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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Familia e género

Piperaceae encontra-se dentre as familias de angiospermas basais mais
representativas em numero de espécies, representando cerca de 36% de todas as
espécies basais (Wanke, 2007; Stevens, 2017). A importédncia econdbmica das
angiospermas basais € fundamentada principalmente no espectro diversificado de
compostos secundarios — sobretudo 6leos essenciais. Pesquisas demonstram que
algumas espécies possuem propriedades analgésica, vasodilatadora, agao oxidante,
anticancer e anti-inflamatéria, atividade antimicrobiana e inseticida (Brait et al., 2015;
Nordin et al., 2014).

O género Peperomia foi descrito por Ruiz e Pavon (1794) e destaca-se como
o0 segundo mais biodiverso da familia Piperaceae (Melo et al., 2016). As espécies
apresentam distribuicdo pantropical, sendo que 90% ocorrem na flora neotropical,
sendo encontradas desde o sul dos Estados Unidos estendendo-se até a Argentina
e Chile (Mathieu et al., 2015). Embora a maioria das espécies do género seja
endémica das regides dos Andes e da Amazlnia, algumas espécies podem ser
encontradas na Asia, Africa, Madagascar, Australia e Nova Zelandia (Wanke et al.,
2006; Frenzke et al., 2015; Mathieu, 2001-2020). Por apresentarem folhagens
vistosas, muitas espécies s&o utilizadas como plantas ornamentais (Frenzke et al.,
2015) e se caracterizam por serem suculentas, epifitas e gedfitas (Gutierrez et al.,
2016).

Os metabdlitos secundarios mais comuns relatados para o género s&o
derivados  fendlicos  prenilados, policetideos, cromenos, secolignanas,
fenilpropanoides, terpenoides, amidas, dimeros de estireno, flavondides e taninos
(Kato e Furlan, 2007; Mbah et al., 2012; Batista et al., 2012; Wang et al., 2012;
Verma et al., 2015; Rivera et al., 2015). Os 6Oleos essenciais de algumas espécies
também mostraram compostos raros como por exemplo 0s sesquiterpenos com
esqueleto ishwarano raro: o 3-ishwarol e a 3-ishwarona (Lago et al., 2007; Junior et
al., 2013).

Um total de 52 policetideos ja foram isolados de espécies de Peperomia.
Compostos deste tipo foram encontrados em P. alata, P. dindygulensis, P. duclouxii,
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P. glabella var. nervulosa, P. proctorii, P. sui, P. trineura e P. vulcanica. Entre eles
pode-se identificar varios analogos prenilados (Wang et al., 2012; Zhu, 2011). Além
dos estudos fitoquimicos, alguns ensaios bioldgicos foram realizados e efeitos
antimicrobianos, citotdxicos, antiinflamatérios, antiparasitarios, inseticidas, contra
cepas tumorais e herbicidas de extratos e substancias extraidas de diferentes
espécies de Peperomia foram relatados (Reigada, 2009; Wang et al., 2012;
Gutierrez, et al., 2016).

A espécie P. alata € conhecida por apresentar ampla distribuicdo, encontrando-
se em diferentes fitofisionomias. Seu tamanho pode variar entre 18-63 cm e ocorre
no Brasil nos Estados do Sudeste, do Sul e no Acre, Amazonas, Amap4a, Roraima,

Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Distrito Federal, Goias e Para (Flora do

Brasil 2020 em construgao) (Figura 1).

Figura 1: P. alata encontrada no
Parque Estadual de Forno
Grande, um fragmento de Mata
Atlantica localizado no municipio
de Castelo — Espirito Santo,
Brasil (Foto: Jheniffer Abeldt
~| Christ, 2017).
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1.2 Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de constituintes volateis,
lipofilicos, odoriferos e liquidos. Sdo comumente extraidos de folhas, galhos, flores,
frutos ou tecido de casca de plantas superiores. Ainda que todos os 6rgaos de um
vegetal possam conter 6leos essenciais, a composigao quimica destes pode variar
de acordo com a sua localizagdo. Assim, a composicdo quimica de um oleo
essencial obtido das flores pode ser diferente daquela obtida dos galhos, ainda que
seja proveniente de uma mesma planta (Souza et al., 2009; Sadgrove e Jones,
2015).

A estrutura quimica dos OEs é composta por elementos basicos como o
carbono, oxigénio e hidrogénio, sendo sua classificagdo quimica dificil, tendo em
vista serem formados por uma mistura complexa de diversas moléculas organicas,
como hidrocarbonetos (monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides) e
compostos oxigenados como alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas e fendis, dentre
outras substancias de baixa massa molecular (Simbes e Spitzer, 2004; Araujo,
2004). Dentre esses compostos, na maior parte, estdo os terpenoides e
fenilpropanoides, sendo os primeiros mais frequentes. Os terpenos sao geralmente
insoluveis em agua e derivam da unido de unidades de isopreno (cinco atomos de
carbono, C5) e sdo classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Vollhardt e Schore, 2013).

