACETICOS EM SEMENTES, PLANTULAS E

CELULAS DE Lactuca sativa e Sorghum bicolOr ............ccccouieerieveereereeseeeeene 51
INTRODUGAO.......cocoiiieeieeeeeeeeeee st stes s s s esnen s 51
MATERIAIS E METODOS ......ooovivieveeeeteeeeeesee e ssessen s 53

2.1 Material Vegetal ........c.oov o 53

2.2 Procedimentos EXPerimentais GeraiS..........cucuuerererierieieiisisisie s 53

2.3 Teste de FItOtOXICIAAUR ........coiiiviriiieieee e 54

2.4 Teste de CHOTOXICIAAUE ......vveeeeireiee sttt e st e e e sttt e e st e e s seb e e e s serreeessarseeessns 55



3.

4.
5.

25 ANALISES ESAISTICAS ....vvveeiireiee i it e sttt e st e e s e e s rr e e s s e e e s sarreeessarbeeessarseeesans
RESULTADOS E DISCUSSAO ..o oot eeeeereeeeereee e eeeseere s

3.1 Sintese doSs ACIAOS FENOXIACETICOS. ... .vvveeiierreeeirereie e s st e e s st e e s s e e e s s e e e s sreeesserees

3.2 L1 0] (0) (o0 b= o [T

3.3 Citotoxicidade

CONGCLUSAOD ..o oot et e e e e et e e e e e e et e e et e e es et eeer e e eseerearenes
REFERENCIAS ..o coeeeeeee oot ee et a e e e e e et e e e et aees et eessreeseseeesaeeseeesranes



RESUMO

O uso dos agrotdxicos traz muitos beneficios econémicos para a agricultura, no entanto, sua
nocividade ao meio ambiente e a saude humana sdo debatidos. Os herbicidas tém se
destacado entre os agroquimicos mais aplicados no campo, tendo como objetivo o controle
de plantas daninhas. Porém, existem varios relatos de plantas resistentes a determinados
herbicidas, se fazendo necessario, uma constante busca por novos herbicidas e por métodos
de controle alternativo. Nesse sentido, os metabdlitos secundarios com efeito alelopatico,
tém grande potencial para serem usados como bioherbicidas, bem como, podem servir de
estruturas modelo na obtencéo de semissintéticos, com a introducdo de grupos quimicos que
estdo presentes nas estruturas de herbicidas comerciais ja estabelecidos. Dentre os diferentes
compostos alelopaticos de baixa massa molecular, que sdo de facil obtencdo, por serem
comercializados na forma pura, estdo o timol, carvacrol, guaiacol e eugenol. Para anélise do
potencial de moléculas para uso como herbicidas sdo realizados diversos testes de
toxicidade, tais como: analises fitotdxicas, que avaliam o desenvolvimento inicial de
plantulas; citotdxicas, que avaliavam o ciclo celular e os cromossomos; e genotoxicas que
analisam o DNA dos individuos expostos ao componente teste. Assim, esse trabalho
objetivou avaliar o efeito, em baixa concentragdo (0; 0,375; 0,750; 1,50 e 3 mmol.L™), das
moléculas naturais eugenol, guaiacol, timol e carvacrol e dos seus respectivos acidos
fenoxiacéticos semissintéticos atraves de bioensaios vegetais. Para tanto realizou-se testes
de germinacéo e desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa e Sorghum bicolor,
avaliacdo de alteracGes no ciclo mitético de células meristematicas de raizes de L. sativa,
além dos efeitos do carvacrol e do acido carvacroxiacético (3mmol.L™) no DNA de L. sativa
e S. bicolor. Observou-se reducao nos parametros de fitotoxicidade e no indice mitético nas
maiores concentracOes testadas, além de aumento nas alteragfes nucleares e cromossémicas,
quando comparados ao controle negativo. Os resultados moleculares demonstraram que 0
carvacrol e o acido carvacroxiacético sdo tao toxicos quanto o herbicida 2,4-D. Indicando
dessa forma, a fito, cito e genotoxicidade das moléculas para sementes de S. bicolor e L.
sativa.

Palavras-chave: citotoxicidade, fitotoxicidade, genotoxicidade, L. sativa, S. bicolor



ABSTRACT

The use of agrochemicals brings many economic benefits for agriculture; however, their
harmfulness to the environment and to human health are debated. The herbicides have
stood out among the most applied agrochemicals in the field, having weed control as an
objective. Nevertheless, there are several reports of plants resistant to certain herbicides,
making it necessary for a constant pursuit of new herbicides and alternative control
methods. In this sense, secondary metabolites with allelopathic effect, have great potential
to be used as bioherbicides, as well as, they can serve as model structures in obtaining the
semi-synthetics, with the introduction of chemical groups that are present in the already
established structures of commercial herbicides. Among the different allelopathic
compounds of low molecular mass, which are easy to obtain, since they are marketed in
their pure form, are thymol, carvacrol, guaiacol and eugenol. For the analysis of the
molecules potential, to use as herbicides, several toxicity tests are performed, analysis
such as: phytotoxic, which evaluate the initial development of seedlings; cytotoxic, that
evaluates the cell cycle and the chromosomes; and genotoxic tests that analyzes the DNA
of the individuals exposed to the test component. Therefore, this study aimed to evaluate
the effect, in low concentrations (0; 0,375; 0,750; 1,50 e 3 mmol.L?), of the natural
molecules eugenol, guaiacol, thymol and carvacrol and their respective phenoxyacetic
semi-synthetic acids through plant bioassay. For this, germination tests and initial
development tests of Lactuca sativa and Sorghum bicolor seedlings were carried out,
evaluations of the changes in the mitotic cycle of meristematic cells of L. sativa roots, as
well as the effects of carvacrol and carvacroxyacetic acid (3mmol.L?) on the DNA of L.
sativa and S. bicolor. A reduction in the phytotoxicity parameters and in the mitotic index
at the highest concentrations tested was observed, as well as an increase in nuclear and
chromosomal alterations when compared to the negative control. Molecular results have
shown that carvacrol and carvacroxyacetic acid are as toxic as the 2,4-D herbicide. Thus
indicating the phyto, cyto and genotoxicity of the molecules for S. bicolor and L. sativa

seeds.

Keywords: cytotoxicity, phytotoxicity, genotoxicity, L. sativa, S. bicolor



1. INTRODUCAO
1.1. A Produgdo Agricola no Brasil e a Importancia dos Agroquimicos

O setor agricola é um dos pilares da economia brasileira, sendo um dos principais
responsaveis pela balanca comercial do pais. A agricultura no Brasil j& passou por varias
transformacoes ao longo da historia, do periodo colonial na producdo de cana-de-agucar
até as atuais mudancas e expansao na producao de soja e café (Zuanazzi e Borges, 2010).
A partir do seculo XX esse setor vem sendo transformado e modernizado,
concomitantemente ao processo de industrializagdo e urbanizacéo no pais (Yang e Zhu,
2013).

Nas Ultimas duas décadas, a agricultura no Brasil tem consolidado e expandido
territorialmente. Apesar da maior parte da producdo agricola ser para o abastecimento
interno, o crescimento nesse setor deve-se, principalmente, ao aumento das exportacoes
de alguns produtos do agronegdécio, entre eles a soja, celulose e carnes (Castillo et al.,
2016). Alem disso, o pais tem se destacado como o maior fornecedor mundial de acUcar,
suco de laranja e de café (OECD-FAOQ, 2015).

Juntamente com os Estados Unidos e a Unido Europeia, o Brasil é reconhecido
mundialmente como uma das grandes poténcias agricolas. Contudo, a agricultura
brasileira tem grande perspectiva de crescimento para 0s proximos anos, o que diferencia
0 pais dos outros territorios (OECD, 2011). Os principais fatores associados a expansdo
agricola no Brasil sdo: a maior mecaniza¢do no campo e 0 aumento das fronteiras das
regides produtoras, pela interiorizacdo das lavouras no pais (Vieira Filho, 2016). Além
disso, 0 uso de fertilizantes e de agroquimicos (defensivos agricolas, agrotoxicos ou
pesticidas) tem contribuido de forma fundamental para o sucesso na produtividade no
campo (Ferreira, 2015).

Tendo em vista que o Brasil é destaque internacional como um dos maiores
produtores de alimentos, desde 2009 o pais é considerado o maior consumidor de
agrogquimicos no mundo (INCA, 2015). Os agrotoxicos sdo usados, frequentemente, no
periodo pré e pds-colheita nos mais diversos setores da agricultura. O consumo de
defensivos agricolas no Brasil é distribuido da seguinte maneira: os herbicidas
representam 45% do total, os fungicidas em torno de 14%, os inseticidas correspondem a
12% e as demais categorias de agrotéxicos a 29% (ANVISA, 2012).

Os agrotoxicos sdo de grande importancia na manutencdo da produtividade

agricola no pais. O controle de pragas agricolas existe desde que a agricultura se



consolidou, onde as plantas daninhas eram controladas de forma manual ou pelo uso de
ferramentas rudimentares, como foices e enxadas. A partir do século XX, substancias
quimicas passaram a ser usadas para 0 manejo das espécies daninhas, o que desencadeou
uma maior produtividade e facilidade no controle dessas pragas nas lavouras (Yang e
Zhu, 2013).

Em 1900, os sais inorganicos de cobre foram descobertos para o controle de
espécies daninhas dicotileddneas (folhas largas) por Bonnet (Franga), Shultz (Alemanha)
e Bolley (EUA). Posteriormente, em 1908, o sulfato ferroso foi avaliado na cultura do
trigo para o controle desse mesmo tipo de praga por Bolley, nos Estados Unidos (Barbosa,
2004).

A descoberta dos herbicidas foi um marco durante a Segunda Guerra Mundial, no
periodo de 1939-1945, onde foi desenvolvido o herbicida 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) por britanicos, que tinham por meta aumentar a producéo agricola
durante a guerra e, posteriormente, foi também usado na Guerra do Vietna (1954-1975),
juntamente com o herbicida 2,4,5-T (&cido triclorofenoxiacético), para a producdo do
agente laranja (Peterson et al., 2016).

Apds a descoberta do 2,4-D foram desenvolvidos os herbicidas 2,4-DB (&cido 4-
(2,4-diclofenoxibutirico) e 0 2,4,5-T. Na década de 50 foram obtidos novos herbicidas da
classe das amidas, carbamatos e triazinas simétricas (Barbosa, 2004). As principais
classes quimicas de herbicidas e 0 ano de descobrimento foram apresentados na Tabela
1.

Tabela 1. Classes Quimicas de Herbicidas e o Ano de Descobrimento

Classes Quimicas Ano de descobrimento
Acidos fenoxiacéticos | 1945
Carbamatos 1954
Triazinas 1956
Dimitroanilinas 1965
Difeniléteres 1970
Sufonilureias 1980

Posteriormente a descoberta desses importantes herbicidas, nas décadas de 60 e
70, houve o inicio da evolucdo da agricultura no Brasil e no mundo. Nessa época, nos
EUA iniciou-se a chamada “Revolucdo Verde” que foi difundida nos paises menos
desenvolvidos, por meio da inovagdo e disseminagdo de novas praticas agricolas que

proporcionaram um grande aumento na produc&o agricola em paises como India, México



e no Brasil. Com o objetivo de otimizar o setor agricola diminuindo méo de obra e
aumentando a produtividade, houve um crescimento acentuado da producgéo. Para isso,
foram introduzidas técnicas inovadoras de cultivo, utilizacdo de sementes de alto
rendimento, mecanizacao, fertilizantes e pesticidas (Alves e Tedesco, 2016).

A partir dessa revolucdo no modo de produzir alimentos no Brasil, o uso de
agrotoxicos foi difundido no pais, sendo os herbicidas o de maior consumo interno
(ANVISA, 2012). Atualmente, os ingredientes ativos mais usados na classe dos
herbicidas no Brasil sdo: glifosato (63%), 2,4-D (11%), atrazina (10%) e outros herbicidas
(16%) (de Oliveira, Favareto e Antunes, 2013).

A premissa para a descoberta do 2,4-D baseou-se no estudo das auxinas
(hormdnios vegetais), onde observou-se que quando essas substancias eram aplicadas em
concentracdes mais elevadas apresentavam toxicidade para as plantas. Dessa forma,
compostos sintéticos semelhantes as auxinas poderiam apresentar esse mesmo efeito
(Cremlyn, 1991).

1.2. Auxinas e origem dos herbicidas auxinicos

O é&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido 4-cloro-2-metilfenoxiacetico
(MCPA) foram os primeiros herbicidas auxinicos a serem usados na agricultura. Devido
a seletividade apresentada por essa classe de herbicidas, 0 uso dessas substancias inovou
e revolucionou a agricultura no mundo, no tocante a forma de controle de plantas daninhas
de folha larga. Com a utilizacdo dessas substancias, foi possivel diminuir a mdo de obra
e aumentar a produtividade de cereais (Kudsk e Streibig, 2003; Barbosa, 2004; Delaney
et al., 2006; Silva e Silva, 2007).

As auxinas sdo os principais fitormdnios dos vegetais e foram os primeiros dessa
classe a serem descobertos. Essas substancias sdo essenciais para o crescimento do
vegetal e apresentam também outras atividades fisioldgicas. A auxina age na parede da
célula do vegetal proporcionando a distensdo e, por consequéncia, 0 crescimento do
vegetal. A auxina mais comum dos vegetais € o0 acido indolilacético (AlA) (Taiz e Zeiger,
2013).

Além do AIA existem outros hormdnios vegetais, tais como: acidos naftaleno-1-
acetico (ANA), indol-propidnico e indol-butirico (Figura 1). No entanto, ndo s&o
produzidos espontaneamente pelos vegetais, sendo denominadas auxinas sintéticas
(Miranda et al., 2004; Loss et al., 2008).
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Figura 1. Estruturas da auxina natural (AlA) e de auxinas sintéticas.

O AIA ¢ sintetizado nas pontas da raiz e caule (&pices das plantas) e flui na direcao
apice-base. O AIA parece ser sensivel a luz, por um processo ainda desconhecido, a luz
determina uma distribuicdo desigual de auxinas. Elas fluem do lado iluminado ao
sombreado, promovendo um maior crescimento desse Gltimo. As principais acdes desse
fitormonio sdo: crescimento, abscissdo foliar e dominancia apical (Taiz e Zeiger, 2013).

A palavra auxina foi denominada por Went, que vem do grego, aux significa
crescer. As auxinas agem nas mais diversas partes dos vegetais. Na Tabela 2 estéo
descritas as acdes dessas auxinas nas células e em outras partes das plantas (caule, raiz,
folhas, frutos) (Taiz e Zeiger, 2013).

As auxinas sao aplicadas artificialmente sobre superficies cortadas de estacas para
formacdo de raizes adventicias, assim as plantas reproduzidas por estacas tém o
enraizamento com mais facilidade. Quando aplicadas em flores ndo fecundadas as
auxinas proporcionam o desenvolvimento de frutos partenocarpicos e, em frutos, a
aplicacédo de AlA ndo permite a formagdo da camada de excisdo, possibilitando o alcance
de uma maior producdo (Taiz e Zeiger, 2013).

A descoberta dos herbicidas auxinicos resultou do trabalho de Kogl et al (1934)
que demonstraram que o AIA promove o alongamento celular em plantas. AlA foi
isolado, o que estimulou a busca de outros compostos de estrutura relacionada com
atividade reguladora do crescimento, mas que, ao contrario de AIA, ndo eram
rapidamente metabolizados em plantas. Verificou-se que o &cido 1-naftilacético era ativo,
tal como o acido 2-naftilacético. Isto despertou o interesse nos acidos ariloxiacéticos

como potenciais reguladores de crescimento de plantas.



Tabela 2. Modo de acdo das auxinas nas células e em outras partes dos vegetais

Localizagéo nas plantas

Acéo das auxinas

Células

Aumento na plasticidade da parede celular, proporcionando
a distensdo celular. Exerce uma influéncia na multiplicacéo
celular.

Caule

Pode tanto estimular, como impedir a distenséo celular,
depende da concentracdo do AlA.

Raiz

Dependendo da concentracdo, pode estimular ou impedir a
distensdo celular. Tem uma maior sensibilidade em relacéo
ao AlA, do que o caule.

Gemas laterais

O AIA, quando é produzido nas gemas apicais, €
transportado até as gemas laterais, causando sobre elas um
fendmeno chamado de dominancia apical, que tem uma acao
entorpecente, que inibe o seu desenvolvimento.

Folhas

Ha uma quantidade de AIA entre o caule e a folha, que
regula a conservagéo da folha sobre o caule, bem como a sua
qgueda. Quando a folha apresenta maior quantidade de
auxina, em relacdo ao caule, ela é preservada sobre o caule.
Se a folha apresentar menor quantidade de auxina, em
relacdo ao caule, ocorre a excisédo da folha. Quando isso
acontece, se constitui sobre a base do peciolo, uma camada
de excisdo que desuni a folha do caule.