O tamanho da cadeia carbbnica estd relacionado com a volatilidade dos
terpenos. Os monoterpenos sao muito volateis, os sesquiterpenos exibem média
volatilidade e os diterpenos quase nado apresentam volatilidade (Almeida et al.,
2015). Os monoterpenos geralmente formam os principais constituintes em OEs,
com grande importancia para a industria de perfumes e fragrancias, além de agirem
como herbicidas, pesticidas, antimicrobianos e anticarcinogénicos em alimentos
(Sousa, 2011). Sao biodegradaveis e por isso sao utilizados também no controle de
pragas (Sousa, 2011). Os fenilpropanoides sdo um grande grupo de compostos
organicos produzidos pelas plantas para protecdo contra infecgbes, irradiagéo
ultravioleta, ferimentos e herbivoros. Sua formacgao ocorre a partir da via do acido
chiquimico, dando origem a fenilalanina. Com a agdo da enzima fenilalanina

amonialiase (PAL) se forma o acido cinamico, que por meio de redugdes
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enzimaticas formam os alilbenzenos e propenilbenzenos, esqueletos carbénicos dos
fenilpropanoides (Baser e Buchbauer, 2012; Silva et al., 2014).

Os OEs sao provenientes dos metabolitos secundarios e exercem funcdes
importantes nas plantas contra patdgenos e herbivoros, além de, colaborarem para
a atragcado dos polinizadores e disseminadores de sementes (Dudareva et al., 2013;
Mahdieh et al.,2018). Muitos 6leos essenciais e seus constituintes revelam também
bioatividades e tém por isso aplicagdo na saude humana e animal, desde atividade
antimicrobiana, antiespasmaddica, anti-inflamatoria, anticonvulsivante, antioxidante,
biocida e até anticancerigena (Bakkali et al., 2008; Zuzarte et al.,2011). Com isso,
podem apresentar grandes possibilidades de uso em industrias alimenticias,
cosmeética e farmacéutica (Bizzo, 2009).

Estudos utilizando 6leos essenciais tém demonstrado o potencial destes
compostos no que diz respeito as suas fungdes bioldgicas (Jing et al., 2018). A
grande variedade dos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas tem
despertado o interesse de pesquisadores de diversos campos da ciéncia, pois estes
representam uma grande fonte para adquirir novas moléculas potencialmente uteis

ao ser humano (Costa, 2016).

1.3 Fitotoxicidade e citotoxicidade

Fitotoxicidade é uma reacgao toxica que determinada substancia quimica pode
provocar nas plantas (Palmieri 2012). Algumas plantas conseguem disponibilizar
compostos aleloquimicos que ficam armazenados nos seus diferentes 6rgéos, os
quais podem ser liberados no ambiente e, nesse caso, prejudicar fungdes
importantes para um bom desenvolvimento de outras. Estas fungdes estao ligadas
as atividades biologicas, desde a germinacgao, crescimento e atividade fotossintética
(Oliveira et al., 2014). Geralmente os sintomas de fitotoxidade apresentados pelas
plantas, decorrente da acado de aleloquimicos, consistem na inibigdo parcial ou total
da germinagdo de sementes, danos no sistema radicular, desorganizagdo no
mecanismo de absorg¢ao, clorose e necrose foliar, podendo levar até a morte da
planta (Gatti et al., 2010; Silvestre et al., 2013).
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A acido desses compostos pode ser direta, pela indugdo de alteracdes
celulares e metabdlicas, ou indireta, promovendo altera¢gdes sobre os organismos
que habitam o solo e tém efeito sobre propriedades e caracteristicas nutricionais de
outras plantas (Reigosa et al., 1999). A acdo fitotoxica destes compostos sobre a
germinagao e/ou desenvolvimento da planta sdo consequéncias secundarias de
efeitos ocorridos anteriormente a nivel molecular e celular, provocando disturbios
celulares generalizados e que agem em diversos locais de interferéncia (Ferreira e
Aquila, 2000; Narwal e Sampietro, 2009).

A avaliacao fitotoxica permite determinar se a substancia em estudo é capaz
de inibir a germinagdo das sementes, o desenvolvimento das plantas e o
crescimento das raizes, que por sua vez, tem o primeiro contato com a substancia
testada e, consequentemente, sdo as primeiras a apresentar os efeitos causados
(Aslam et al., 2007; Jorge, 2018). Nos testes de toxicidade, os organismos modelos
sao expostos a diferentes concentragdes da substancia-teste e os efeitos toxicos
provocados s&o observados e quantificados, com o objetivo de averiguar a agao de
agentes fisicos, quimicos e biolégicos a diferentes organismos, avaliando o potencial
de risco a saude humana e ao ambiente (Ribo, 1997; Arraes e Longhin, 2012). Os
testes de fitotoxicidade sao 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 é o
crescimento radicular, pois a redugao desse parametro pode resultar de varios
mecanismos isolados ou em conjunto, como inibicdo da absorgao de nutrientes,
inibicdo do alongamento celular, morte celular e inibicdo da divisdo celular (Freitas et
al., 2016).

Analises microscoépicas tém sido realizadas em conjunto com os ensaios de
fitotoxicidade, contribuindo para a elucidacdo dos mecanismos de atuacdo de 6leos
essenciais e extratos no ciclo celular de plantas-teste (Carvalho et al., 2019; Santos
et al., 2019; Vasconcelos et al., 2019). A citotoxicidade corresponde as propriedades
nocivas de uma substancia em relagdo as células (Galter, 2020). O indice mitotico
indica a proliferagdo adequada das células e conforme Becavello et al. (2012) é
utilizado como paradmetro para analise da citotoxicidade e, pode ser avaliado por
meio do teste em modelos vegetais (Tedesco et al., 2012). A redugdo e o aumento

do IM indicam uma perturbacéo na divisdo celular, o bloqueio do inicio da profase e,
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consequentemente, o impedimento da divisdo e proliferacdo celular (Andrade et al.,
2010; Grippa et al., 2010).

Assim, os testes de citotoxicidade quando realizados conjuntamente aos
testes de fitotoxicidade, possibilitam ampla exploracédo e elucidacdo dos resultados
observados, além do esclarecimento do modo de acao de determinado composto
(Andrade et al., 2010; Young et al., 2012; Aragéo et al., 2015).

1.4 Genotoxicidade e mutagenicidade

O DNA é o material genético de todos os seres vivos e de muitos virus, sendo
a sequéncia de bases nitrogenadas a forma na qual a informacdo genética é
armazenada (Lewin, 2001). Por apresentar essa fungdo fundamental, o DNA é
bastante protegido, sendo a unica molécula biolégica que apresenta um mecanismo
proprio para prevengao e reparo de falhas em seu metabolismo (Lehninger et al.,
1995). Entretanto, ainda assim esta sujeito a mutagdes que, segundo Zaha (1996),
sdo alteragdes subitas no conjunto génico de um organismo que nao sao explicaveis
pela recombinacdo da variabilidade genética preexistente. Estas alteragdes,
segundo Lewin (2001) podem ser decorrentes de processos celulares normais
(mutagdes espontaneas) ou devido a exposigdo do organismo a agentes quimicos,
fisicos ou biolégicos (mutagdes induzidas).

Os compostos mutagénicos podem induzir alteragbes genbmicas visando
diretamente e/ ou indiretamente o DNA, por meio da ligagdo as proteinas envolvidas
na manutencdo da integridade do genoma (Mateuca et al., 2006). Estima-se que a
média da frequéncia de mutacdes espontaneas por pares de bases em células
humanas seja de 10® a 1071, sendo que essa frequéncia pode aumentar de 1 a 10
vezes quando ha exposigdo a um agente mutagénico (Ajith et al., 2006).

O teste de alteragdes cromossémicas permite estimar o potencial genotdxico
das substancias testes. Além de elucidar os mecanismos de agao que resultam nas
alteragdes no ciclo celular, ou seja, aneugénico e/ou clastogénico (Leme et al.,
2008). Clastégenos provocam alteragdes 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
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al., 2009; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016). A acdo aneugénica promove
injurias no fuso mitético, sendo nociva as células, afetando a segregacao simétrica
dos cromossomos/cromatides na divisdo celular, podendo resultar na segregacéo
cromossémica anormal, determinando no desequilibrio genémico das células filhas
(Fernandes et al., 2009; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016).

Esses mecanismos de acdo podem ser avaliados a partir das alteragdes
cromossOmicas observadas. De modo que, alteragbes cromossdmicas como
poliploidizacdo, C-metafase, perdas cromossdmicas e anafase multipolar podem
estar relacionadas com problemas na polimerizagcao e despolimerizacao das fibras
do fuso mitdtico, sendo dessa forma caracterizadas como alteragdes indicadoras de
acao aneugénica. Esse tipo de dano pode acarretar uma segregagédo assimétrica,
conduzindo a anormalidades quando as células filhas sdo formadas (Fernandes et
al., 2009; Bernardes et al., 2015).

Outro dano que pode ser analisado € a aderéncia cromossémica, que €&
decorrente de alteragéo citologicas, genéticas e epigenéticas (Freitas et al., 2016;
Silveira et al., 2017). Essa alteragdo € um tipo de anormalidade nas proteinas
histdnicas da cromatina e ndo o préprio DNA, sendo irreversivel e considerada um
indicativo de agdo aneugénica e/ou clastogénica, geralmente determina a morte
celular (Fernandes et al., 2009; Freitas et al., 2016). A aderéncia cromossémica
pode desencadear outras alteragcbes como pontes e micronucleos, ja que os
cromossomos tendem a permanecer juntos e, quando separados, sofrem rupturas
cromossOmicas (Fernandes et al., 2009; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016).
Os micronucleos podem surgir espontaneamente na célula, porém, sua indugéo é
utilizada para identificar danos genéticos oriundos da exposi¢do a uma substancia
mutagénica. Desse modo, a presenga de micronucleos, tem sido interpretada como
indicadora de acgéo clastogénica e aneugénica (Fernandes et al., 2009; Bernardes et
al, 2015).

Assim, a genotoxicidade permite avaliar efeitos de exposicdo do material
genético a um determinado agente que resulta em manifestacées de alteragdes
cromossOmicas as quais possibilitam reparo, sendo elas: troca entre cromatides
irmas - quando ha troca de segmentos entre os filamentos eucariéticos replicados na
mitose; formac&do de adutos de DNA - onde compostos carcinogénicos se ligam ao
DNA; sintese de DNA ndo programada - quando a sintese do DNA ocorre
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independente da duplicacdo cromossOmica; lesées no DNA - quando danos que
induzem desvios em relagdo a conformag¢ao normal do DNA e que se nao reparados
podem resultar em mutag¢des (Santos, 2015; Figueira, 2017). Porventura, se a lesao
genotoxica for fixada, concedendo alteracdes hereditarias - também chamadas de
mutacdes, capazes de perenizar nas células filhas durante a replicagéo - o agente
apresenta potencial mutagénico (Krtger, 2009; Costa et al., 2014).