Frutos

O AIA também controla a conservacdo do fruto sobre o
caule, bem como a excisdo do mesmo. A formacgao do fruto
acontece sobre influéncia da fecundacdo e da
polinizac&o. No interior da semente ha a presenca de AlA,
que sdo produzidos pelos embrides. Durante a fecundacao,
0 ovario recebe estes hormdnios, ocasionando o crescimento
do mesmo, e consequentemente a formacdo do fruto. A
polinizacdo € essencial para o desenvolvimento do fruto,
quando este processo ndo ocorre 0 ovario nao cai, e ndo ha
a formacéo de frutos. Para comprovar este acontecimento,
foram introduzidas auxinas em flores ndo fecundadas, e
posteriormente houve o desenvolvimento de frutos
partenocarpicos, ou seja, que ndo possuem sementes.

Cambio

A acdo das células do caAmbio é estimulada através do AlA.

Em 1942 Zimmerman e Hitchcock mostraram que certos acidos fenoxiacéticos

clorados, tais como o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), eram mais ativos do que o
horménio natural AIA e, além disso, ndo eram rapidamente degradados na planta.
Consequentemente, 2,4-D  foi aplicado externamente as plantas e,
assim, ndo foi regulado internamente como o AIlA, produzindo um crescimento
marcadamente anormal resultando na morte da planta (Cremlyn, 1991).

A descoberta foi um marco inicial na industria de herbicidas organicos, uma vez

que o 2,4-D foi mais ativo contra ervas daninhas (dicotiledéneas) do que contra cereais e



gramineas (monocotileddneas). Dessa forma, era seletivo e passou a ser pulverizado em
gramineas (como trigo, milho, arroz e outras culturas de cereais) para eliminar ervas
daninhas de folhas largas (Kudsk e Streibig, 2003; Barbosa, 2004; Delaney et al., 2006;
Silva e Silva, 2007; Taiz e Zeiger, 2013).

A seletividade dos herbicidas auxinicos pode ser, em parte, pelo fato de aderirem
muito melhor na superficie das daninhas de folhas largas do que as folhas estreitas e ainda,
porque as duas classes de plantas transportam produtos quimicos de forma diferente
através de suas folhas. As ervas daninhas de folhas largas tém seu ponto crescente nas
pontas das folhas. As gramineas, por sua vez, crescem a partir de sua base (Taiz e Zeiger,
2013).

No periodo da descoberta, 0 2,4-D e 0 MCPA foram produzidos pelo Processo
Dow. Para a sintese do 2,4-D o material de partida usado foi o fenol e para 0 MCPA foi
0 o-cresol. O esquema para a sintese do herbicida 2,4-D esté apresentado na Figura 2. Na
primeira etapa foi realizada a cloracdo do fenol, levando a obtencéo do 2,4-diclorofenol
e, posteriormente foi adicionado o grupo -CH>.COOH, levando a obtencéo do 2,4-D
(Cremlyn, 1991).

OH i) NaOH(aq.) OCH,COCH
OH cl ii) CICH,COONa ~ Cl
Cly/Fe sob aquecimento
iii) H*/H,0
Cl Cl
Fenol
2,4-diclorofenol 2,4-D

Figura 2. Etapas de sinese do herbicida 2,4-D.

Esses herbicidas reguladores de crescimento proporcionam mudangas no
metabolismo de &cidos nucléicos e afetam seriamente os aspectos metabdlicos da
plasticidade da parede celular. A acdo da enzima RNA-polimerase € alterada, tendo por
consequéncia, alteragdes na sintese de acidos nucléicos e de proteinas. Dessa forma,
ocorre indugéo de intensa proliferacdo celular em tecidos, causa epinastia de folhas e
caule, além de interrupcdo do floema, impedindo o movimento dos fotoassimilados das
folhas para o sistema radicular. A diminuicdo do potencial osmotico das células,
provocado pelo acimulo de proteinas e, também, mais especificamente, pelo efeito desses
produtos sobre o afrouxamento das paredes celulares pode levar ao alongamento celular.
A perda da rigidez das paredes celulares é provocada pelo incremento na sintese da

enzima celulase. Apds aplicagdes dos herbicidas auxinicos, em espécies sensiveis,



observa-se rapidamente aumentos significativos da enzima celulase, especialmente da
carboximetilcelulase (CMC), notadamente nas raizes. Esses efeitos proporcionam
epinastia das folhas, retorcimento do caule, engrossamento das gemas terminais,
destruicdo do sistema radicular e morte da planta, em poucos dias ou semanas (CASTRO,
1979).

As auxinas sintéticas sdo classificadas em quatro grupos quimicos mostrados na
Tabela 3: fenoxialcanoatos (2,4-D, 2,4-DB, MCPA e MCPB), benzoato (dicamba),
piridinacarboxilatos (clopyralid, fluroxipyr, picloran e triclopyr) e quinolino carboxilatos
(quinclorac e quinmerac) (Ferreira, Silva e Ferreira, 2005).

Diversas espécies de plantas daninhas dicotiledéneas que séo de dificil controle
usando outros herbicidas apresentam suscetibilidade ao 2,4D. Porém, o uso desse
herbicida é restrito devido a falta de seletividade em algumas culturas. Em bactérias
encontradas no solo foram descobertos genes que estdo relacionados a tolerancia ao 2,4-
D e a transferéncia desses para certas culturas desencadearam o desenvolvimento de
culturas resistentes a esse herbicida auxinico (Queiroz e Vidal, 2014).

O gene plasmidial tfdA, que codifica a enzima 2,4D oxoglutarato dioxigenase,
encontrado na bactéria Cupriavidus necator foi o primeiro gene de tolerancia ao 2,4-D
descrito em literatura. No final da década de 1980, iniciaram-se 0s estudos de transgenia
com este gene, utilizando a Nicotiana tabacum como planta modelo. Posteriormente a
tolerancia ao 2,4-D foi obtida em plantas transformadas de Gossypium hirsutum, Brassica
juncea e Vitis vinifera. Novos estudos em bactérias do solo foram conduzidos e dois novos
genes foram identificados: o gene rdpA de Sphingobium herbicidi vorans MH, que
codifica a enzima ariloxialcanoato dioxigenase-1 (AAD-1); e o sdpA de Delftia
acidovorans MC1, que codifica a enzima ariloxialcanoato dioxigenase-1(AAD-12). Estas
duas enzimas degradam o 2,4-D e outros herbicidas. Atualmente, os genes que codificam
essas enzimas estdo sendo utilizados para o desenvolvimento de cultivares de soja,
algodéo e milho tolerantes ao 2,4-D e FOPs. A utilizacdo de plantas cultivadas contendo
genes de tolerancia ao 2,4-D possibilita uma perspectiva de mudanga no emprego deste
herbicida. Entretanto, em algumas espécies, apenas o uso do 2,4-D pode nao ser suficiente
para controlar o crescimento de todos os individuos, necessitando da associagdo do 2,4-
D com outro herbicida que apresente um diferente mecanismo de acdo para a manutencao

da eficiéncia do manejo de daninhas (Queiroz e Vidal, 2014).
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Tabela 3. Grupos quimicos e estruturas das auxinas sintéticas usadas como herbicidas

Grupos  Quimicos | Estruturas Quimicas
das Auxinas
Sintéticas
Fenoxialcanotos OCH,COOH O(CHy)3COOH
Cl Cl
cl cl
2.4-D 2,4-DB
Acido 2,4-diclorofenoxiacético Acido 4-(2,4-diclorofenoxi)butirico
OCH,COOH O(CH,)3COOH
Cl e
MCPA MCPB
Acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético Acido 4-(4-cloro-2-metilfenoxi)butirico
Benzoato cl
OCHgz
COOH
cl
Dicamba
iridi H @] N COOH
Piridinacarboxilatos N COOH M
=
NH»
Cloryralid Picloram
OCH,COOH
OCH,COOH :@/\[
N
LI
Triclorpyr Fluroxypyr
Quinolinocarboxilatos COOH COOH
N BN
0 Z
Quinclorac Queinmerac

1.3. Problemas relacionados ao uso de herbicidas

Desde a descoberta do 2,4-D, os herbicidas passaram a ser usados frequentemente
e repetitivamente, devido ao controle eficaz de plantas invasoras e por serem essenciais

para garantir um menor custo de producdo e aumento da produtividade agricola. Contudo,
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0 uso inadequado e indiscriminado dessas substancias tem provocado uma crescente
incidéncia de resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas convencionais. A cada ano
novas espécies adquirem resisténcia a um ou mais herbicidas, sendo esse fato considerado
um grave problema para os produtores (HRAC-BR, 2016).

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas, além de ter por consequéncia a
inviabilizacdo de importantes herbicidas, pode acarretar grandes prejuizos aos agricultores,
pela diminuicdo do rendimento da colheita e obtencéo de produtos com qualidade inferior
ao exigido pelo mercado consumidor (HRAC-BR, 2016).

O uso intensivo de herbicidas imp6e uma pressdo de selecdo nas plantas. Assim
como no processo evolutivo, os bidtipos, no caso das plantas daninhas, que apresentam
diferenciacdo genética em termos de resisténcia, se desenvolvem normalmente na
presenca dessas substancias (Leal, Silva, Karam, 2012).

A identificacdo da resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ocorre quando 0s
vegetais sobrevivem ap0ds a aplicacdo de uma dose de herbicida que seria letal para
controlar as espécies de uma populacdo. Existem dois tipos de resisténcias das plantas aos
herbicidas, a que ocorre por pressdo de selecdo, de forma natural ou pela inducédo da
resisténcia por processos de biotecnologia (HRAC-BR, 2016).

No final da década de 50 foram relatados os primeiros casos de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, biétipos de Commelina difusa nos EUA e, posteriormente
de Daucus carota no Canada se apresentaram resistentes a herbicidas auxinicos (Vargas
e Roman, 2006). Em 1964, no Estado do Kansas (EUA) foi observado que a espécie
Convolvulus arvensis (planta trepadeira e perene, de folha larga) se mostrou resistente ao
herbicida 2,4-D. A partir de 1970 casos de resisténcias de plantas daninhas aos herbicidas
da classe das triazinas foram relatados. Nesse mesmo ano, no Estado de Washington
(EUA), a espécie Senecio vulgaris se presentou resistente a triazinas e a partir da década
de 80 novos casos de resisténcia a triazinas foram relatados nos EUA e no mundo (HRAC-
BR, 2016).

Em 2015 ja existiam 478 casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas no
mundo, sendo relatadas 252 espécies (147 dicotiledéneas e 105 monocotileddneas). As
plantas daninhas desenvolveram resisténcia a 23 dos 26 mecanismos de acdo conhecidos
de herbicidas e a 161 herbicidas diferentes. Foram notificadas plantas daninhas resistentes
em 91 culturas distribuidas em 67 paises. No grafico apresentado na Figura 3 pode-se
observar a evolugéo de casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas no mundo (Weed
Science, 2017).
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Figura 3. Aumento global de casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. Fonte:
Weed Science, 2016.

A utilizacdo dos herbicidas ao longo dos anos tem acarretado ndo s6 problemas
de resisténcia por parte das plantas daninhas, mas também problemas relacionados a
contaminagdo e danos ao meio ambiente. A utilizagdo intensiva dos herbicidas e dos
agrotoxicos em geral pode levar a contaminacao de aguas (superficiais e subterraneas),
solos, flora e da fauna, desencadeando desequilibrios ecolégicos e bioldgicos. Além de
impedir a proliferacdo de pragas agricolas, os agrotdxicos eliminam também outros
animais e plantas benéficos ao meio ambiente, diminuindo assim a biodiversidade do
local e aumentando a instabilidade de ecossistemas (Silva et al., 2012).

Além dos danos causados ao meio ambiente, o uso de agrotoxicos de forma
inadequada e repetitiva pode acarretar a contaminacdo de alimentos e também dos
homens. Por meio do contato direto ou indireto, os agrotdxicos podem causar
intoxicacfes ao homem, podendo ocorrer o desenvolvimento de doencas neurologicas,
hepéticas, respiratorias, renais, canceres, etc. Ainda associado a toxidade aos
agroquimicos relatam-se: infertilidade, impoténcia, abortos, teratogénese (malformagdes

fetais), desregulacdo hormonal, mutagénese e efeitos sobre o sistema imunologico



13

(Londres, 2011; INCA, 2015).

Uma das alternativas para diminuir o uso de agrotdxicos esté na busca de produtos
naturais que possam vir a substituir ou minimizar as doses de produtos de alta
periculosidade nas lavouras. Apesar de 70% de todos os principios ativos de agrotoxicos
terem suas origens na pesquisa de produtos naturais, apenas 7% de compostos naturais
sdo aprovados pela US EPA (Environmental Protection Agency) como bioherbicidas.
Dessa forma, existe uma necessidade crescente de descoberta de novos herbicidas que

apresentem novos mecanismos de acdo (Dayan e Duke, 2014).

1.4. Novos herbicidas a partir de compostos naturais

O uso de herbicidas sintéticos e convencionais tem desencadeado problemas
relacionados a resisténcia das plantas daninhas, contaminacéo ambiental e riscos a saude
do homem e de animais. Logo, h& uma urgente e crescente necessidade em se encontrar
métodos alternativos para o controle de pragas agricolas (Souza Filho et al., 2006).

Nesse sentido, metabolitos secundarios podem ser usados diretamente ou
indiretamente como modelo na obtencdo de novos herbicidas. Os metabolitos secundarios
sdo compostos produzidos pelos vegetais que ndo sdo considerados essenciais para sua
sobrevivéncia, mas que tém papéis de grande importancia na defesa da planta ao ataque de
herbivoros, pragas e na competicdo com outras espécies, sendo produzidos, variavelmente,
de acordo com as interagGes da planta com o meio ambiente (Simdes et al., 2010).

Os compostos alelopaticos (aleloquimicos) sdo exemplos de metabdlitos
secundarios liberados por determinadas plantas que interferem na germinacdo e no
desenvolvimento de outras espécies no ambiente (Weir, Park e Vivanco, 2004). Desse
modo, os aleloquimicos podem ser considerados fitotoxinas, as quais tém grande potencial
para serem usadas como bioherbicidas, além de servirem como estruturas modelo na
obtencdo de semissintéticos, com a introducdo de grupos quimicos que estdo presentes nas
estruturas de herbicidas comerciais ja estabelecidos (Dias e Dias, 2007).

Existem relatos de varios efeitos de toxicidade apresentados pelas substancias
alelopaticas, tais como: inibicdo completa da germinacdo de sementes, injaria no sistema
radicular, interferéncia no crescimento da planta tornando-o paralisado, atraso ou clorose,
murcha e morte das plantas (Teixeira et al., 2004). Esses efeitos sdo caracteristicos de
herbicidas e, por isso, 0s metabdlitos secundarios sao atrativos na busca por bioherbicidas.

Além disso, essas substancias podem atuar em diferentes ou novos sitios de acdo em
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relacdo aos herbicidas convencionais (Duke et al., 2000).

A busca de herbicidas com novos sitios de a¢do é de suma importancia, uma vez
que existem atualmente herbicidas comerciais com 20 tipos de mecanismos de a¢do (MA),
sendo 0 mais recente introduzido ha quase 30 anos. Dos 20 MA conhecidos, apenas dois
vieram de produtos naturais, os inibidores da glutamina sintetase (GS) e da 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD) (Duke e Dayan, 2015).

O glufosinato, também conhecido como fosfinotricina, € um herbicida sistémico de
amplo espectro de ocorréncia natural produzido por varias espécies de Streptomyces
(bactérias do solo). O bialafos, outro herbicida natural, também pode ser metabolizado
pelas plantas ao glufosinato. Esse composto inibe irreversivelmente a GS, uma enzima
necessaria para a producao de glutamina e para a destoxificacdo da aménia, conferindo-lhe
propriedades antibacterianas, antifingicas e herbicidas. A aplicacdo de glufosinato nas
plantas leva a reducdo da glutamina e a niveis elevados de amdnia nos tecidos,
interrompendo a fotossintese, e resultando na morte da planta. O glufosinato e bialafos sdo
0s Unicos herbicidas comercializados com este MA. A versdo sintetizada do composto é
uma mistura racémica de L- e D-fosfinotricina, da qual apenas a forma L ¢é ativa (Duke e
Dayan, 2015).

Os grupos quimicos de herbicidas inibidores de HPPD sdo: as tricetonas, 0s
isoxazéis e as pirazoles, os nomes comerciais dos principios ativos dessa classe de
herbicidas existentes no mercado sdo: clomazona, mesotriona, opramezona, pirasulfotola,
sulcotriona, tefuriltriona e tembotriona. Oleos naturais ricos em triquetonas inibidoras de
HPPD tém atividade herbicida, causando branqueamento de plantas emergentes, pela
inibicdo da biossintese de clorofilas e de carotenoides (Lei et al., 2015).

Existem outros herbicidas que podem ter sido originados de compostos naturais,
como por exemplo: a cinmetilina que € um herbicida analogo ao eucalitol (1,8-cineol) e ao
1,4-cineol, que sdo monoterpenos naturais. A cinmentilina foi obtida pela introducéo de
um grupo lateral benzil-éter que pela diminuigdo da volatilidade quando comparado com o
composto 1,8-cineol torna-se mais adequado a ser usado como herbicida (Figura 4). Um
relatério recente sugere que o alvo da cinmetilina é a tirosina aminotransferase, entretanto,
0 mecanismo de acdo dessa substancia ainda néo foi totalmente elucidado (Duke e Dayan,
2015).
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Figura 4. Estruturas quimicas da cinmetilina e dos monoterpenos 1,4-cineol, 1,8-cineol
e derivado.

A partir do exemplo da Cinmetilina, pode-se vislumbrar em se utilizar compostos
naturais que apresentem potencial atividade herbicida na obtencdo de novas moléculas
por meio do preparo de compostos semissintéticos, que podem apresentar atividade
biolbgica e propriedades superiores ao composto de origem.

Dessa forma, existem compostos fenolicos naturais que apresentam potencial
atividade herbicida e esses compostos podem servir como materiais de partida para a
obtencdo de compostos anélogos ao 2,4-D, sendo esse herbicida sintetizado a partir de
um composto fenolico.

Os fenodis sdo exemplos de uma classe de compostos que apresenta grande
potencial fitotoxico. Essas substancias estdo presentes na natureza. Existem diversos
compostos fendlicos de baixa massa molecular, que sdo constituintes volateis de plantas
e sdo de facil obtengdo, por serem comercializados na forma pura, como por exemplo o

timol, carvacrol, guaiacol e eugenol (Figura 5).

OH
OH OH H3CO OH
*@ 0

—

Carvacrol Timol Eugenol Guaiacol

Figura 5. Estruturas de compostos fendlicos de baixa massa molecular de origem natural.

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) e carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) séo
isbmeros constitucionais e sdo encontrados em Oleos essenciais de tomilho (Thymus
vulgaris), de orégano (Origanum vulgare) (Dal Pozzo et al., 2011), horteld pimenta
(Plectrantus amboinicus) e de outras plantas (Pinheiro et al., 2015). Esses compostos
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apresentam atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante e fitotoxica. O guaiacol (2-
metoxifenol) € um fenol de origem natural, que pode também estar presente na
composicgdo de 6leos essenciais (Pelissari et al., 2010) e apresenta atividade antisséptica.
O eugenol é o composto majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india, esta presente
também em canela, sassafrds e mirra. As atividades alelopaticas do eugenol e seus
decorrentes, se caracterizam pela inibicdo da germinagdo de sementes de vérias plantas,
assim como na diminuicdo do crescimento de algumas delas (Miranda et al., 2015).

Kordali et al. (2008) descreveram sobre a atividade fitotoxica do 6leo essencial de
Origanum acutidens constituido por: carvacrol (87,0%), p-cimeno (2,0%), acetato de
linalol (1,7%), borneol (1,6%) e p-cariofileno (1,3%). Esse 6leo essencial, o carvacrol e
o timol inibiram completamente a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas
de Amaranthus retroflexus, Chenopodium album
e Rumex crispus, bem como teve efeito fitotoxico sobre essas plantas. Contudo, o p-
cimeno ndo apresentou qualquer efeito fitotdxico. Os resultados desse estudo sugeriram
que a propriedade herbicida do 6leo poderia ser atribuidas ao seu principal componente,
o carvacrol.

Recentemente, o potencial fitotoxico do eugenol foi averigado sobre quatro
espécies gramineas (Echinochloa crus-galli, Phalaris minor, Sorghum halepensee
Leptochloa chinensis) e quatro ervas daninhas (Ageratum conyziodes, Commelina
benghalensi, Cassia occidentalis e Bidens pilosa). O efeito do eugenol (50-1000 uM) no
crescimento e desenvolvimento de plantulas apés 7 dias de tratamento foi estudado em
termos de porcentagem de germinacdo, comprimento da raiz e da parte aérea, teor de
clorofila total e respiracdo celular. O Eugenol a 1.000 uM causou diminui¢do de 55-70 e
42-90% na porcentagem de germinagdo em gramineas e ervas daninhas, respectivamente.
Da mesma forma, o comprimento da raiz diminuiu em 55-90 e 57-71%, enquanto o
comprimento da parte aérea foi diminuido em 50-83 e 36-73% em gramineas e ervas
daninhas, respectivamente, em resposta a eugenol de 1000 uM. A redugdo observada no
crescimento da planta foi acompanhada por uma diminuicao no teor total de clorofila (37-
53%) e respiracdo celular (36-57%) nas plantas usadas no teste. No entanto, o efeito
inibitdrio foi mais forte para gramineas do que para as ervas daninhas (Ahuja et al., 2015).

Tendo em vista que os fenois naturais supracitados apresentam grande potencial
fitotoxico e que os herbicidas comerciais da classe dos acidos fenoxiaceticos, como o 2,4-
D e 0 MCPA, sdo obtidos a partir de compostos fendlicos, vislumbrou-se nesse trabalho

obter analogos a esses herbicidas usando como material de partida os compostos
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disponiveis comercialmente na forma pura: carvacrol, eugenol, timol e guaiacol para
realizacdo dos ensaios de toxicidade usando dois modelos de plantas: Lactuca sativa L.
(alface) e Sorghum bicolor L. Moench (sorgo), a fim de averiguar se a adi¢cdo do grupo
acido aos fenois naturais poderia acarretar um aumento de suas atividades como

herbicidas.

1.5. Bioensaios Vegetais

A toxicologia é a ciéncia que estuda a acdo de compostos téxicos em
organismos vivos. Ela avalia a incidéncia, ocorréncia, natureza, mecanismo e os fatores
de risco que os agentes quimicos podem causar nos organismos vivos (Zakrzewski,
1994; James et al, 2000; Hodgson, 2004). A toxicidade exibe o potencial que um
composto apresenta em promover danos a um organismo. Esse potencial varia de
acordo com a concentracao e as propriedades do agente mutagénico, bem como, com
0 tempo de exposic¢ao do organismo teste ao mesmo (Rand, 2000).

Varios testes sdo utilizados para realizacdo de avaliacdo de riscos de toxicidade
ambiental e para prospectar os efeitos de agentes toxicos e mutagénicos presentes no
ambiente. Os estudos iniciais de toxicologia, focavam principalmente nos efeitos desses
residuos em animais. Entretanto, os vegetais superiores tém se mostrado sensiveis a
agentes toxicos presentes no ambiente, se fazendo assim, um importante grupo de
organismos a serem utilizados como organismos teste para avaliacdo de riscos
toxicolégicos de poluentes para organismos vivos. Esses organismos também sdo
receptores bioldgicos diretos de agroquimicos utilizados para o controle de plantas
daninhas nas culturas, favorecendo seu uso em bioensaios. Além disso, o estudo com
vegetais permite a analise simultdnea de diferentes mecanismos de acdo do agente
mutagénico, sendo as plantas superiores reconhecidas por serem excelentes indicadoras
da genotoxicidade e mutagenicidade de compostos (Grant, 1994; Fernandes et al., 2009;
Leme e Marin-Morales, 2009; Aras et al., 2012; Lyubenova et al., 2012; Pereira et al.,
2013). Por todas essas vantagens, varias agéncias ambientais tém indicado e validado a
utilizagcdo de plantas superiores como organismo modelo em bioensaios, dentre essas
agéncias estd a United Nations Environmental Program (UNEP), World Health
Organization (WHO) e US Environmental Protection Agency (USEPA) (Fernandes et al.,
2007).

Os efeitos provocados por substancias toxicas, sdo analisadas em testes de

fitotoxicidade e citotoxicidade, sendo os primeiros relacionados a germinacgdo e ao
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crescimento radicular e aéreo de sementes cultivadas em contato com agentes t0Xicos
(Benassi, 2004). Devido ao fato das raizes sofrerem o primeiro contato com poluentes
ambientais presentes no solo, elas séo as primeiras a demonstrarem os efeitos da
substancia teste, esse 6rgdo do vegetal pode desenvolver mecanismos fisiologicos
eficientes para evitar o estresse ambiental como medida de defesa (Sandalio et al.,
2001).

Os efeitos provocados pelos mutagénicos ambientais ndo depende apenas de
fatores como o tempo de exposicdo, o tipo e a dose do mutagénico e as interagdes
desses fatores com outros fatores ambientais, mas também de fatores intrinsecos ao
organismo exposto ao agente, como fatores genéticos e estagio de desenvolvimento da
planta (Gichner et al., 2000).

Dessa maneira, esses ensaios necessitam ser conduzidos em condigdes
controladas, para isso sdo desenvolvidos em laboratdrios. Nos testes de toxicidade, os
organismos modelos sdo expostos a diferentes concentracdes da substancia-teste e 0s
efeitos toxicos provocados sdo observados e quantificados, com o objetivo de averiguar
a acdo de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos a diferentes organismos, avaliando o
potencial de risco a saude humana e ao ambiente, possibilitando melhor controle e
qualidade dos ecossistemas (Dornfeld, 1997; Ribo, 1997; Arraes e Longhin, 2012).

Os testes de fitotoxicidade s&o simples, confidveis, rapidos e baratos (Valerio
et al., 2007), além de serem efetivos na averiguacdo de toxicidade de substancias
inorganicas e organicas. A variavel mais integrativa analisada nesse teste € o
crescimento radicular, pois a reducdo desse parametro pode resultar de varios
mecanismos isolados ou em conjunto, como inibicdo da absor¢do de nutrientes,
inibicdo do alongamento celular, morte celular e inibi¢do da divisdo celular (Freitas et
al., 2016).

Devido a essa resposta associativa entre 0s parametros, é importante uma
analise prospectiva integrada. Dessa maneira, 0s testes de citotoxicidade quando
realizados conjuntamente aos testes de fitotoxicidade, possibilitam ampla exploracdo e
elucidacdo dos resultados observados, além da determinacdo do modo de acdo da
substéncia (Andrade et al., 2010; Young et al., 2012; Aragédo et al., 2015).

A citotoxicidade também & usada para avaliar injurias provocadas por agentes
toxicos, em diferentes concentracfes e tempo de exposi¢do, permitindo a avaliacdo dos

Cromossomos, quanto aos seus tamanhos, formas, numero, além do comportamento,
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durante o ciclo mitotico e meidtico por meio de analises microscopicas (Thiriot-
Quiévreux, 2002; Fernandes et al., 2007). Nesse tipo de estudo é possivel avaliar as
alteracdes no ciclo celular, a partir da observacéo de anormalidades nas fases de diviséo
celular, nos cromossomos ou no nucleo das células (Andrade et al., 2010; Klacknick,
2011; Kumari et al., 2011).

O teste de alteracdes no ciclo celular, também conhecido como teste de
aberracbes cromossdmicas, permite estimar o potencial genotoxico e avaliar a
citotoxicidade das substancias testes, revelando as consequéncias do efeito mutagénico
dos compostos quimicos que 0s organismos estdo expostos. Além de elucidar os
mecanismos de acdo que resultam nas alteracdes no ciclo celular, esse mecanismo de
acao pode ser aneugénico e/ou clastogénico (Leme et al., 2008).

O mecanismo de acdo clastogénico pode provocar alteracbes na estrutura
cromossémica gerando a perda das caracteristicas normais de condensacao ou alterar a
sequéncia de DNA do individuo, sendo ambas passiveis de determinar a morte celular
(Fernandes et al, 2007; Fernandes et al., 2009; Andrade et al., 2008; Bernardes et al.,
2015; Freitas et al., 2016). A acao aneugénica promove injurias no fuso mitotico, sendo
nociva as células, afetando a segregacdo simétrica dos cromossomos/cromatides na
diviséo celular, podendo resultar na segregacdo cromossémica anormal, determinando
no desequilibrio genémico das células filhas (Fernandes et al, 2007; Fernandes et al.,
2009; Andrade et al., 2008; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016).

Esses mecanismos de acdo podem ser avaliados a partir das alteracGes
cromossOmicas observadas. De modo que, alteracbes cromossdmicas como
poliploidizacdo, C-metafase, cromossomos perdidos e anafase multipolar podem estar
relacionadas com problemas na polimerizacdo e despolimerizacdo das fibras do fuso
mitotico, sendo dessa forma caracterizadas como alteracdes indicadoras de acao
aneugénica. Esse tipo de dano pode acarretar em uma segregacdo assimétrica,
conduzindo & anormalidades quando as células filhas sdo formadas (Fernandes et al.,
2007; Fernandes et al., 2009; Bernardes et al., 2015).

Outra alteracdo analisada sdo os micronucleos, que sdo considerados como
indicadores de citotoxicidade, eles podem surgir espontaneamente na célula, porém,
sua inducdo ¢é utilizada para identificar danos genéticos oriundos da exposi¢do a uma
substancia toxica. Desse modo, a presenca de micronucleos, tem sido interpretada
como indicadora de acdo clastogénica e aneugénica (Fernandes et al., 2007; Fernandes
et al., 2009; Bernardes et al, 2015).
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A aderéncia cromossdmica € um indicador da influéncia toxica no material
genético, sendo provavelmente irreversivel. Essa alteracdo € um tipo de anormalidade
nas proteinas histdnicas da cromatina e ndo o proprio DNA, sendo irreversivel e
considerada um indicativo de acdo aneugénica e/ou clastogénica, geralmente determina
a morte celular (Fernandes et al., 2009; Freitas et al., 2016). A aderéncia cromossoémica
pode desencadear outras alteracbes como pontes e micronucleos, j& que o0s
cromossomos tendem a permanecer juntos e, quando separados, sofrem rupturas
cromossémicas (Fernandes et al., 2009; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016).

A acdo clastogénica também pode ser indicada pela presenca de fragmentos
cromossémicos, decorrentes de quebras nos cromossomaos, tal alteracéo pode favorecer
a formacdo de pontes cromossdmicas, devido a auséncia da regido telomérica
(Fernandes et al., 2007; Fernandes et al., 2009; Freitas et al., 2016).

Outra area de pesquisa, que se iniciou com o desenvolvimento de marcadores
moleculares, é a analise da genotoxicidade das substancias. Esse estudo se baseia na
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para avaliacdo dos fragmentos de DNA
amplificados, por meio de alteracfes no padrao de eletroforese, ja que mudancas no
DNA afetam a ligacdo do primer ao DNA. Detectando assim, o potencial do
componente teste em causar mutacdes, danos e distor¢cdes na estrutura do DNA.
Apresentando-se como uma metodologia eficiente para avaliacdo de agentes
genotdxico (Atienzar et al., 2002; Atienzar, Jha, 2006; Noel, Rath, 2006).

Para a realizacao dos testes de toxicidade é importante que o modelo vegetal teste
apresente ciclo de vida curto. Dentre os organismos teste vegetal, a alface (Lactuca
sativa), uma eudicotileddnea, ¢ recomendada para testes de toxicologia ambiental
(Silveira et al., 2017). Esta espécie é bastante pesquisada inclusive em programas de
melhoramento e sdo conhecidos seus sistemas hormonais e quimicos, suas caracteristicas
moleculares e fisioldgicas, e, suas respostas ambientais e nutritivas, além disso é a
horticola mais produzida no mundo (Iso, 1995; Ferreira, 2007; Monteiro et al., 2009; Fao,
2011; Pereira et al., 2013).

Varias pesquisas que comparam espécies vegetais, dentre elas a L. sativa, em teste
de toxidade, incluindo citotoxicidade, fitoxicidade e genotoxicidade, concluiram que esta
espécie é um modelo muito sensivel, tornando-a eficaz neste tipo de estudo (Pinheiro et
al., 2015; Silveira et al., 2017).

A alface é uma espécie diploide (2n=2x=18) que além das vantagens acima

citadas, ainda possui cromossomos relativamente grandes, favorecendo as anélises
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microscopicas; € barata e facilmente encontrada em casas rurais; possui muitas sementes,
sendo essas pequenas, 0 que facilita pesquisas em laboratério, por ocupar pouco espago
e se desenvolver rapido (Andrade et al. 2010; Andrade-Viera et al. 2014; Aragéo et al.
2015; Pinheiro et al., 2015, Silveira et al., 2017).

Outra espécie vegetal modelo em teste de toxicidade € a Sorghum bicolor (sorgo).
Trata-se de uma monocotileddnea, autbgama, que apresenta crescimento rapido, sendo

utilizada em pastagens para alimentagdo animal (Araucéria Sementes, 2010).
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CAPI'TULO,l ~TOXICIDADE DO TIMOL, CARVACROL E SEUS ACIDOS
FENOXIACETICOS EM Lactuca sativa E Sorghum bicolor

1. INTRODUCAO

O crescimento populacional tem provocado o aumento da demanda por alimentos.
Este fator foi determinante para a modernizacgao da agricultura no século XX, através do
emprego de méaquinas agricolas, uso de fertilizantes e de defensivos quimicos. Essas
inovacOes foram primordiais para o sucesso na produtividade agricola ao longo dos anos
(Vieira Filho et al., 2009; Yang & Zhu, 2013).