Resumidamente, mutagenicidade é definida como uma alteragdo permanente
no conteudo ou estrutura do material genético de um organismo (Dearfield et al.,
2002). Desse modo, a mutagenicidade verifica se o agente pode causar alteragéo
nuclear permanente no conteudo ou estrutura do material genético, sendo elas:
substituicdo de pares de bases, alteragcdes na matriz de leitura - ocorrendo por
adicdo ou delecdo de nucleotideos - alteragdes no numero de cromossomos e
alteracbes na estrutura dos cromossomos. Ainda que ocorram mutacdes
espontaneas, a maioria é instigada por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, aos
quais podemos ser expostos constantemente (Costa et al., 2014). Muitas vezes, a
genotoxicidade € confundida com a mutagenicidade. Todas as substancias
mutagénicas sao genotodxicas, no entanto, nem todas as substancias genotoxicas
sdo mutagénicas (De Flora e |zzotti, 2007). As genotoxinas podem ser classificadas
de acordo com os seus efeitos em: 1) Carcinogénicas ou agentes causadores de
cancer; 2) Mutagénicas ou agentes causadores de mutacgéo e; 3) Teratogénicas ou
agentes causadores de defeitos congénitos (Natarajan, 1993).

1.5 Antimutagenicidade

A antimutagenicidade é o processo pelo qual ha redugdo da frequéncia da
mutacdo espontanea ou induzida. Os testes de antimutagenicidade verificam se o
agente é capaz de reduzir a taxa de mutagdo, assim, os agentes antimutagénicos
atuam como protetores da molécula de DNA, prevenindo os organismos contra a
inducao de danos genéticos e de doengas relacionadas a alteragbes promovidas nas
células (Gheller et al., 2017).

Os agentes antimutagénicos podem ser classificados em duas categorias:
aqueles que inibem a formagé&o de lesdes e sao classificados como desmutagénicos,
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e aqueles que colaboram no reparo das lesdes que ja estdo presentes no DNA,
denominados bioantimutagénicos (Liviero et al., 1996). O processo de
desmutagénese ocorre de forma extracelular, onde o agente atua como protetor,
expressando sua capacidade de inativar um agente mutagénico por meio da atuagéo
direta sobre a substancia indutora de mutagdes genéticas; assim inativa de forma
quimica, fisica ou enzimatica, bloqueando ou modificando mutagenos antes que
ocorra a ligagdo com o DNA. A inativagdo quimica ou fisica pode ocorrer por meio
da ligagdo direta com o mutageno, ja a inativagdo enzimatica ocorre impedindo a
ativagdo do metabolismo de mutagenos. Nas inativagdes quimicas ou fisicas pode
ocorrer também o sequestro de radicais livres, impedindo sua ligacdo ao DNA, o que
da ao agente a capacidade antioxidante. Ja na a¢do bioantimutagénica que ocorre
em nivel celular, os agentes s&o capazes de modular o reparo e a replicacdo do
DNA, inibindo os possiveis erros do sistema de reparo ou estimulando o reparo livre
de erros, participando da supressdo das mutagdes genéticas apds a sucessao dos
danos ao DNA, o que consequentemente aumenta a fidelidade da replicacédo do
material genético (Carneiro, 2016; Oliveira, 2016; Gheller et al., 2017).

Os modelos vegetais sado eficazes em estudos sobre o potencial
antimutagénico de produtos naturais, sendo capazes de gerar dados valiosos,
permitindo avaliar os mecanismos de acao dessas substancias. Portanto, os
modelos de plantas constituem uma alternativa valida, econdmica e facil de

manusear aos modelos de animais para esse fim (Andrade-Vieira et al., 2017).

1.6 Bioensaios vegetais

Os bioensaios tem sido utilizado em pesquisas relacionadas a avaliagao da
resposta biolégica a uma determinada substancia ou metabdlito, permitindo assim a
detecgcdo de compostos bioativos (Pires e Oliveira, 2011; Aragao et al., 2015). Estes
ensaios fornecem informacdes importantes sobre o efeito dos constituintes quimicos
presentes nos Oleos essenciais ou extratos do material a ser estudado sobre a
divisao celular, germinacéo e crescimento da raiz (Reigosa et al. 2013).

Os vegetais superiores como a Lactuca sativa (alface - eudicotileddénea) e

Sorghum bicolor (sorgo - monocotiledénea), tém se mostrado sensiveis a
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substancias toéxicas, possibilitando a identificacdo dos niveis de toxicidade de
diferentes concentragdes de compostos isolados, bem como, de efeitos sinérgicos
entre moléculas (Reigosa et al., 2013; Pinheiro et al., 2015). Outro beneficio da
utilizacado de plantas superiores como organismos teste € a possibilidade de avaliar
diferentes variaveis simultaneamente, como: fitotoxicidade (porcentagem de
germinagao, indice de velocidade de germinagao, crescimento radicular e aéreo);
citotoxicidade (alteragado na proporcéo das fases do ciclo celular, alteragdo do indice
mitotico); genotoxicidade (alteragbes cromossomicas estruturais e numéricas);
mutagenicidade (células com micronucleo); isso devido a taxa de proliferacao e
germinagdo, e por seus grandes cromossomos que favorecem as analises
citogenéticas (Pinheiro et al., 2015; Silveira et al., 2017; Aragéo et al., 2017; Alves et
al., 2018).

Por todas essas vantagens, as agéncias de protecdo ambiental e
padronizagdes de bioensaios recomendam a utilizacido de plantas superiores como
organismos modelo para a determinagdo dos efeitos de substancias téxicas (US
EPA, 2012; Silveira et al., 2017; Andrade-Vieira et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a composigdao quimica e avaliar a atividade biolégica do O6leo

essencial extraido de folhas de Peperomia alata por meio dos modelos vegetais
Lactuca sativa e Sorghum bicolor.

2.2 Objetivos especificos
- Realizar a caracterizagao fitoquimica do 6leo essencial de P. alata.
- Avaliar o efeito fitototéxico do 6leo essencial nas concentragdes de 3000, 1500,

750, 375 e 187,5 ppm (ug mL') no desenvolvimento inicial de Lactuca sativa e
Sorghum bicolor.

- Identificar os potenciais citotdxico, genotéxico e mutagénico do 6leo essencial nas
concentragdes de 3000, 1500, 750, 375 e 187,5 ppm (ug mL") em Lactuca sativa.

- Investigar a atividade antimutagénica do oleo essencial na concentragdo de 187,5
ppm (ug mL-') em Lactuca sativa.
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RESUMO

O género Peperomia se destaca pela produgcdo de dOleos essenciais, € ocupa a
segunda posigdo como fonte de compostos bioativos dentro da familia Piperaceae.
Estudos utilizando 6leos essenciais tém demonstrado o potencial destes compostos
no que diz respeito as suas fungdes bioldgicas, que podem ser usados como fontes
alternativas a base de produtos naturais. Diferentes espécies do género Peperomia
possuem varias atividades relatadas, inclusive P. alata que ja foi indicada como
planta medicinal. Os testes realizados com bioensaios vegetais permitem a
avaliacao da atividade biolégica e identificagdo de compostos bioativos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar um screening fitoquimico do 6leo essencial de

folnas de P. alata e avaliar o potencial fitotoxico, via os bioensaios vegetais com
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Lactuca sativa e Sorghum bicolor, e os potenciais citotoxico, genotoéxico, mutagénico
e antimutagénico via células meristematicas de Lactuca sativa. Para isso, o 6leo
essencial foi obtido por hidrodestilacdo e seus constituintes quimicos foram
analisados por meio da cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagao de
chama (CG-DIC) e de espectrometria de massas (CG-EM). Os compostos
majoritarios presentes no 6leo essencial foram: miristicina (37,87%), gama-cadineno
(28,13%), safrol (16,37%) e o-metileugenol (9,74%). Concentragbes do dleo
essencial de P. alata inibiram de forma gradual a germinagcdo e os crescimentos
radicular e aéreo nos dois modelos teste. Dentre os tratamentos que permitiram a
germinagdo de sementes, observou-se que houve resposta citotéxica nas
concentragdes de 750 e 187,5 ppm e dano genotdxico na concentragdo de 1500
ppm. Na analise antimutagénica, foi notada redugao significativa de danos causados
pelo agente MMS, demonstrando potencial antimutagénico, sendo que os resultados
indicam que o o6leo essencial de P. alata na concentracdo de 187,5 ppm pode
inativar o agente mutagénico (desmutagénese) ou modular a replicagdo e o reparo
do DNA (bioantimutagénese). Diante disso, os efeitos observados apoiam seu
potencial fitotdbxico em eudicotiledbneas e monocotiledéneas e atividade
antimutagénica em células meristematicas de L. sativa. Esses resultados sugerem
que o Oleo essencial de P. alata pode ser utilizado como alternativa de novos

compostos bioativos, no desenvolvimento de bioherbicidas e farmacos.

Palavras-chave: Fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,

antimutagenicidade, micronucleo.
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PHYTOCHEMICAL SCREENING AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE
ESSENTIAL OIL OF Peperomia alata Ruiz & Pav. (PIPERACEAE) IN PLANT
BIOASSAYS

ABSTRACT

The genus Peperomia stands out for the production of essential oils, and occupies
the second position as a source of bioactive compounds in the Piperaceae family.
Researches using essential oils have demonstrated the potential of these
compounds regarding to their biological functions, which can be used as alternative
sources based on natural products. Different species of the genus Peperomia have
several reported activities, including P. alata, which has already been indicated as a
medicinal plant. The tests carried out with plant bioassays allow the assessment of
biological activity and identification of bioactive compounds. Thus, this research
aimed to perform a phytochemical screening of the essential oil of P. alata leaves
and to evaluate the phytotoxic potential, through the plant bioassays with Lactuca
sativa and Sorghum bicolor, and the cytotoxic, genotoxic, mutagenic and
antimutagenic potentials by meristematic cells of Lactuca sativa. The essential oil
was obtained by hydrodistillation and its chemical constituents were analyzed by gas
chromatography with flame ionization detector (CG-DIC) and mass spectrometry
(CG-EM). The major compounds present in the essential oil were: myristicin
(37.87%), gamma-cadinene (28.13%), safrole (16.37%) and o-methyleneugenol
(9.74%). Concentrations of the essential oil of P. alata gradually inhibited germination
and root and aerial growth in the two test models. Among the treatments that allowed
seed germination, it was observed that there was a cytotoxic response in the
concentrations of 750 and 187.5 ppm and genotoxic damage in the concentration of
1500 ppm. In the antimutagenic analysis, a significant reduction in damage caused
by the MMS agent was noticed, demonstrating antimutagenic potential, and the
results indicate that the essential oil of P. alata at a concentration of 187.5 ppm can
inactivate the mutagenic agent (desmutagenesis) or modulate the DNA replication
and repair (bioantimutagenesis). Therefore, the observed effects support its
phytotoxic potential in eudicotyledons and monocotyledons and antimutagenic
activity in meristematic cells of L. sativa. These results suggest that the essential oil
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of P. alata can be used as an alternative to new bioactive compounds, in

development of bioherbicides and drugs.