Ap0s a segunda guerra mundial, quando foi descoberto o herbicida auxinico 2,4-
D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético), os defensivos agricolas comecaram a ser aplicados
em diferentes setores da agricultura. Devido aos ganhos na producdo agricola, como
aumento da produtividade e diminuicao dos custos de producdo, a utilizacao de herbicidas
passou a ter um grande destaque no cenario agrario mundial, principalmente no controle
de plantas daninhas. Assim, no ano de 2015, eles representavam aproximadamente 50%
de todo agrogquimico aplicado no Brasil (Tavella et al., 2012; Fagundes et al., 2015).

Entretanto, pesquisas relacionadas a toxicologia dos agrotoxicos, tém
demonstrado seus efeitos danosos em humanos e ao ambiente. Eles podem causar
modificagdes no DNA, acarretando em canceres e/ou teratogénese (Boccolini et al.,
2013). Além disso, o0 uso de herbicidas em determinadas espécies, mostra-se menos
eficiente uma vez que sua aplicacdo com o tempo vem selecionando variedades
resistentes, podendo acarretar na inviabilizacdo de determinados herbicidas (Ribeiro,
2011; Fagundes et al., 2015).

Visando minimizar os danos ambientais e 0s impactos negativos a saude humana,
uma alternativa ao uso dos herbicidas sintéticos ¢é a aplicacdo de compostos naturais com
atividades bioldgicas. Sdo descritos na literatura varios produtos naturais que apresentam
potencial para serem utilizados no controle de plantas daninhas, como timol e o carvacrol
(Ultee et al., 1999; Gill e Holley, 2006; Zhou et al., 2007; Azirak e Karaman, 2008;
Kordali et al., 2008; Undeger et al., 2009; Ait-Ouazzou et al., 2013; Pinheiro et al., 2015).

Uma outra alternativa é a obtengdo e o emprego de compostos semissintéticos,
derivados de compostos naturais com elevada atividade bioldgica. Para que tais objetivos
sejam alcancgados, os bioherbicidas e seus derivados devem ser eficientes e acessiveis
(Souza Filho et al., 2006).

Diante do potencial para uso no controle de plantas daninhas das moléculas timol

e carvacrol, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do carvacrol, do timol e dos seus



28

respectivos acidos fenoxiacéticos semissintéticos (Figura 1), no desenvolvimento inicial
de sementes e no DNA de Lactuca sativa e Sorghum bicolor, além de avaliar a atuagéo
destes compostos no ciclo mitdtico de células meristematicas de raizes de L. sativa.

OH OCH,COOH
ﬁ\( J\& ﬁY )YEHCOOH
Carvacrol (1) Timol (2) Acido carvacroxiacético (3)  Acido timoxiacético (4)

Figura 1. Estrutura quimica dos fendis naturais carvacrol (1) e timol (2), e, de seus
derivados semissintéticos acido carvacroxiacético (3) e acido timoxiacetico (4).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes comerciais de L. sativa L. var. Monica e marca Feltrin

e sementes de S. bicolor L. Moench da marca BR seeds, adquiridas em casa rural.
2.2 Procedimentos Experimentais Gerais

Os éacidos fenoxiacéticos foram sintetizados no Laboratdrio de Quimica (LQO04)
do CCENS da UFES (Alegre-ES). Os fendis usados nos testes biolégicos (timol e
carvacrol) foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich, assim como a acetona (P.A.)
usada nas reacbes e o éter dietilico (P.A.) usado na purificacdo dos compostos
sintetizados. A agua purificada por osmose reversa foi usada nas reacdes e nas solucdes
usadas nos experimentos.

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H foram realizadas no
Laboratorio LabPetro da UFES (Vitdria-ES) no espectrometro da marca Varian, modelo
VNMRS 400, operando com um campo magnético de 9,4 T, utilizando uma sonda 5 mm
BroadBand1H/19F/X realizadas a temperatura de 25 °C. O solvente usado nas anéalises
foi o CDCls.

2.3 Obtencao de &cidos fenoxiacéticos a partir de fendis naturais
Os &cidos timoxiacético (Figura 1-4) e &cido carvacroxiacético (Figura 1-3) foram
preparados seguindo a mesma metodologia. Como exemplo, para o preparo do acido
timoxiacético, inicialmente, preparou-se uma solucdo de cloroacetato de sddio (8,37

mmol; 0,783 g), dissolvendo o &cido 2-cloroacético (8,37 mmol; 0,791 g) em agua
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destilada (8 mL) e acetona (2 mL), e seguidamente resfriou-se a solucdo em banho de
gelo. Posteriormente, adicionou-se hidroxido de sédio (NaOH) sob agitacéo, até o pH ser
ajustado em 9-10. Em seguida, usando um bal&o bitubulado de fundo redondo acoplado
a um condensador, preparou-se uma mistura de NaOH (7,37 mmol; 0,295 @), agua
destilada (40 mL) acetona (10 mL) e timol (6,70 mmo; 1,005 g). A referida mistura foi
agitada por vinte minutos sob aquecimento a 100 °C. Ap6s os vinte minutos de
aquecimento, o cloroacetato de sodio preparado previamente foi adicionado gota a gota a
mistura. A solucéo reagente foi mantida sob aquecimento e deixada sob refluxo por 24 h.
Apbs o resfriamento a temperatura ambiente, o valor de pH da mistura foi acidificado
para 1-2 com &cido cloridrico diluido (HCI), sob banho de gelo, demonstrado na figura 2
(Yan et al.,2014 com adaptacgdes).

OH i) NaOH(ag.)

N i) CICH,COONa QCH,COOH
|/ sob aquecimento | X
RTNF iii) H*/H,0 R//
Fenol Natural Acido fenoxiacético
(Carvacrol ou timol) (Acido carvacroxiacético ou

Acido timoxiacético)

Figura 2. Reacdes usadas na obtencdo de &cidos fenoxiacéticos a partir de fendis naturais.

Apds essa etapa, 0 material obtido foi purificado por extracdo liquido-liquido com
solventes quimicamente ativos. O material foi dissolvido em 30 mL de éter etilico, em
seguida, colocado em um béquer de 250 mL, resfriado em banho de gelo e entdo,
adicionou-se uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio (NaHCO3) até pH alcalino.
Essa mistura foi transferida para um funil de separacdo, onde foram separadas as fases
organica e aquosa. Foi realizada nova extracdo, usando 30 mL de éter dietilico e,
novamente, foi coletada a fase aquosa. A fase orgénica foi devidamente descartada e as
fases aquosas foram agrupadas em um erleynmeyar, que foi colocado sob banho de gelo
e, em seguida acidificada com &cido cloridrico concentrado (HCI) até pH~1-2. O material
obtido foi novamente levado para um funil de separacéo onde foi lavado com 2 x 20 mL
de agua destilada. A fase aquosa foi descartada e a fase organica obtida foi secada com
sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi evaporado.

Acido timoxiacético (3) (liquido marrom). RMN de 1H (500 MHz, CDCI?3)
8/ppm: 1,21 (d, 6H, J=8,5 Hz, 2xCH3); 2,30 (s, 3H, CH3); 3,34 (sept, 1H, J=8.,5 Hz, CH);
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4,64 (s, 2H, CH2-COOH); 6,56 (s, 1H, Ar-H), 6,81 (1H, J=9,5 Hz, Ar-H), 7,13 (d, 1H,
J=9,5 Hz, Ar-H).

Acido carvacroxiacético (4) (cristal marrom). RMN de 1H (500 MHz, CDCI3)
8/ppm: 1,20 (d, 6H, J=8.5 Hz, 2xCH3); 2,20 (s, 3H, CH3); 2,82 (sept, 1H, J=8,5 Hz, CH);
4,53 (s, 2H, CH2-COOH); 6,59 (s, 1H, Ar-H); 6,79 (1H, J=9,5 Hz, Ar-H); 7,04 (1H, J=9,5
Hz, Ar-H).

2.4 Teste de Fitotoxicidade
Sementes de L. sativa e de S. bicolor foram utilizadas como modelos vegetais de
eudicotiledénea e monocotileddnea, respectivamente. A germinacdo e avaliagdes foram
realizadas de acordo com Pinheiro et al. (2015), sendo as solugdes testes carvacrol (1),
timol (2), acido carvacroxiacético (3) e acido timoxiacético (4), aplicadas em quatro
concentracdes (3mmol.LL; 1,5mmol.L; 0,75mmol.Lt; 0,375mmol.Lt). Como controle
negativo utilizou-se o solvente utilizado no preparo das solucdes foi: 4gua + acetona 2%

+ Tween 0,05% e, como controle positivo foi utilizado o herbicida comercial glifosato.

2.5 Teste de Citotoxicidade
Para coleta, fixacdo e andlise das raizes seguiu-se o protocolo descrito por Aragao
et al. (2015). Foram avaliadas as variaveis indice mitético (IM), alteracdes
cromossémicas (AC), alteracGes nucleares (AN) e a frequéncia de cada AC, sendo elas:
c-metafase (Figura 3.a), ponte (Figura 3.e e Figura 3.g), aderéncia, poliploidizacédo
(Figura 3.a), quebrado (Figura 3.g) e perdido (Figura 3.f), de acordo com Aragao et al.
(2015).
2.6 Teste de Genotoxicidade
Utilizando-se o DIC (delineamento inteiramente casualizado) montou-se um
experimento composto de 5 tratamentos (carvacrol 3mmol.L?; acido carvacroxiacético
3mmol.Lt; 2,4-D 3mmol.L; 4gua destilada e solvente), com 5 repeticbes. Para
tratamento e obtencdo das raizes seguiu-se o protocolo proposto por Bernardes et al.
(2015
A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo proposto por Doyle
e Doyle (1990) com modificacdes. O tampédo de extracdo foi previamente preparado,
contendo para cada amostra: 0,28mL de NaCl 5mol/L; 0,1mL de Tris-HCI pH 8,0 Imol/L;
0,03mL de EDTA pH 8,0 500mmol/L; 10mg de PVP; 0,4mL de CTAB 5%; 2uL de B-

mercaptoetanol e 0,588mL de agua ultra-pura.
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Figura 3. Células meristematicas de Lactuca sativa tratada com carvacrol, timol, acido
carvacrol, &cido timol, dicamba, solvente e glifosato. (a) C-metéfase poliploide, (b)
metafase normal, (c) anafase normal, (d) tel6fase normal, (€) ponte e micronucleo (seta),
(f) cromossomo perdido (seta), (g) ponte e fragmento (seta), (h) interfase com
micronucleo (seta).

Imediatamente apds a maceracao, adicionou-se 700uL de tampao nos microtubos
iniciando-se o protocolo de extracdo. Seguidamente, as amostras foram colocadas por
alguns segundos no vortex e em seguida em banho-maria a 65°C por 30 min, realizando
a homegenizacdo das amostras a cada 10 min. Apos esta etapa de aquecimento, as
amostras foram retiradas do banho-maria e adicionou-se 650uL de cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1 (CIA). Homogeneizou-se novamente as amostras e centrifugou-as a
9,6xG por 9 min. A fase aquosa foi transferida para um outro microtubo de 2mL,
adicionando 200uL de tampdo de extracdo juntamente com 650puL CIA. As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 9,6xG por 9 min novamente. A fase aquosa foi
coletada e transferida para um novo microtubo, adicionando-se 650uL CIA e
centrifugando a 9,6xG por 9 min, repetiu-se essa Ultima etapa mais uma vez. Para
precipitar o DNA, coletou-se 600uL da fase aquosa, adicionou-se 0 mesmo volume de
isopropanol gelado e 230uL de acetato de aménio gelado. Centrifugou-se a 9,6xG por 9
min. Lavou-se o precipitado 3 vezes com 250 pL de etanol 70%. Apo6s a lavagem, 0s

microtubos foram colocados abertos e virados para baixo em um papel filtro até secarem.
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Para ressuspencdo do DNA, adicionou-se 40 pL de TE + 40 pg/mL de RNAse e
acondicionou os microtubos em banho-maria 37°C por 30 min. Ao findar o periodo de
ressuspencao, os DNAs foram armazenados a 4°C. A quantificagdo das concentracdes dos
DNAs obtidos foi efetuada no aparelho Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific).

Ap0s quantificacdo e analise da qualidade do DNA, as amostras de DNA foram
diluidas para a concentracdo de 25ng/pL, o restante do material foi acondicionado a -
20°C. As PCR foram realizadas utilizando 7 primers ISSR (807,808, 809, 810, 814, 834
e 836) previamente selecionados da “UBC primer set 100/9” (University of British
Columbia). Estes primers foram empregados para se avaliar os danos induzidos pelas
moléculas teste no DNA das plantas modelo.

As PCR foram feitas com um volume final de 20pL, contendo para cada amostra:
2uL de tampédo 10X; 1puL de MgCl 50mM; 2uL de dNTP 10mM; 0,2uL de Taqg 5U/uL,;
6,8uL de agua ultra-pura; 2uL de primer 2uM; 1uL de BSA e 5uL de DNA. As reacfes
de amplificacdo dos primersISSR foram feitas em termociclador BIO-RAD,seguindo as
seguintes condic¢des de amplificacdo: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 min; 35 ciclos
de 94°C — 45 segundos, 52°C — 45 Segundos e 72°C — 1 min e 30 Segundos e; extensdo
final 72°C por 7 min. Os produtos da PCR foram analisados em géis de agarose 2%,
corados com brometo de etideo e fotografados sob luz UV, utilizando o
fotodocumentador (Bio-Rad®, Molecular Imager® Gel Doc™ XR System)

Os efeitos provocados pela exposicdo as moléculas teste foram avaliados pela
presenca e/ou auséncia de bandas nos geis, em compara¢do com 0s controles negativos,
seguindo a codificacdo 1 para a presenca de banda e 0 para a auséncia de banda. Esses
dados foram utilizados para calcular o parametro, referente a estabilidade gendmica,
Genomic template stability % (GTS):

GTS (%) = 1- (a/n) x 100

Onde: a - representa o numero medio de bandas polimoérficas encontradas em cada
amostra exposta a molécula teste; n - representa o numero total de bandas no controle.

O célculo deste parametro foi realizado para cada molécula testada e para cada
primer. Baseando nesses dados para cada primer por tratamento, posteriormente,
calculou-se a média geral de todos os primers para cada molécula teste, de modo que cada

primer foi calculado como repeticdo para a analise estatistica.
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2.7 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos com as anélises de fitotoxicidade e citotoxicidade foram
submetidos a andlise de variancia e as médias ao teste de Dunnett a 5% de significancia.
Esse teste foi escolhido por ser o mais indicado para comparar tratamentos com controles
(Bernardes et al., 2015).

Os resultados dos polimorfismos encontrados com o teste de genotoxicidade
foram submetidos 8 AMOVA e ao teste de similaridade de coincidéncia simples, sendo
0s agrupamentos efetuados por projecdo 2D. Enquanto os dados obtidos a partir da
avaliacdo de GTS, foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste de Dunnett (p

< 0,05). Todas as andlises foram realizadas no programa estatistico GENES (Cruz, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese dos acidos fenoxiacéticos

Os acidos fenoxiacidos (3) e (4) foram obtidos com rendimentos de 59 e 60%,
respectivamente. A sintese de acidos fenoxiacéticos ja é bem estabelecida na literatura,
desde a obtencédo do 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) que foi o primeiro herbicida
dessa classe a ficar conhecido, relatada durante a Segunda Guerra Mundial (Cremlyn,
1991). Contudo, dados relacionados a sintese dessa classe de compostos usando como
material de partida fendis naturais sdo escassos.

Os compostos obtidos (3) e (4) foram caracterizados por RMN de *H, de acordo
com os sinais apresentados nos espectros foi possivel confirmar a formacdo dessas

substancias.

3.2 Fitotoxicidade
Nos ensaios macroscopicos foram avaliados a porcentagem de germinacédo (%G),

indice de velocidade de germinacdo (IVG), crescimento radicular (CR), crescimento
aéreo (CA) e indice de vigor (IV). As sementes, das duas plantas modelo, tratadas com
carvacrol (1) e acido carvacroxiacético (3) sofreram inibicdo gradual, de acordo com o
aumento das concentracdes de aplicacdo em todas as caracteristicas avaliadas (Tabelas 1
e 2, Figura 4). E interessante ressaltar que o carvacrol (1) na concentraco de 3 mmol.L-
! foi mais eficaz na inibicdo de parametros relacionados a germinagdo do sorgo do que
os herbicidas comerciais testados (Tabela 1 e Figura 3), evidenciando seu potencial
bioherbicida. Os resultados encontrados por Pinheiro et al. (2015), corroboram com 0s

atuais, entretanto as concentragdes testes foram diferentes.
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Tabela 1 — Fitotoxicidade de diferentes concentragdes (mmol.L?) dos fendis Carvacrol e
Timol e seus respectivos acidos fenoxiacéticos, frente o desenvolvimento inicial de Sorgo
bicolor.

Moléculas mmol.L™ %Ger CR CA VG
3 58,40c 1,74b 5,15a 3,22¢
Carvacrol 15 95,20ab 7,32a 4,28¢c 6,95ab
1) 0,75 98,40ab 8,76a 7,61a 7,35ab
0,375 93,60ab 8,18a 6,59a 6,96ab
Acido 3 94,40ab 3,81c 3,96¢ 6,87ab
Carvacrox 15 99,20ab 4.73c 5,18a 7,57ab
iacético 0,75 96,80ab 6,28¢C 4 47c 7,08ab
(3) 0,375 92,80ab 7,39 6,32a 7,57ab
3 88,00b 3,62b 7,40a 5,86ab
Timol (2) 15 93,60ab 7,06a 6,68a 7,39ab
0,75 92,00ab 7,68a 5,43a 7,29ab
0,375 95,20ab 8,02a 3,90b 7,66ab
Acido 3 96,00ab 9,16a 5,24a 6,84ab
Timoxiacé 15 92,80ab 8,22a 5,22a 7,09ab
tico (4) 0,75 92,00ab 8,86a 3,81b 6,60ab
0,375 91,20ab 8,58a 5,42a 6,58ab
3 90,40ab 1,11c 0,48b 6,26ab
2 4-D 15 95,20ab 0,98¢ 0,37b 6,55ab
' 0,75 96,80ab 1,08c 1,36b 6,51ab
0,375 96,00ab 1,52b 1,86b 6,50ab
3 97,60ab 0,99c¢ 0,00b 6,57ab

Dicamba 15 85,60c 0,93c 0,35b 6,04c
0,75 88,80b 1,18b 0,74b 6,71ab
0,375 91,20ab 1,43b 1,22b 6,92ab

Solvente - 97,60a 8,68a 7,04a 7,21a
Glifosato - 96,00b 1,77b 0,92b 7,25b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de
acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras diferentes
representam diferenga, de acordo com o teste. Onde: %Ger representa porcentagem de
germinacdo, CR representa o crescimento radicular, CA representa o crescimento aéreo e
IVG representa o indice de velocidade de germinacao.
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Tabela 2 —Fitotoxicidade de diferentes concentragdes (mmol.L?) dos fenois Carvacrol e
Timol e seus respectivos acidos fenoxiacéticos, frente o desenvolvimento inicial de
Lactuca sativa.

Moléculas mmol.L? %Ger CR CA IVG
3 16,80c 0,37c 0,00c 0,93c

Carvacrol 15 64,00b 4,47ab 1,99b 471b
1) 0,75 86,40ab 8,87a 9,30a 6,05ab
0,375 92,00ab 9,91c 11,80a 7,68ab

Acido 3 1,60c 0,01c 0,00c 0,07c
Carvacrox 1,5 4.80c 0,02¢c 0,00c 0,24c
iacético 0,75 20,80c 0,11c 0,00c 0,97c
(3) 0,375 51,20c 0,64c 1,34b 2,23c

3 22.40c 0,46¢ 0,00c 1,11c

Timol (2) 15 79,20ab 5,77ab 0,34b 5,42b
0,75 94,40a 8,08a 1,03b 7,35ab
0,375 84,00ab 7,78a 4,08b 7,41ab

Acido 3 80,00ab 5,52ab 2,58b 4.98b
Timoxiacé 15 84,00ab 6,53a 4.65b 5,38b
tico (4) 0,75 93,60a 10,29c 3,78b 6,30ab
0,375 84,00ab 8,23a 4.16b 5,87ab

3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

2 4-D 15 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

! 0,75 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c
0,375 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

Dicamba 15 8,00c 0,03c 0,00c 0,40c
0,75 39,20c 0,74c 0,10c 2,25¢c

0,375 71,20b 0,75c 0,30c 5,13b

Solvente - 90,40a 6,78a 10,94a 8,04a
Glifosato - 77,60b 3,42b 3,53b 5,37b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de
acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras diferentes
representam diferenga, de acordo com o teste. Onde: %Ger representa porcentagem de
germinacdo, CR representa o crescimento radicular, CA representa o crescimento aéreo e
IVG representa o indice de velocidade de germinacao.
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Figura 4. Fitotoxicidade das moléculas carvacrol (1), timol (2), &cido carvacroxiacético
(3), &cido timoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em
sementes e plantulas: (A) Sorghum bicolor e (B) Lactuca sativa. Os nimeros na legenda
da figura representam as concentrag@es, em mmol.L™, avaliadas das moléculas.

Ait-Ouazzou et al. (2013), avaliaram os efeitos do carvacrol nas concentracdes de
0, 25, 50, 100 e 200uL.L?, concluindo seu efeito toxico, a partir da concentracio de 25
uL.L?, para células de Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Nesse estudo, os
autores também concluiram que doses subletais do carvacrol causam danos nas
membranas celulares. Quando as células foram submetidas ao choque térmico antes do
tratamento com carvacrol, os prejuizos celulares foram menores. Além disso, 0s autores
observaram, a partir de um ensaio de requisitos biossintéticos, que as células danificadas
pelo carvacrol necessitavam de energia, lipidios e proteinas para reparar os danos,
promovendo a sua sobrevivéncia. Tal efeito na membrana pode ter ocorrido nas células
vegetais, sendo responsavel pela inibicdo do desenvolvimento das plantulas. Porém, os
resultados demostram que o carvacrol pode ser mais toxico para algumas celulas vegetais
em comparagdo com a toxicidade provocada por este composto em bactérias, j& que a

maior concentracéo teste utilizada neste estudo foi de 3mmol.L*, ou seja, muito inferior
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a aplicada nas bactérias, e mesmo assim foram observados os efeitos toxicos.

Gill e Holley (2006), observaram que o carvacrol na concentragdo de 5 ou
10mmol.L* provocaram a inibicdo da enzima adenosina trifosfatase (ATPase), sendo esta
enzima responsavel por catalisar a quebra da molécula adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina difosfato (ADP) mais fosfato inorganico. O ATP € conhecido como a moeda
energética da célula, pois a reacdo catalisada pela ATPase libera energia para a célula
(Taiz e Zeiger, 2013). Tal efeito pode explicar os resultados encontrados no presente
trabalho, onde foi observado inibicdo dos parametros relacionados a germinacgéo, pois a
producdo de ATP a partir da respiracéo celular e a realocacdo de biomassa sao de extrema
importancia para o desenvolvimento das plantas, j& que todos 0s processos anabolicos
dos seres vivos envolvem o gasto de ATP.

De acordo com Ultee et al. (1999), o carvacrol tem preferéncia pela fase
hidrofobica, exercendo efeito na integridade e no potencial da membrana citoplastica,
afetando consequentemente o gradiente idnico. Diminuindo dessa maneira, a produgéo
de ATP pela ATPsintase, podendo acarretar a morte celular. O processo de fosforilagéo
oxidativa, ou seja, a sintese de ATP via ATPsintase, requer a integridade das membranas
citoplasmaticas e mitocondriais, em procariotos e eucariotos, respectivamente, uma vez
que ele depende da forca préton- motora gerada pela ejecdo de prétons durante o
transporte de elétrons.

O timol (2) e seu derivado semissintético (4) se mostraram fitotoxicos em
diferentes concentracdes, devido a inibicdo da germinacdo e do crescimento de sementes
de monocotiledbnea e dicotiledonea (Tabelas 1 e 2, Figura 4). Zunino e Zygadlo (2004),
relataram que o timol também inibiu o crescimento de uma monocotileddnea (milho), e
que esta inibicao foi decorrente da producdo de espécies reativas de oxigénio, estimulada
pelo timol, com a consequente modificacdo nos lipidios da membrana.

Apesar da inibigdo do crescimento dos dois modelos vegetais, observou-se que
em alface foi mais expressivo (Tabelas 1 e 2, Figura 4). Amri et al. (2013), relataram que
geralmente eudicotileddneas sdo mais sensiveis a monoterpenos do que
monocotileddneas. Pinheiro et al. (2015), pesquisando o efeito do 6leo essencial de P.
amboinicus e de seus componentes majoritarios carvacrol e timol, concluiram que os trés
componentes testados apresentaram efeito no desenvolvimento tanto da alface quanto do
sorgo, porém os resultados na alface, assim como no presente trabalho, foram mais
expressivos.

Da mesma forma que o 2,4-D, o acido do timoxiacético (4), se mostrou com



38

carater seletivo, pois apresentou efeito apenas na eudicotiledénea (Shano et al., 2013).
Tal efeito foi observado em todas as concentrac@es utilizadas neste estudo, e as variaveis
mais afetadas foram o0 CA e 0 IVG (Tabela 2).

Esse efeito inibitorio da germinacdo e do crescimento, provocado pelo
monoterpeno timol, também ja foi estudado e encontrado em espécies de plantas daninhas
(Azirak e Karaman, 2008). De acordo com Kordali et al. (2008), a inibi¢do da germinacao
de espécies de daninhas foi comparada com a supressdo da germinacdo promovida pelo
herbicida sintético 2,4-D, de maneira que a inibicdo promovida pelo timol foi tdo grande

quanto a do 2,4-D. Isso demonstra o seu potencial para aplicagdo como bioherbicida.

Um estudo relacionado ao efeito bactericida do timol mostrou que 0 mesmo inibe
o desenvolvimento da bactéria S. typhimurium. Além disso, os autores também estudaram
o efeito sinérgico do timol com seu isémero carvacrol. A partir desse experimento, foi
possivel concluir que essas duas moléculas, quando associadas, provocaram o0 mesmo
efeito inibitorio, porém em uma concentracdo muito menor do que a necessaria com 0s

mesmos componentes isolados (Zhou et al., 2007).

Portanto, os resultados encontrados nesse estudo podem estar relacionados,
basicamente, com a capacidade que 0s monoterpenos apresentam de atuar na integridade
da membrana celular, provocando uma mudanca no estado de fluidez da membrana. De
acordo com Zunino e Zygadlo (2004), os monoterpenos atuam nos fosfolipidios da
membrana, aumentando a razao entre 0s acidos graxos insaturados e os saturados, o que
determina na alteracdo do arranjo fisico da membrana. Eles ainda ressaltam que tal
comportamento pode estar relacionado com uma tentativa de manter a integridade da
membrana, pois as ligagBes insaturadas mantém a fase cristalina liquida da membrana,
impedindo a peroxidacdo lipidica, sendo uma resposta encontrada em plantas submetidas
a estresse hidrico e oxidativo, causando varios distdrbios em processos fisioldgicos e
bioquimicos (Amri et al., 2013). Assim, 0 mecanismo de a¢do dos monoterpenos esta
relacionado ao estresse oxidativo na planta. Um dos resultados da perda da integridade
da membrana é o vazamento de eletrolitos e perda da seletividade da membrana. De
acordo com Anazetti e Melo (2007), o vazamento de eletrdlitos e as trocas ibnica
indiscriminadas, determinam no desbalanceamento do pH celular e na concentracdo dos
ions. Essa variacdo pode inibir a sintese de ATP e aumentar a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), o que pode ocasionar a ruptura de membranas determinando
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na necrose celular.

3.3. Citotoxicidade
Para as andlises de citotoxicidade foram utilizados ensaios microscopicos para

avaliar o indice mitotico (IM), as alteracdes cromossdémicas (AC), as alteracdes nucleares
(AN), a frequéncia de micronucleos (MN) e as frequéncias de cada tipo de AC observada
(cromossomos perdidos, cromossomos aderentes, fragmentos cromossomicos, pontes
cromossémicas, c-metafases e poliploidizagdo cromossémica).

As varidveis IM e AN estdo relacionadas com a morte celular, entretanto so foi
observada diferenca significativa do controle negativo na AN (Tabela 3 e Figura 5).
Pinheiro et al. (2015), também encontraram aumento na quantidade de AN, proporcional
ao aumento da concentracao teste de carvacrol, entretanto esse resultado foi acompanhado
de reducdo do IM. A manutencdo do IM no presente estudo pode estar relacionada com a
concentracdo teste de carvacrol que é bem menor do que a utilizada por Pinheiro et al.
(2015).
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Figura 5. Citotoxicidade das moléculas carvacrol (1), timol (2), &cido carvacroxiacético
(3), acido timoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em células
meristematicas de Lactuca sativa. Os numeros na legenda da figura representam as
concentragdes, em mmol.L?, avaliadas das moléculas.

As AN podem ser expressas tanto por MN quanto por ndcleos condensados.
Entretanto, apesar da presenca de ambos, observou-se com maior frequéncia a presenca

de ndcleos condensados. Os nucleos condensados sdo a representacdo citologica do
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processo de morte celular (Andrade Vieira et al., 2011; Andrade-Vieira et al., 2012), que
como descrito anteriormente pode ser decorrente dos efeitos do carvacrol na
permeabilidade da membrana e na enzima ATPase.

Apesar de ndo ter sido observada diferenciacdo estatistica na quantidade de AC
(Tabela 3), quando comparado com os controles negativos, as frequéncias de fragmentos
cromossomicos e cromossomos perdidos aumentaram (Tabela 3 e Figura 6). De acordo
com Andrade et al. (2008), o aparecimento de MN pode estar relacionado com essas
alteracdes, ja que os MN se formam a partir de fragmentos acéntricos de cromossomos
ou de cromossomos inteiros que ndo sao divididos corretamente para as células filhas.
Essa méa divisdo pode resultar em apoptose devido a delecdo de genes primarios ou a

perda cromossomica.
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Figura 6. Frequéncia das alteracbes cromossdmicas observadas em células meristeméticas
de Lactuca sativa tratadas com carvacrol (1), timol (2), acido carvacroxiacético (3), acido
timoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em células
meristematicas de Lactuca sativa. Os numeros na legenda da figura representam as
concentragdes, em mmol.L?, avaliadas das moléculas.

A partir da frequéncia de AC é possivel avaliar o mecanismo de a¢do da molecula
no ciclo celular. Assim, o aumento de pontes e dos fragmentos cromossdmicos (Figura
3.9), que sdo originarios das quebras de cromossomos, demonstram o efeito clastogénico

do carvacrol, ou seja, a acdo da molécula diretamente no DNA do individuo.
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Tabela 3. Parametros das divisdes mitéticas de Lactuca sativa tratada com diferentes concentragdes (mmol.L™) dos fenois carvacrol e timol e
seus derivados acido fenoxiacético semissintéticos. Onde: IM% porcentagem do indice mitotico, AC% representa a porcentagem de alteragdes
cromossOmicas por total de células, AN% porcentagem de alteracdes nucleares por total de células, MNC% porcentagem de micronucleos por
total de células, Perdido% porcentagem de cromossomos perdidos por células em divisdo, Frag% porcentagem de fragmentos cromossémicos
por células em divisdo, Aderente% porcentagem de cromossomos aderentes por células em divisdo, C-Met% porcentagem de c-metafases por
células em divisdo, Ponte% porcentagem de pontes por células em divisdo e C-Poli% porcentagem de poliploidizacdo cromossdémica por
celulas em divisao.