Keywords: Phytotoxicity, cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity, antimutagenicity,

micronucleus.
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1. INTRODUGAO

A familia Piperaceae € uma das maiores dentre as angiospermas basais, com
cerca de 36% do total de espécies, e se destaca, como produtora de metabdlitos
secundarios com atividades bioldgicas confirmadas (Cria, 2016; Stevens, 2017).
Peperomia Ruiz & Pavon é o segundo maior género da familia, com
aproximadamente 1500 espécies (Mathieu, 2001-2020). A familia Piperaceae
conhecida devido a sua importancia econ6mica, biolégica e ecologica devido a
diversidade de metabdlitos secundarios biologicamente ativos como terpenos,
pironas, lactonas, cromenos, chalconas, lignoides, amidas e alcaldides isolados dos
diversos tecidos de suas espécies (Kato e Furlan, 2007). Quimicamente, é
conhecida pela produg¢ao de mais de 700 substancias quimicas (Batista et al., 2011).

Varias espécies de Peperomia sao cultivadas como plantas ornamentais
devido ao habito herbaceo, filotaxia e principalmente pela beleza de suas folhas com
diferentes formas e cores, dentre elas: P. caperata Yunck., P. serpens (Sw.) Loudon
e P. obtusifolia (L.) A. Dietr. (Lorenzi & Souza, 2008; Pinheiro, 2011; Frenzke et al.,
2015). Além disso, algumas espécies também sado usadas na culinaria, como P.
pellucida (L.) Kunth e na medicina popular como P. tetraphylla (G. Forst.) Hook. &
Arn., P. glabella (Sw.) A. Dietr. e P. alata Ruiz & Pav. (Monteiro e Guimaraes, 2008;
Pinheiro, 2011). O género também se destaca pela produgdo de dleos essenciais
(OEs) com compostos biologicamente ativos (Silva et al., 1999; Gutierrez, 2016).

Em relagao aos estudos fitoquimicos, € considerado a segunda maior fonte de
compostos bioativos dentro da familia, representando 15% do total destas
substéncias (Lopez et al., 2010) e sdo caracterizadas pelos seus Oleos essenciais de
natureza terpénica e pela presenca de fenilpropandides (Mora, et al., 2016; Pinheiro,
et al., 2011). Diferentes estudos sobre as propriedades quimicas demostraram a
presenca de atividades antioxidante, anti-inflamatdria, analgésica, antibacteriana,
antifungica, antiviral, antiparasitaria, inseticida, herbicida e antitumoral de diversas
espécies do género (Mahiou et al., 1995; Li et al., 2007; Felippe et al., 2008; Velozo
et al., 2009; Pinheiro et al., 2011; Mbah et al., 2012; Yang et al., 2014; Jardim et al.,
2016; Rivera, et al., 2015; Mora, et al., 2016; Gutierrez, 2016; Alves et al., 2019). O
extrato bruto da espécie P. alata, por exemplo, apresentou forte atividade fungicida
contra Cladosporium cladosporoides e C. sphaerospermum (Reigada, 2009).
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Os OEs possuem varias aplicacbes nas industrias, como por exemplo,
farmacéuticas, cosméticas, agricultura no combate a pragas e doencgas agricolas,
entre outras. Neste sentido, pesquisas com OEs tém como finalidade, investigar e
desvendar seus mecanismos de ac¢ado que confere uma especifica atividade
biolégica e com isto desenvolver fontes alternativas a base de produtos naturais
(Butler, 2008; Estevam et al., 2016). Para que o uso dos compostos naturais seja
realmente seguro s&o necessarios testes toxicoldgicos para comprovagao da sua
eficacia (Figueredo et al., 2014; Nascimento et al., 2018). Para monitorar a
bioatividade de extratos, dleos essenciais e compostos isolados de plantas e a
identificacdo de substancias tdxicas, bioensaios utilizando espécies vegetais como
organismos alvos podem ser aplicados (Pinheiro et al., 2015; Aragao et al., 2017;
Alves et al., 2018).