Moléculas mmol.L?  IM% AC% AN% MNC% Perdido% Frag% Aderente%  C-Met% Ponte% C-Poli%
3 8,54a 0,76ab 5,70c 0,00ab 0,06ab 0,10ab 0,22ab 0,16ab 0,16a 0,00ab
Carvacrol 15 10,38a 1,42¢c 1,38a 0,10ab 0,10ab 0,46¢ 0,34ab 0,24ab 0,14ab 0,04ab
(1) 0,75 9,21a 1,40c 0,92a 0,16ab 0,16ab 0,30c 0,28ab 0,16ab 0,34 0,00ab
0,375 10,03a 0,72ab 1,21a 0,04ab 0,06ab 0,12ab 0,32ab 0,02ab 0,16a 0,00ab
Acido 3 0,32c 0,06ab 18,78c 0,02ab 0,00ab 0,00ab 0,00a 0,02ab 0,02ab 0,00ab
Carvacrox 1,5 1,96¢ 0,24ab 20,44 0,00ab 0,00ab 0,04ab 0,06a 0,10ab 0,00ab 0,04ab
iacético 0,75 1,94c 0,40ab 15,85b 0,22ab 0,00ab 0,02ab 0,04a 0,10ab 0,00ab 0,02ab
(3) 0,375 6,34b 0,62ab 7,64c 0,06ab 0,06ab 0,10ab 0,08 a 0,16ab 0,16a 0,00ab
3 6,90b 0,58ab 4,00c 0,00ab 0,06ab 0,02ab 0,06a 0,38a 0,06ab 0,00ab
Timol (2) 1,5 8,06b 1,06ab 3,44c 0,02 ab 0,04ab 0,28¢c 0,40ab 0,20ab 0,10ab 0,02ab
0,75 7,96b 0,88ab 3,44c 0,00ab 0,16ab 0,10ab 0,48b 0,08ab 0,02ab 0,04ab
0,375 11,14a 0,88ab 1,96a 0,00ab 0,12ab 0,14ab 0,40ab 0,14ab 0,08ab 0,00ab
Acido 3 9,62a 1,20b 3,65¢ 0,00ab 0,14ab 0,12ab 0,58b 0,20ab 0,16a 0,00ab
Timoxiacé 1,5 10,92a 0,78ab 3,562¢ 0,00ab 0,02ab 0,08ab 0,40ab 0,20ab 0,08ab 0,00ab
tico (4) 0,75 9,80a 0,76ab 1,94a 0,00ab 0,04ab 0,10ab 0,34ab 0,08ab 0,20a 0,00ab
0,375 10,02a 1,10ab 2,48a 0,00ab 0,08ab 0,26ab 0,52b 0,18ab 0,06ab 0,00ab
15 2,00c 0,68ab 35,38¢ 0,32 ab 0,06ab 0,06ab 0,20ab 0,04ab 0,00ab 0,00ab
Dicamba 0,75 2,90c 0,70ab 14,90b 0,28ab 0,04ab 0,06ab 0,16ab 0,12ab 0,04ab 0,00ab
0,375 3,02¢c 0,44ab 13,98b 0,08ab 0,06 ab 0,08ab 0,12ab 0,08ab 0,02ab 0,00ab
Solvente - 10,06a 0,47a 0,45 a 0,00a 0,10a 0,06a 0,14a 0,10a 0,06a 0,00a
Glifosato - 6,41b 0,68b 12,62b 0,10b 0,04 b 0,06b 0,42b 0,06b 0,00b 0,00b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanga significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas
por letras diferentes representam diferenca, de acordo com o teste.
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A partir da frequéncia de AC ¢ possivel avaliar o mecanismo de acdo da moléecula
no ciclo celular. Assim, o aumento de pontes e dos fragmentos cromossomicos (Figura
3.9), que séo originarios das quebras de cromossomos, demonstram o efeito clastogénico
do carvacrol, ou seja, a acdo da molécula diretamente no DNA do individuo.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), o aumento da frequéncia de AC
representa o efeito genotoxico do agente teste, enquanto que uma elevada ocorréncia de
AN representa o efeito citotdxico. J& o acréscimo no aparecimento de MN (Figura 3.e e
3.h) se relaciona com o efeito mutagénico. Dessa forma, o carvacrol demonstrou efeito
citotoxico e genotoxico, ja que apresentou aumento nas AN e AC, enquanto o acido

carvacroxiaceético (3) apresentou efeito citotdxico, pois promoveu aumento das AN.

O efeito citotoxico do timol (2) também foi testado neste estudo, sendo encontrada
uma reducédo no IM, de modo que este se igualou estatisticamente ao das células tratadas
com o herbicida comercial glifosato (Tabela 3). Essa reducdo pode ser devido ao nimero
de células em processos de morte celular. J& que 0 mecanismo de acdo do timol favorece

€SSe Processo.

A presenca de nucleos condensados é expressa na variavel AN. Tal variavel pode
ter aumentado em virtude da elevagdo nos danos e inibicdo da sintese do DNA (Kordali
et al., 2008). Além disso, as ERO podem reagir com proteinas, lipideos e com o DNA,
promovendo danos estruturais nessas biomoléculas. Esses danos ocorridos na estrutura
do DNA podem ser mais simples, de forma que possam ser corrigidos pela célula, ou
podem ndo ser reparados determinando na formacdo de mutacdes. Quando esses erros
irreparaveis e mutacBes sdo reconhecidos pelas células, essas sofrem mudangas
morfolégicas e fisioldgicas que sinalizam para que a célula entre em apoptose. Este
mecanismo é importante para a manutencdo da saude do tecido, ja que se trata de um

processo para evitar tumores (Anazetti e Melo, 2007).

Neste estudo foi observado redugdo do IM e aumento nas AN, para as células
tratadas com timol (Tabela 3). Porém, Pinheiro et al. (2015), estudando esse mesmo
produto natural, observaram, além dos efeitos citados, o acréscimo na quantidade de AC.
Essa divergéncia no resultado provavelmente é reflexo da concentracéo teste aplicada,
pois a concentragdo utilizada no presente trabalho é inferior a testada pelos autores

supracitados.
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As ceélulas meristematicas tratadas com o &cido timoxiacético (4), apresentaram
diferenciacdo na variavel AN. Isso mostra que apesar delas estarem se dividindo, o acido
possui efeito citotdxico (Anazetti e Melo, 2007; Leme e Marin-Morales, 2009).

Apesar das AC ndo terem aumentado nos meristemas tratados com timol, a
frequéncia da AC cromossomos fragmentados, apresentou diferenciacdo quando
comparado com o controle (Figura 3.9 e Tabela 3). Isso demostra que o timol apresenta
mecanismo de acdo clastogénico. Undeger et al. (2009), também encontraram esse

mecanismo de acdo para o timol.

Ja o acido timoxiacetico (4) apresentou aumento significativo nas AC, quando
comparado com 0 controle negativo e igualdade estatistica quando comparado com o
controle positivo (Tabela 3 e Figura 6). Mostrando dessa forma, ser genotéxico (Leme e
Marin-Morales, 2009). Além disso, as células meristematicas expostas a essa molécula
semissintética, apresentaram aumento na frequéncia de cromossomos aderentes. Tal
alteracdo pode estar relacionada ao mecanismo de acdo do tipo aneugénico, quando tal
alteracdo é decorrente da interferéncia do composto nas fibras do fuso mitotico,
impedindo que 0s cromossomos se organizem durante a metafase e se dividam
corretamente durante a anafase, resultando na formacédo de células filhas diferentes da
célula mée (Andrade et al. 2008; Andrade et al. 2010; Andrade-Viera et al. 2014; Aragao
etal. 2015). Porém, as células com cromossomos aderentes pode se relacionar com efeitos
epigenéticos do composto, quando a substancia teste atua nas proteinas do tipo histona
alterando a morfologia dos cromossomos promovem a coesao entre eles, sendo tal efeito

é considerando como clastogénico (Freitas et al., 2016).

Suzuki et al. (1985), testaram a producdo de radicais livres e o efeito citotoxico de
compostos fendlicos, sendo o timol o mais efetivo para ambas as variaveis. Em um teste
realizado com varios compostos fenolicos, Kasugai et al. (1991), também observaram que
a molécula que apresentou maior efeito citotoxico, entre as moléculas testadas por eles,
foi o timol, isso porque, 0 mesmo apresentou o efeito toxico esperado, mesmo em baixas
concentragOes. Dessa maneira, tal molécula apresenta potencial para ser aplicada como

bioherbicida.
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3.4. Genotoxicidade

Para avaliar os danos no DNA, provocados pelo carvacrol (1) e pelo acido
carvacroxiacético (3), foram realizadas analises moleculares com marcadores ISSR.
Apesar do acido carvacrol ter sido mais danoso a germinacao, ao crescimento e ao ciclo
celular nos testes de fito e citotoxicidade, no teste molecular ele se mostrou tdo toxico
quanto o carvacrol e 0 2,4-D. Ja que permaneceu em um agrupamento juntamente com os
individuos tratados com tais moléculas, se diferenciando do agrupamento integrado pelos
individuos tratados com os controles negativos (Figuras 7 e 8), reforcando os efeitos de

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade anteriormente descritos.

Undeger et al. (2009), estudando os danos provocados ao DNA de células V79
pelo produto natural carvacrol, ndo encontraram diferenca significativa entre os
tratamentos e os controles negativos, diferindo dos resultados para células meristematicas
vegetal desta pesquisa. Entretanto, além das diferencas dos tipos celulares, o teste
realizado por Undeger et al. (2009), foi através do teste de cometa, enquanto o desse
estudo se deu por marcadores moleculares do tipo ISSR, diferindo dessa forma, as

metodologias de pesquisa e células teste.
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Figura 7. Projecdo 2D das amostras de sorgo tratadas com carvacrol 3mmol.L?, 4cido
carvacroxiacético 3mmol.L™, 2,4-D 3mmol.L?, solvente e 4gua (os dois Gltimos s&o os
controles negativos). *formacéo de dois grupos, sendo um grupo com os dois controles
negativos (16-25) e o outro com os tratamentos (carvacrol numeros la 5 e acido
carvacroxiacetico 6 a 10) e o controle positivo (11-15). A amostra 9 se diferenciou dos
dois grupos. Esses dados sdo sustentados pela analise da AMOVA que demonstrou
diferenca entre esses dois grupos.
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Figura 8. Projecdo 2D das amostras de alface tratadas com carvacrol 3mmol.L™, acido
carvacroxiacético 3mmol.L™, 2,4-D 3mmol.L?, solvente e 4gua (os dois Gltimos s&o os
controles negativos). *formacéo de dois grupos, sendo um grupo com os dois controles
negativos (16-25) e o outro com os tratamentos (carvacrol, nimeros 1 a 5 e &cido
carvacroxiacético, 6 a 10) e o controle positivo (11-15), sendo que a amostra 9 se
diferenciou dos dois grupos. Esses dados sdo sustentados pela analise da AMOVA que
demonstrou diferenca entre esses dois grupos.

As avaliagdes dos géis provenientes das analises dos sete primers ISSR, tanto em
S. bicolor quanto em L. sativa, demonstraram que o carvacrol provocou perdas e ganhos
de bandas, ou seja, ressaltam que o carvacrol determinou em alteragcdes nos padrdes do
DNA dos modelos vegetais, sendo tais alteracbes semelhantes as provocadas pelo
herbicida sintético 2,4-D (Figuras 1 e 2). Segundo Enan (2007), a presenca de adutos de

DNA podem estar relacionados com essa perda e ganho de bandas, pois esses adutos
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podem impedir 0 anelamento do primer, sendo a guanina a base nitrogenada que compde

0 DNA com maior propensao de sofrer esse tipo de alteragdo (Dipple, 1995).

Além disso, outro fator que pode contribuir com essa alteracdo no padrédo de
bandas é a fragmentacdo cromossémica no sitio de anelamento do primer (Enan, 2007),
sendo os fragmentos cromossémicos uma caracteristica encontrada neste estudo e descrita
anteriormente. A perda e ganho de bandas sdo alteragcfes comumente encontradas em
pesquisas que visam avaliar a instabilidade do genoma dos individuos frente a agentes

toxicos (Bernardes et al., 2015).

Para avaliacdo da estabilidade gendmica, calculou-se a porcentagem de
polimorfismo e os valores da Genomic Template Stability (GTS), que referem a
estabilidade do genoma a partir do ganho e perda de bandas (Tabelas 4 e 5), sendo que os
tratamentos se igualaram com o herbicida sintético 2,4-D, tanto em sorgo quanto em
alface (Tabela 6).

Segundo Cenkci et al. (2010), o valor de GTS sofre reducéo sempre que o nivel
de toxicidade da molécula teste aumenta, o que pudemos observar neste estudo. Apesar
desse parametro ser muito utilizado para testes de toxicidade, 0 mesmo nédo havia sido

realizado com o carvacrol.

Tabela 6. GTS de sorgo e alface tratados com carvacrol 3mmol.L, acido fenoxiacético
derivado do carvacrol 3mmol.L?, 2,4-D 3mmol.L* e solvente (controle negativo).

Moléculas Alface Sorgo
Carvacrol (1) 94.13ab 95.11a
Acido carvacroxiacético (3) 93.53a 97.22ab
2,4-D 93.90a 95.81a

Solvente 100b 100b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de
acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas por letras diferentes
representam diferenca, de acordo com o teste.
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Tabela 4. Numero de bandas que apareceram e despareceram comparadas com o controle, baseadas nos 7 primers utilizados para as raizes de alface
tratadas com carvacrol 3mmol.L™?, acido carvacrol 3mmol.L?, 2,4-D 3mmol.L! e solvente e respectivas percentagens de GTS.

Primers Solvente 2.4D Ac Carvacrol Carvacrol

n | GTS%) | + | - | a | GTS(%) + | -] a | GTS%) + | - | a | GTS%)
UBC807 30 100 7 0 1.4 95.33333 7 2 1.8 94 6 1 1.4 95.33333
UBC808 34 100 5 0 1 97.05882 4 3 1.4 95.88235 3 2 1 97.05882
UBC809 32 100 10 1 2.2 93.125 9 3 2.4 92.5 1 1 0.4 98.75
UBC810 35 100 8 1 1.8 94.85714 1 5 1.2 96.57143 1 1 0.4 98.85714
UBC814 30 100 2 0 0.4 98.66667 3 0 0.6 98 2 4 1.2 96
UBC834 23 100 13 8 4.2 81.73913 17 3 4 82.6087 13 11 48 79.13043
UBC836 29 100 5 0 1 96.55172 6 1 1.4 95.17241 8 1 1.8 93.7931
Total 213 100 50 10 12 94.3662 47 17 128 93.99061 34 21 11 94.83568

*Onde: n = nimero de bandas observadas nas amostras do grupo controle; a = média do nimero de bandas que apareceram ou desapareceram nas

5 amostras expostas a mesma concentracao.

Tabela 5. NUmero de bandas que apareceram e despareceram comparadas com o controle, baseadas nos 7 primers utilizados para as raizes de sorgo
tratadas com carvacrol 3mmol.L™, 4cido carvacrol 3mmol.L?, 2,4-D 3mmol.L* e solvente e respectivas percentagens de GTS.

Primer Solvente 2.4D Ac Carvacrol Carvacrol

n [GTS®) | + | - | a | GTS(%) + | -] a | GTS%) + | - | a | GTS%)
UBC807 34 100 0 3 0.6 98.23529 0 3 0.6 98.23529 0 8 1.6 95.29412
UBC808 35 100 0 0 0 100 0 0 0 100 0 1 0.2 99.42857
UBC809 48 100 4 2 1.2 97.5 1 10 22 95.41667 3 6 1.8 96.25
UBC810 38 100 10 1 2.2 94.21053 5 3 1.6 95.78947 10 1 2.2 94.21053
uBCs14 7 100 4 0 0.8 88.57143 1 0 0.2 97.14286 3 1 0.8 88.57143
UBC834 32 100 0 7 1.4 95.625 0 3 0.6 98.125 0 5 1 96.875
UBC836 29 100 5 0 1 96.55172 5 1 1.2 95.86207 7 0 1.4 95.17241
Total 223 100 23 13 7.2 96.7713 12 20 64 97.13004 23 22 9 95.96413

*Onde: n = numero de bandas observadas nas amostras do grupo controle; a = média do nimero de bandas que apareceram ou desapareceram nas

5 amostras expostas a mesma concentragéo.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que o carvacrol, o timol e seus respectivos acidos fenoxiacéticos,
possuem atividades fitotoxica, citotoxica e genotoxica. Entretanto, o efeito tdxico do
acido timoxiacético foi seletivo, semelhantemente ao do herbicida comercial 2,4-D,
tornando-o um composto de escolha como bioherbicida seletivo, para controle de plantas
daninhas de folhas larga.

O timol apresenta mecanismo de acdo clastogénico e aneugénico, ou seja,
promove danos no DNA e no fuso mitético do individuo. Enquanto, carvacrol demonstrou
mecanismo de acdo clastogénico, promovendo danos no DNA do organismo, mas nao
atuando na formacdo do fuso mitético.

As analises moleculares demonstraram igualdade entre a estabilidade genémica
das plantas tratadas com o herbicida 2,4-D e as moléculas teste carvacrol e acido

carvacroxiacético, evidenciando o efeito bioherbicida dessas moléculas.
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CAPITULO 2 - EFEITO DO GUAI,ACOL E DO EUGENOL EADOS SEUS
RESPECTIVOS ACIDOS FENOXIACETICOS EM SEMENTES, PLANTULAS E
CELULAS DE Lactuca sativa e Sorghum bicolor

1. INTRODUCAO

O 2,4 dicloro fenoxiacético (2,4-D) e o &cido 4-cloro-2-metilfenoxiacético
(MCPA) foram os primeiros herbicidas auxinicos a serem usados na agricultura. Devido
a seletividade apresentada por essa classe de herbicidas, o uso dessas substancias inovou
e revolucionou a agricultura no mundo, no tocante a forma de controle de plantas daninhas
de folha larga. Dessa forma, foi possivel diminuir a mdo de obra e aumentar a
produtividade de cereais (Kudsk e Streibig, 2003; Barbosa, 2004; Delaney et al., 2006;
Silva e Silva, 2007).

Entretanto, a partir de 1979, ap6s ser descoberta nematicidas em aquiferos norte-
americanos, iniciou-se a preocupacdo dos pesquisadores em relacdo aos impactos
provocados pelos agroquimicos (RIBEIRO et al., 2007). Outro problema encontrado em
relacdo aos herbicidas é a resisténcia que as pragas podem adquirir devido a selecao
natural, tornando-se necessario uma introducdo constante de novos herbicidas no
mercado (EDDLESTON et al., 2002).

Dessa forma, existem varios constituintes quimicos, produzidos naturalmente pelo
metabolismo secundario de plantas, que apresentam potencial para serem aplicados no
controle de plantas daninhas. Esses compostos estdo presentes em 6leos essenciais e
afetam o desenvolvimento de outras espécies, devido ao seu efeito alelopatico (Li et al.,
2011; Rowshan et al., 2014). Dessa forma, a utilizacéo de produtos naturais com potencial
alelopatico como o eugenol (Kasugai et al., 1991; Kobayashi et al., 1994; Bainard et al.,
2006; Gill e Holley, 2006; Vaid et al., 2010; Stoklosa et al., 2012), pode ser uma
alternativa para controle de plantas daninhas.

O eugenol é o composto majoritario do éleo essencial de cravo-da-india, esta presente
também em canela, sassafrads e mirra. O eugenol e seus decorrentes atuam inibindo a
germinacdo de sementes de varias plantas, bem como, na diminui¢do do crescimento de
algumas delas (Pelissari et al., 2010; Miranda et al., 2015). O guaiacol & um fenol volatil
derivado da pirdlise da lignina durante o processamento/degradacdo desta ultima nas
industrias de papel e celulose (Mazumder et al., 2005; Ozagac et al., 2016). Além disso,
o guaiacol (2-metoxifenol) € um fenol de origem natural, presente na composicao de 6leos
essenciais e apresenta atividade antisséptica (Pelissari et al., 2010), porém, estudos

relacionados a toxicidade do guaiacol em plantas ndo sdo encontrados.
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Outra forma sustentavel de controlar as plantas daninhas é por meio da producgéo
e emprego de moléculas semissintéticas derivadas de compostos naturais com atividade
bioherbicida. Ja que, esses compostos sdo derivados de moléculas naturais, podem causar
menor prejuizo ao ambiente, sendo sua aplicacdo mais sustentavel quando comparada a
herbicidas sintéticos (Souza Filho et al., 2006).

Os efeitos desses compostos sdo avaliados por meio de teste de toxicidade dos
mesmos. VArios testes sdo utilizados para avaliagdo dos riscos ambientais dos niveis de
poluicdo ambiental e para prospectar os efeitos de agentes toxicos e mutagénicos
presentes no ambiente. Os estudos iniciais de toxicologia focavam principalmente nos
efeitos desses residuos em animais. Entretanto, os vegetais superiores tém se mostrado
sensiveis a agentes toxicos presentes no ambiente, podendo assim, serem utilizados como
organismos teste no monitoramento ambiental. Além disso, o estudo com vegetais
permite a analise simultanea de diferentes mecanismos de acdo do agente mutagénico
(Grant, 1994; Leme e Marin-Morales, 2009; Aras et al., 2012; Lyubenova et al., 2012;
Pereira et al., 2013).

Com a utilizacdo de espécies-modelos vegetais em testes de toxicidade obtém-
se informacbes macro e microscopicas. As observacfes macroscopicas possibilitam a
andlise de parametros relacionados ao desenvolvimento inicial da plantula. Enquanto,
as avaliacBes microscopicas, permitem o estudo de parametros relacionados a divisao
celular, como analise do indice mitético, das aberracdes cromossémicas e das
alteracdes nucleares (Andrade et al. 2008; Andrade et al. 2010; Andrade- Viera et al.
2014; Aragéo et al. 2015; Bernardes et al. 2015; Pinheiro et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi averiguar o efeito do eugenol,
guaiacol e dos seus respectivos acidos fenoxiacéticos semissintéticos (Figura 1), em
relacdo a germinacdo e ao desenvolvimento inicial de sementes de Lactuca sativa e
Sorghum bicolor, bem como analisar a acdo no ciclo mitético de células meristematicas

radiculares de L. sativa.

OH OCH,COOH
H3CO OH H3CO OCH,COOH
H3CO\© H;CO
= =
Eugenol Guaiacol Acido eugenoxiacético Acido guaiacoxiacético

Figura 1. Estrutura quimica dos fendis naturais eugenol (1) e guaiacol (2), e, de seus
derivados semissintéticos acido eugenoxiacético (3) e acido guaiacoxiacético (4).



53

A obtencéo dos semissintético contendo o grupo -CH2COOH foi realizada devido
esse grupo estar presente nas estruturas dos herbicidas auxinicos 2,4-D e MCPA.
Vislumbrando assim, obter compostos ativos, com alto potencial herbicida.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material Vegetal
Foram utilizadas sementes comerciais da eudicotiledonea L. sativa L. var. Monica
da marca Feltrin (alface) e sementes da monocotileddnea S. bicolor L. Moench da marca

BR seeds (sorgo), adquiridas em casa rural.

2.2 Procedimentos Experimentais Gerais

Os éacidos fenoxiacéticos foram sintetizados no Laboratdrio de Quimica (LQ04)
do CCENS da UFES (Alegre-ES). Os fenois usados nas reacdes (eugenol e guaiacol)
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich, assim como a acetona P.A. usada nas
reacOes e o éter dietilico P.A. usado na purificacdo dos compostos sintetizados. A agua
purificada por osmose reversa foi usada nas reacGes e nas solugcdes usadas nos
experimentos.

Os acidos eugenoxiacético (3) e guaiacoxiacético (4) e foram preparados de forma
similar. Como exemplo, para o preparo do acido (3), inicialmente, preparou-se uma
solucdo de cloroacetato de sodio (8,37 mmol; 0,783 @), dissolvendo o 4&cido 2-
cloroacético (8,37 mmol; 0,791 g) em agua destilada (8 mL) e acetona (2 mL), e
seguidamente resfriou-se a solucdo em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se
hidréxido de sédio (NaOH) sob agitacdo, até o pH ser ajustado em 9-10. Em seguida,
usando um baléo bitubulado de fundo redondo, preparou-se uma mistura de NaOH (7,37
mmol; 0,295 g), agua destilada (40 mL) acetona (10 mL) e eugenol (6,70 mmol; 1,100
g). A referida mistura foi agitada por vinte minutos sob aquecimento a 100 °C. Ap6s 0s
vinte minutos de aquecimento, o cloroacetato de sddio preparado previamente foi
adicionado gota a gota & mistura. A solucdo reagente foi mantida sob aquecimento e
deixada sob refluxo por 24 h. Apéds o resfriamento a temperatura ambiente, o valor de pH
da mistura foi acidificado para 1-2 com acido cloridrico diluido (HCI), sob banho de gelo,

demonstrado na figura 2 (Yan et al.,2014 com adaptacdes).
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Fenol Natural i) NaOH (aq.) Acido fenoxiacético
(Eugenol ou guaicol) reflluxo (Acido eugenoxiacético ou Acido guaiacoxiacético)
i) CICH,COONa
iii) HCI (pH ~1-2)

Figura 2. Reacdes usadas na obtencdo de &cidos fenoxiacéticos a partir de fendis naturais.

Ap0s essa etapa, 0 material obtido foi purificado por extracao liquido-liquido com
solventes quimicamente ativos. O material foi dissolvido em 30 mL de éter etilico, em
sequida, colocado em um béquer de 250 mL, resfriado em banho de gelo e entdo,
adicionou-se uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio (NaHCO3) até pH alcalino.
Essa mistura foi transferida para um funil de separacdo, onde foram separadas as fases
orgénica e aquosa. Foi realizada nova extracdo, usando 30 mL de éter dietilico e,
novamente, foi coletada a fase aquosa. A fase organica foi devidamente descartada e as
fases aquosas foram agrupadas em um erleynmeyar, que foi colocado sob banho de gelo
e, em seguida acidificada com acido cloridrico concentrado (HCI) até pH~1-2. O material
obtido foi novamente levado para um funil de separacéo onde foi lavado com 2 x 20 mL
de agua destilada. A fase aquosa foi descartada e a fase organica obtida foi secada com
sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente foi evaporado.

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H foram realizadas no
Laboratdrio LabPetro da UFES (Vitéria-ES) no espectrdmetro da marca Varian, modelo
VNMRS 400, operando com um campo magnético de 9,4 T, utilizando uma sonda 5 mm
BroadBand1H/19F/X realizadas a temperatura de 25 °C. O solvente usado nas analises
foi o CDCI3.

Acido eugenoxiacético (3) (cristal marrom claro). RMN de *H (500 MHz, CDCI3)
d/ppm: 3,31 (d, 2H, J=6,8 Hz, CH2-CH=); 3,85 (s, 3H, OCH3); 4,63 (s, 2H, CH2-COOH);
5,08 (m, 2H, =CH2); 5,93 (m, 1H, CH2-CH=); 6,65-6,81 (m, 3H, Ar-H)

Acido guaiacoxiacético (4) (cristal marrom claro) RMN de *H (500 MHz, CDCI3)
d/ppm: 3,87 (s, 3H, OCH3); 4,69 (s, 2H, CH2-COOH); 6,89-7,04 (m, 4H, Ar-H).

2.3 Teste de Fitotoxicidade
A germinacdo e avaliagdes das sementes utilizadas foram efetuadas de acordo com
Pinheiro et al. (2015), sendo as solucdes testes eugenol (1), guaiacol (2), acido
eugenoxiacetico (3) e acido guaiacoxiacéetico (4), aplicadas em quatro concentragdes

(3mmol.LY; 1,5mmol.L % 0,75mmol.L % 0,375mmol.L). Como controle negativo
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utilizou-se o solvente utilizado no preparo das solucdes foi: &gua + acetona 2% + Tween

0,05% e, como controle positivo foi utilizado o herbicida comercial.

2.4 Teste de Citotoxicidade
A obtencdo, fixacdo e analise das células meristematicas das raizes tratadas
seguiu-se o protocolo descrito por Aragdo et al. (2015). Avaliou-se as varidveis indice
mitético (IM), alteragdes cromossdmicas (AC), alteraces nucleares (AN) e a frequéncia
de cada AC, sendo c-metafase, ponte (Figura 3.j), pegajoso (Figura 3.h), poliploidizacéo,
quebrado (Figura 3.c) e perdido (Figura 3.h e Figura 3.i), segundo Aragdo et al. (2015).

Figura 3. Celulas meristematicas de Lactuca sativa tratadas com eugenol, acido
eugenoxiacético, guaiacol, &cido guaiacoxiacético, dicamba, solvente e glifosato. (a)
interfase, (b) préfase, (¢) metafase com cromossomo fragmentado (seta), (d) anafase, (e)
telofase, (f) interfase com micronucleo (seta), (g) broto (seta), (h) aderente com
cromossomos perdidos (setas), (i) anafase com cromossomo perdido (seta), (j) ponte.

2.5 Andlises Estatisticas
Os dados obtidos com as analises de fitotoxicidade e citotoxicidade foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram avaliadas pelo teste de Dunnett com
5% de significancia. Esse teste foi escolhido por ser o mais indicado para comparar
tratamentos com controles (Bernardes et al., 2015). Todas as analises foram realizadas no
programa estatistico GENES (Cruz, 2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese dos &cidos fenoxiacéticos

Os acidos fenoxiacéticos obtidos (3) e (4) foram devidamente caracterizados por
RMN de !H, os rendimentos obtidos para esses compostos foram de 53 e 63%,
respectivamente. Segundo Hoan et. al. (2007), a sintese de (3) apresentou rendimento de
57%, sendo bem proxima da encontrada no presente estudo. Em outro trabalho, foram
obtidos rendimentos reacionais variados de 52 a 85%, utilizando-se como reagentes
outros tipos de fendis e reagindo-os por 5 horas (Yan et. al., 2014). O composto (3) foi
patenteado como um composto que pode ser usado como aditivo para conservacao de
alimentos, sendo considerado ndo téxico e sem odor (Dinh et al., 2010).

Embora o &cido guaiacoxiacético (4) seja comercializado, existem na literatura
mais estudos relacionados a sua degradacao do que de sua obtencéo, esse composto pode
ser degradado por bactérias ruminantes. Chen et al. (1985), sugeriram que, bactérias
anaerdbias do ramen, podem clivar completamente a ligacdo do beta-ariléter, que é uma

importante ligag&o entre os monémeros da lignina.

3.2 Fitotoxicidade

O eugenol (1) apresentou-se fitotoxico para ambos os modelos vegetais testados,
porém o &cido eugenoxiacético (3) se mostrou fitotoxico apenas para alface. (Tabelas 1 e
2 e Figura 4). Vaid et al. (2010), observaram que 5uL de eugenol inibiu completamente
a germinacdo da planta daninha Bidens pilosa, demonstrando que esse composto também
apresenta acao toxica para planta daninha.

O guaiacol (2) e seu derivado semissintético (4) se mostraram fitotoxicos tanto
para a monocotiledénea, quanto para a eudicotiledénea utilizadas neste estudo, como
demonstrado nas tabelas 1 e 2. Kobayashi et al. (1994) observaram a acdo antiflngica e
antibactericida do produto natural guaiacol e de derivados dessa molécula. Entretanto, os
testes de fitotoxicidade demonstraram baixa inibicdo. Diferindo assim do presente estudo,
em que, mesmo em baixa concentracdo o guaiacol e seu derivado acido fenoxiacético se

mostraram fitotoxicos tanto para o modelo vegetal alface, quanto para o sorgo.
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Figura 4. Fitotoxicidade das moléculas eugenol (1), guaiacol (2), acido eugenoxiacético
(3), acido guaiacoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em
sementes e plantulas: (A) Sorghum bicolor e (B) Lactuca sativa. Os nimeros na legenda
da figura representam as concentrag@es, em mmol.L™, avaliadas das moléculas.

A diferenciacdo na resposta entre os modelos vegetais usados, referente ao
tratamento com o &cido eugenoxiacético (3), pode ser explicada pela proximidade
quimica da molécula semissintética, acido eugenoxiacético, com a molécula sintética 2,4-
D. De acordo com Shano et al. (2013) o herbicida 2,4-D é seletivo, inibindo o
desenvolvimento apenas de plantas de folhas largas, desse modo, como as moléculas séo
quimicamente parecidas, j& era esperado este mesmo padrdo de sele¢do para o &cido

eugenoxiaceético.
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Tabela 1. Fitotoxicidade de diferentes concentracdes (mmol.L™?) dos fendis Eugenol e
Guaiacol e seus respectivos acidos fenoxiacéticos, frente o desenvolvimento inicial de
Sorgo bicolor.

Moléculas mmol.L™ %Ger CR CA IVG
3 80,80c 1,68b 4,20c 5,16¢
Eugenol 15 88,00ab 6,71a 7,35a 6,07ab
1) 0,75 92,00ab 8,57a 6,16a 7,13ab
0,375 95,20ab 7,57a 6,87a 7,44ab
) 3 94,40ab 7,84a 7,90a 7,00ab
Acido 15 95,20ab 8,31a 6,47a 7,41ab
Eugenoxia 0,75 93,60ab 8,86a 6,28a 7,00ab
cético (3) 0,375 97,60ab 12,11c 6,42a 7,51ab
3 88,80ab 1,52b 5,20a 5,28¢
Guaiacol 15 94,40ab 9,35a 6,71a 7,03ab
(2) 0,75 91,20ab 10,23a 5,53a 6,79ab
0,375 96,00ab 9,56a 5,76a 7,71ab

Acido 3 19,20c 0,18b 0,00c 0,00c
Guaiacoxi 15 85,60ab 1,98b 3,34b 4.01c
acético (4) 0,75 94,40ab 8,87a 4,18c 6,72ab
0,375 92,80ab 8,40a 4,95a 6,56ab
3 90,40ab 1,11c 0,48b 6,26ab
24-D 15 95,20ab 0,98¢ 0,37b 6,55ab
' 0,75 96,80ab 1,08c 1,36b 6,51ab
0,375 96,00ab 1,52b 1,86b 6,50ab
3 97,60ab 0,99c 0,00b 6,57ab

Dicamba 15 85,60c 0,93c 0,35b 6,04c
0,75 88,80b 1,18b 0,74b 6,71ab
0,375 91,20ab 1,43b 1,22b 6,92ab

Solvente - 97,60a 8,68a 7,04a 7,21a
Glifosato - 96,00b 1,77b 0,92b 7,25b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam igualdade e as seguidas por letras
diferentes representam diferenca, de acordo com o teste de acordo com o teste de Dunnett
(P>0,05). Onde: %Ger representa porcentagem de germinacdo, CR representa o
crescimento radicular, CA representa o crescimento aéreo e IVG representa o indice de
velocidade de germinacao.

Outro fator importante em relacéo ao acido eugenoxiacético € que na concentracao
de 0,375mmol.L, 0 mesmo promoveu o aumento do crescimento radicular no sorgo,
guando comparado com o controle, além disso tal resposta também foi encontrada na
alface, porém nas raizes regadas na concentragdo de 0,75mmol.L* (Tabelas 1 e 2, Figura

4). Essa resposta € explicada por ser caracteristica para substancias auxinicas, se
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assemelhando com a observada com o 2,4-D, podendo compostos dessa natureza quimica
serem aplicados em baixas concentracGes para estimular o alongamento radicular
(Swarup et al., 2001).

Tabela 2. Fitotoxicidade de diferentes concentragdes (mmol.L™?) dos fendis Eugenol e
Guaiacol e seus respectivos acidos fenoxiaceticos, frente o desenvolvimento inicial de
Lactuca sativa.