Apds a exposicao a substancia por determinado tempo podem ser avaliados
tanto os efeitos fitotdoxico por meio da redugdo do crescimento das raizes, além de
citotoxicos por meio da alteragdo do indice mitdtico (Kruger, 2009; Galter, 2020);
ainda podem ser observados os efeitos mutagénicos pela formag&o de micronucleos
e antimutagénicos (Bagatini et al., 2007; Filho et al., 2019).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo determinar a
composi¢cdo quimica e avaliar a atividade biolégica do 6leo essencial extraido de
folhas de Peperomia alata por meio dos modelos vegetais Lactuca sativa e Sorghum
bicolor.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a extragdo do 6leo essencial, as amostras vegetais (folhas) de P. alata
foram coletadas no Parque Estadual do Forno Grande, localizado no municipio de
Castelo no estado do Espirito Santo, Brasil (Voucher JAChrist 242). O parque fica
situado na latitude sul (20°32'29"), longitude oeste (41°07'17") e possui relevo
montanhoso com variagao altimétrica de 1.600 a 2.039 metros. A coleta foi realizada

no més de marco no periodo da manha.
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Para os ensaios bioldgicos, foram utilizadas sementes comerciais de Lactuca
sativa (variedade Crespa Ménica 31 - marca Feltrin), e de Sorghum bicolor (Cultivar:
IAC Santa Elisa).

2.2 Extragao do dleo essencial

A extragao do oOleo foi realizada no laboratorio de Preparo de Amostra Vegetal
do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE-UFES), Alegre, ES.

O dleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, em aparelho do tipo
Clevenger, seguindo metodologia adaptada de Souza et al., (2017). Foram utilizadas
cerca de 260 g de folhas frescas em aproximadamente 1 L de agua de osmose
reversa, em baldo de fundo redondo de 2 L. O hidrolato obtido foi centrifugado
promovendo a separagao entre as fases aquosa e oleosa. O 6leo essencial
(sobrenadante) foi retirado e armazenado em frasco ambar em freezer (Pinheiro et
al., 2015, Mendes et al., 2018).

2.3 Analise da composi¢cao quimica do 6leo essencial

A analise de composicdo quimica do o6leo foi realizada no laboratério de
Fitoquimica e Catalise no Instituto Federal do Espirito Santo (IFES, Alegre, ES). Os
Oleos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chama (GC/FID) (aparelho Shimadzu GC-2010 Plus) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) (aparelho
Shimadzu QP2010- Plus) seguindo a metodologia adaptada de dos Santos et. al.,
(2021). Sendo empregadas em ambas as analises as seguintes condigbes
cromatograficas: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase
estacionaria Rtx®-5MS (0,25 um de espessura do filme); N2 (em analise de GC/FID)
e He (em analises de CG/MS) como gas de arraste com fluxo de 3,0 mL/min; a
temperatura do forno seguiu uma programagao em que permaneceu por 3 minutos a

uma temperatura inicial de 40 °C e em seguida foi aumentando gradativamente
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3°C/minuto até atingir 240 °C, mantendo-se nesta temperatura por 5 minutos;
temperatura do injetor de 250 °C; temperatura do detector de 280 °C; razdo de split
de 1:30. As analises por GC/MS foram realizadas em um equipamento operando
por impacto eletrébnico com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura
1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/segundo e fragmentos detectados
de 29 a 400 (m/z).

Foi analisado um volume de 1 yL de uma solugdo de 2% (v/v) ou ug/mL da
amostra de 6leo essencial dissolvido em alcool etilico absoluto. A identificagdo dos
componentes do 6leo essencial foi realizada pela comparacdo dos espectros de
massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da espectroteca (Wiley 7,
NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencao (IR) tabelados. Para o calculo do
IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-C40 (Supelco-USA) e o tempo
de retencgao ajustado de cada composto, obtidos através do GC-FID. Em seguida, os
valores calculados para cada composto foram comparados com os da literatura
(Adams, 2007; Nist, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado por
meio da razao entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes
da amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
area relativa acima de 0,5% foram identificados e acima de 5% foram considerados

majoritarios (Mendes et al., 2018).

2.4 Bioensaios vegetais

Os experimentos com os bioensaios vegetais foram realizados no laboratério
de Citogenética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES), Alegre, ES.

2.4.1 Ensaio de Fitotoxicidade

Foram testadas cinco concentragdes do 6leo essencial: 3000, 1500, 750, 375
e 187,5 ppm (ug mL"). A agua destilada e o solvente diclorometano foram usados
como controle negativo (C-), e o glifosato na concentragdo 0,1% v/v (mL/L) como
controle positivo (C+). A escolha das concentragdes do 6leo essencial e do controle
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positivo glifosato foi baseada no protocolo de ensaio de fitotoxicidade do grupo de
pesquisa do laboratério que vem sendo adotado em diferentes estudos (Santos et
al., 2017; Vasconcelos et al., 2019; Dutra et al., 2020).

Foram utilizados 25 (vinte e cinco) sementes de L. sativa e de S. Bicolor
colocadas em placas de Petri, com 5 (cinco) repeti¢cdes, totalizando 125 (cento e
vinte e cinco) sementes para cada tratamento. As sementes foram colocadas em
papel filtro umedecido com 2,5 mL da solucdo de 6leo essencial dissolvidos no
solvente diclorometano. As placas de Petri foram dispostas em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e colocadas em BOD a 24°C durante todo o
experimento. A porcentagem de sementes germinadas foi observada apés 8, 16, 24,
36 e 48 h de exposigdo aos tratamentos (Dutra et al., 2020). O crescimento das
raizes e parte aérea foi determinado apdés 48 e 96 horas, respectivamente, de
exposi¢cao as concentracbes do oOleo essencial, com auxilio de um paquimetro
digital.