Moléculas mmol.L? %Ger CR CA IVG

3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

Eugenol 1,5 87,20ab 6,89ab 8,06ab 7,18ab

1) 0,75 85,60ab 6,07ab 9,04a 6,99ab

0,375 90,40a 6,53ab 9,70a 8,10a

Acido 3 73,60b 4,31ab 4,06b 4,81b

Eugenoxia 1,5 88,00ab 9,50a 6,03b 6,73ab

cetico (3) 0,75 94,40a 16,80c 9,48a 8,51a

0,375 84.,80ab 11,49a 6,21b 7,58ab

3 11,20c 0,12c 0,99b 0,48c

Guaiacol 15 92,80ab 8,13a 11,01a 6,86ab

(2) 0,75 84.,80ab 7,26a 11,66a 7,40ab

0,375 86,40ab 8,03a 9,90a 7,86a

< . 3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c
Acido

Guaiacoxi 15 37,60c 0,91c 3,61b 1,67c

acético (4) 0,75 56,00c 1,90b 6,92ab 2,66ab

0,375 88,00ab 5,90a 11,23a 5,95ab

3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

24D 15 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

' 0,75 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

0,375 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

3 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c

Dicamba 15 8,00c 0,03c 0,00c 0,40c

0,75 39,20c 0,74c 0,10c 2,25¢c

0,375 71,20b 0,75¢ 0,30c 5,13b

Solvente - 90,40a 6,78a 10,94a 8,04a

Glifosato - 77,60b 3,42b 3,53b 5,37b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam igualdade e as seguidas por letras
diferentes representam diferenca, de acordo com o teste de acordo com o teste de Dunnett
(P>0,05). Onde: %Ger representa porcentagem de germinacdo, CR representa o
crescimento radicular, CA representa o crescimento aéreo e VG representa o indice de
velocidade de germinacao.
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Ha relatos que o eugenol apresenta acdo negativa na integridade da membrana.
Segundo Bainard et al. (2006), pesquisando o efeito do eugenol 1,5% v vt em brécolis,
observaram que a cera epicuticular foliar auxilia na defesa da planta contra a retencéo do
agente toxico. Entretanto, tanto plantas com cera epicuticular quanto plantas sem cera
epicuticular sofreram perda de peso fresco e vazamento de eletrolitos, porém em

diferentes proporcoes.

De acordo com Stoklosa et al. (2012), o componente do 6leo essencial do cravo
que apresenta efeito toxico é o eugenol, tendo acdo nas membranas, promovendo o
vazamento de eletrolitos, que pode ser agravado progressivamente, a medida que a planta
modelo for submetida a maiores intensidades luminosas. Isso se deve pelo fato que, as
baixas luminosidades auxiliam no acréscimo dos &cidos graxos da cera epicuticular e na
reducdo do conteudo de alcoois e ésteres primarios, diminuindo a retencdo do eugenol no

individuo.

Tworkoski (2002), estudando o efeito bioherbicida de varios 6leos essenciais em
dente de ledo, observou o efeito fitotoxico do dleo essencial do cravo, cujo componente
majoritario é o eugenol. Apos o teste com dente de ledo os autores também desenvolveram
experimentos com plantas daninhas, que apresentaram injurias, dentre elas o vazamento
de ions, acarretando na morte dos individuos tratados com o Oleo essencial nas

concentracdes de 5 e 10% ap0s sete dias de exposi¢do ao bleo.

Ha relatos que o eugenol promove inibicdo da respiracdo celular, atuando na
enzima ATPase. Vaid et al. (2010), estudaram o efeito do eugenol em plantas daninhas.
Eles observaram que as plantas tratadas com eugenol apresentaram reducao nas taxas de
crescimento inicial, peso seco das plantulas, concentracdo de clorofilas e respiragdo
celular. Gill e Holley (2006), concluiram que o eugenol nas concentracfes de 5 ou 10mM
determinou a inibicdo da enzima ATPase. Os autores ainda ressaltaram que essa inibicédo
da enzima, em condicdes subletais, pode estar ligada a diminuicdo do crescimento das
bactérias. Esses resultados ajudam a sustentar e explicar os resultados encontrados no
presente estudo, evidenciando o efeito toxico do eugenol frente a enzima ATPase e a
respiracdo celular, causando diminuigdo da oferta de energia a célula; e as membranas
celulares, provocando o vazamento de eletrélitos, o que acarreta em uma desestabilidade

do potencial i6nico da célula.
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Além do eugenol causar declinio na germinacéo e crescimento inicial de plantulas,
perdas na eficiéncia seletiva das membranas, vazamento de eletrolitos, diminuicdo na
concentracdo de clorofilas e inibicdo da enzima ATPase, provoca o aumento de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Segundo Ahuja et al. (2015), a exposicdo de raizes a
diferentes concentracdes de eugenol promoveu o aumento de peréxido de oxigénio,
radical superoxido e do radical hidroxila. Em funcéo desse aumento de ERO, ocorreu um
aumento na quantidade de peroxidagdo dos bioprodutos da membrana. Entretanto, os
resultados encontrados pelos autores demonstraram que a maquinaria enzimatica
antioxidante nao foi danifica, pelo contrario, a quantidade dessa classe de enzimas
aumentaram, o que mostra a plasticidade da planta ativando sua defesa metabolica, contra

as injurias sofridas.

3.3 Citotoxicidade

As células meristematicas das raizes tratadas com eugenol 1,5mmol.L?, com
guaiacol (2) 3mmol.L? e A&cido guaiacoxiacético (4) 1,5mmol.L?, apresentaram
diminuicdo do IM e aumento das AN; as células tratadas com eugenol na concentracédo
de 0,75mmol.L™* também apresentaram aumento nas AN (Tabela 3 e Figura 5) . Trabalhos
realizados com ovos de ouricos, mostraram a atividade anti-inflamatoria e citotoxica do
guaiacol (Kobayashi et al., 1994). O IM é uma varidvel muita utilizada em teste de
citotoxicidade, por se tratar de uma variavel bastante plastica, podendo aumentar ou
diminuir (Pinheiro et al., 2015). O IM pode aumentar, acompanhado da elevacdo no
namero de AC, ou seja, ocorre a presenca de mais células em processo de divisdo
mitética. Porém, tais células ndo estdo sadias, 0 que promove a geracao de células filhas
mutantes e defeituosas. O processo de morte celular, desencadeado pelo reconhecimento,
da célula, aos danos celulares provocados pelo ambiente, pode provocar a diminuicao do
IM (Pinheiro et al. 2015).

O processo de morte celular pode ser observado, a partir da presenca de nucleos
condensados, classificados como um tipo de AN (Andrade et al. 2008; Bernardes et al
2015; Pinheiro et al. 2015). Essas AN reduziram o crescimento em meristemas de raizes
tratadas com guaiacol, acido guaiacoxiacético, eugenol, &cido eugenoxiacético e com 0s
herbicidas sintéticos glifosato e dicamba. E importante ressaltar que no tratamento com
guaiacol, 3mmol.L?, a quantidade de AN se igualou com a do controle positivo glifosato,

demonstrando a toxicidade das moléculas teste.
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Figura 5. Efeito citotoxico das moléculas eugenol (1), Guaiacol (2), Acido Eugenol (3),
Acido Guaiacoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em células
meristematicas de Lactuca sativa. Os numeros na legenda da figura representam as
concentragdes, em mmol.L?, avaliadas das moléculas.

Apesar da observacdo de MN, a AN mais frequente nos tratamentos foi na forma
de nuacleos condensados. Babich et al. (1993), relataram que o eugenol causou
peroxidacdo nas células humanas e de ratos. Tais mecanismos de acdo determinaram na
morte das células do estudo, ja que a peroxidacdo de membranas induz a célula a apoptose
(Anazetti e Melo, 2007). Dessa forma, danos a membrana podem ter contribuido para a

apoptose.

O guaiacol (2) também apresenta capacidade de romper a parede celular de
bactérias, causando vazamento de metabolitos, além de inibir a biossintese de
prostaglandinas, conferindo ao guaiacol um efeito anti-inflamatério (Kasugai et al.,
1991). Assim, a atividade citotoxica do guaiacol pode estar relacionada com sua acao

sobre as paredes celulares que culmina na perda de moléculas essenciais.

Kasugai et al. (1991), estudando os efeitos citotoxicos de diferentes compostos
fenolicos, testou o guaiacol em células da linhagem RPC-C2A (linhagem de células
obtidas da polpa dentaria de ratos, com alta atividade de crescimento). Os autores

observaram que conforme ocorria 0 aumento na concentracdo de guaiacol aplicada nas
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células, os efeitos de toxicidade também aumentavam. A razao para a ndo ocorréncia de
diferenca significativa nas AN no presente estudo, pode ser, por esse efeito ndo ser téo
forte em baixas concentragdes. Dessa forma, apenas as células meristeméticas tratadas

com guaiacol, 3mmol.L™?, apresentaram aumento nas AN.

Markowitz et al. (1992), relataram o efeito citotoxico de eugenol (1) para células
de mamiferos, onde células com curto periodo de exposicdo a esse composto na
concentracéo de 102 mol.L %e células expostas por um longo periodo a concentragéo 10°
3mol.Lt morreram. Esse resultado corrobora com os valores do IM observado nesta

pesquisa, onde foi encontrada uma reducéo no ndmero de células em divisao.

Soloneski et al. (2016), avaliando o efeito genotdxico, em Rhinella arenarum, dos
mesmaos herbicidas estudados no presente estudo, relataram um significante aumento no
indice de danos genéticos. Corroborando com o efeito toxico das moléculas avaliadas no

presente estudo, ja que houve semelhanca nos resultados.

Também observou-se a presenca de AC (Figura 3) nas células meristematicas das
raizes tratadas com eugenol e principalmente pelo &cido eugenoxiacético (3). Esse tipo
de alteracdo pode ser provocada por agentes genotoxicos que entram em contato com as
células, causando danos na divisdo mitotica (Leme e Marin-Morales, 2009). Tal efeito ja
foi relatado por Jeng et al. (1994), que pesquisando o efeito do eugenol em fibroblastos
humanos, relataram a genotoxicidade do eugenol nesse tipo de célula.

No presente estudo as AC mais frequentes foram cromossomos aderentes (Figura
3.h) e fragmentacdo cromossémica (Figura 3.c), como demonstrado na figura 6. Os
cromossomos aderentes foram observados tanto em células tratadas com guaiacol (2) e
eugenol (1) quanto em células tratadas com seus derivados acidos fenoxiacéticos (3 e 4).
A presenca de cromossomos aderentes pode se relacionar com a atividade aneugénica das
moléculas teste, quando esses compostos atuam na célula, de maneira, a inibir a
polimerizacdo e despolimerizagdo das fibras do fuso mitotico (Fernandes et al. 2009).
Entretanto, tal alteracdo também pode indicar agdo clastogénica do agente, pois interfere

na matriz proteica desencadeando quebras cromossdmicas (Fernandes et al. 2009).
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Tabela 3. Parametros das divisdes mitéticas de Lactuca sativa tratada com diferentes concentragdes (mmol.L ™) dos fendis Eugenol e Guaiacol
e seus derivados acido fenoxiacético semissintéticos. Onde: IM% porcentagem do indice mitético, AC% representa a porcentagem de
alteracdes cromossdmicas por total de células, AN% porcentagem de alteracdes nucleares por total de células, MNC% porcentagem de
micronucleos por total de células, Perdido% porcentagem de cromossomos perdidos por células em divisdo, Frag% porcentagem de fragmentos
cromossoémicos por células em divisdo, Aderente% porcentagem de cromossomos aderentes por células em divisdo, C-Met% porcentagem de
c-metéfases por células em divisdo, Ponte% porcentagem de pontes por células em divisdo e C-Poli% porcentagem de poliploidizacdo
cromossomica por células em diviséo.

Moléculas mmol.Lt  IM% AC% AN% MNC% Perdido% Frag%  Aderente % C-Met% Ponte% C-Poli%
Eugenol 15 8,74a 0,75ab 5,09¢c 0,02ab 0,10ab 0,14ab 0,38ab 0,00ab 0,10ab 0,02ab
(1) 0,75 11,13a 1,02ab 3,60c 0,08ab 0,08ab 0,02ab 0,50ab 0,12ab 0,22a 0,00ab
0,375 10,95a 1,18b 2,62a 0,08ab 0,02ab 0,12ab 0,70b 0,14ab 0,12ab 0,00ab
Acido 3 10,43a 0,78ab 2,83a 0,04ab 0,02ab 0,06ab 0,42ab 0,10ab 0,16ab 0,00ab
. 15 12,38¢c 1,18b 3,43c 0,06ab 0,12ab 0,09ab 0,70b 0,09ab 0,12ab 0,00ab

Eugenoxia

cético (3) 0,75 12,67c 1,38¢c 1,51a 0,18ab 0,08ab 0,08ab 0,69b 0,13ab 0,22a 0,00ab
0,375 12,76¢ 1,36¢ 1,82a 0,12ab 0,10ab 0,30c 0,48ab 0,24ab 0,12ab 0,00ab
3 1,14c 0,02a 11,00b 0,02ab 0,00ab 0,00ab 0,00a 0,00ab 0,00ab 0,00ab
Guaiacol 15 9,23a 1,11b 3,75a 0,27ab 0,13ab 0,06ab 0,53b 0,08ab 0,04ab 0,00ab
2 0,75 8,98a 0,94ab 3,50a 0,10ab 0,14ab 0,02ab 0,44b 0,10ab 0,14a 0,00ab
0,375 8,59a 0,84ab 3,53a 0,00ab 0,10ab 0,04ab 0,60b 0,02ab 0,06ab 0,02ab
Acido 15 7,190 0,60ab 5,28¢ 0,00ab 0,10ab 0,12ab 0,28ab 0,02ab 0,06ab 0,02ab
Guaiacoxi 0,75 8,48a 0,73ab 5,70c 0,15ab 0,00ab 0,06ab 0,36ab 0,12ab 0,04ab 0,00ab
acético (4) 0,375 10,71a 1,02ab 2,78a 0,04ab 0,08ab 0,22ab 0,50b 0,10ab 0,08ab 0,00ab
15 2,00c 0,68ab 35,38¢ 0,32ab 0,06ab 0,06ab 0,20ab 0,04ab 0,00ab 0,00ab
Dicamba 0,75 2,90c 0,70ab 14,90b 0,28ab 0,04ab 0,06ab 0,16ab 0,12ab 0,04ab 0,00ab
0,375 3,02¢ 0,44ab 13,98b 0,08ab 0,06ab 0,08ab 0,12ab 0,08ab 0,02ab 0,00ab
Solvente - 10,06a 0,47a 0,45a 0,00a 0,10a 0,06a 0,14a 0,10a 0,06a 0,00a
Glifosato - 6,41b 0,68b 12,62b 0,10b 0,04 b 0,06b 0,42b 0,06b 0,00b 0,00b

*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanga significativa, de acordo com o teste de Dunnett (P>0,05) e médias seguidas
por letras diferentes representam diferenca, de acordo com o teste.
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Esse efeito é irreversivel, assim, uma vez que ocorre a quebra de cromossomos ou que é
impedida a atuagdo do fuso mitdtico, os cromossomos ndo poderdo se dividir de forma
correta para a formacdo de duas células filhas idénticas a célula mée (Fernandes et al.
2007; Andrade et al. 2008; Fernandes et al. 2009; Andrade et al. 2010; Andrade-Viera et
al. 2014; Aragao et al. 2015; Bernardes et al 2015).

A fragmentacdo cromossémica (Figura 3.c) foi observada apenas nas células
tratadas com eugenol e &cido eugenoxiacético, permitindo considerar tal mutacdo como
evidéncia de quebras cromossémica, associadas a cromossomos aderentes (Figura 3.h),
decorrente do efeito clastogénico dessas moléculas (Andrade et al. 2008; Bernardes et al
2015).

FREQUENCIA DAS ALTERACOES
CROMOSSOMICAS
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Figura 6. Frequéncia das alteracbes cromossdmicas observadas em células meristematicas
de Lactuca sativa tratadas com eugenol (1), Guaiacol (2), Acido Eugenol (3), Acido
Guaiacoxiacético (4), dicamba, solvente (C-) e glifosato (C+), testados em células
meristematicas de Lactuca sativa. Os numeros na legenda da figura representam as
concentragdes, em mmol.L?, avaliadas das moléculas.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o eugenol, o guaiacol e seus respectivos acidos fenoxiacéticos,
apresentam atividades fitotoxica e citotdxica. Entretanto, o acido eugenoxiacético foi

seletivo na inibicdo da alface que possui folha larga, semelhantemente ao herbicida
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comercial 2,4-D, tornando-o um composto de escolha como bioherbicida seletivo.

Tanto o eugenol quanto o guaiacol possuem efeito aneugénico, demonstrando sua
atuacdo no fuso mitotico. Entretanto, o eugenol e o &cido eugenoxiacético também

apresentaram efeito clastogénico, promovendo danos diretamente no DNA do organismo.
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