A partir dos dados obtidos, foram avaliadas as seguintes variaveis:
porcentagem de germinacgdo, apds 48 h (%G), indice de velocidade de germinagao
(IVG) calculado de acordo com Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn
onde: G1, G2, Gn = numero de plantulas germinadas da primeira até a ultima
contagem e N1, N2, Nn = numero de dias desde a primeira até a ultima contagem.
Foram avaliados também o crescimento radicular (CR) e crescimento de parte aérea
(CA), em mm, segundo Aragéo et al. (2015).

2.4.2 Ensaio de Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

Apo6s 48 h de exposigcédo aos tratamentos, 10 (dez) raizes de alface de cada
repeticdo foram coletadas e fixadas em Carnoy | (3:1 metanol + acido acético), em
seguida armazenadas a —20°C. Para estes testes somente raizes de alface foram
utilizadas, pois é considerada um modelo adequado para analise microscépica para
testar o efeito de compostos quimicos (Silveira et al, 2017). Além disso, possui alta
atividade proliferativa, crescimento rapido, cromossomos grandes, alta sensibilidade
a compostos mutagénicos e genotoxicos e raizes faceis de manipular (Andrade-
Vieira et al. 2014; Aragéo et al. 2017).
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As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento suave. As raizes
selecionadas anteriormente, foram lavadas em &agua destilada e hidrolisadas em
solugdo de HCI 5N por 18 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, a
regido meristematica foi retirada e colocada em uma lamina e corada com orceina
acética a 2% m/v (g/mL), recoberta por laminula e esmagada suavemente. Foram
avaliadas mil células por l|amina, totalizando 5.000 células meristematicas
observadas por tratamento.

A citotoxicidade foi avaliada mediante o indice mitético (IM), cujo numero de
células em divisdo foi dividido pelo numero total de células observadas e
multiplicado por cem. A genotoxicidade foi avaliada por meio da frequéncia de
alteragdes cromossdmicas (AC): perda cromossOmica, cromossomos aderentes, c-
metafases, pontes, atrasos, anafases com ponte - o somatorio de cada uma das
alteracdes, respectivamente, foi dividido pelo numero total de divisdes. Ja a
mutagenicidade foi analisada de acordo com a frequéncia de células com
micronucleo (MN), quantificadas por meio da divisdo do numero de células
micronucleadas pelo numero total de células observadas, multiplicado por cem a fim

de obter a porcentagem.

2.5 Analise de Antimutagenicidade

Para avaliar o potencial antimutagénico do éleo essencial, sementes de L.
sativa foram colocadas em placas de Petri umedecidas com agua destilada para
estimular a emissao radicular e mantidas em BOD a 24 ° C. Apds aproximadamente
16 h, sementes com raizes de 1 a 2 mm foram transferidas para novas placas de
Petri e submetidas aos seguintes experimentos: (E1) tratamento com dleo de P.
alata na concentragcédo de 187,5 ppm por 48 h; (E2) pré-tratamento com d6leo de P.
alata (187,5 ppm) por 24 h e tratamento subsequente com metanossulfonato de
metila (MMS — Sigma Aldritch®) por 24 h; (E3) tratamento simultdneo com odleo
(187,5 ppm) e MMS (1: 1) por 48 h; (E4) pré-tratamento com MMS por 24 h e pds-
tratamento com éleo de P. alata (187,5 ppm) por mais 24 h. Apds a exposi¢ao, as
raizes foram coletadas e fixadas em solugdo de Carnoy | (3:1 metanol + acido

acético) e armazenadas a -20 ° C até o uso.
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Agua destilada e diclorometano (DCM) foram utilizados puros como controle
negativo (C-), e uma solugdo de MMS (4 x 10* M) foi utilizada como controle
positivo (C+). A antimutagenicidade foi estimada pela porcentagem de reducéo de
danos em relagao a frequéncia de micronucleos. O MMS é utilizado como agente
indutor de danos ao DNA (Mauro et al., 2014), sendo um dos seus principais efeitos
o0 aumento na frequéncia de micronucleos (Gulfishan et al., 2012).

Para cada um dos experimentos, 5 (cinco) laminas foram preparadas para a
avaliacdo citogenética do potencial antimutagénico. Cada lamina foi preparada a
partir de 2 meristemas de raizes de L. sativa previamente coletados e fixados. As
raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolisadas em solu¢do de HCI 5N a
temperatura ambiente (20 a 25 ° C), esmagadas suavemente e coradas com orceina
acética a 2% m/v (g/mL). Foram avaliadas 5.000 células meristematicas para cada
condig¢ao experimental estabelecida (E1, E2, E3 e E4) e controles (C - e C +).

Para verificar a atividade antimutagénica, calculou-se a porcentagem de
reducdo do dano em relagdo ao micronucleo (MN), calculado pela seguinte formula:
RD = [(células MN em A - células MN em B) / (células MN em A - Células MN em C)]
x 100, onde A é o agente indutor de danos ao DNA, B é o tratamento antimutagénico

e C é o controle negativo (Malini et al., 2010).

2.6 Analise Estatistica

Os resultados das andlises de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias ao
teste de Dunnett a 5% de significancia. Esse teste foi escolhido para comparar
tratamentos com controles (Bernardes et al., 2015) e por ser sensivel e capaz de
identificar pequenas diferencgas entre grupos (Mchugh, 2011). O programa utilizado
foi o Genes (Software for Experimental Statistics in Genetics) (Cruz, 2013).

Os dados antimutagénicos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as médias foram comparadas pelo teste de Kruskal — Wallis, com significancia de p
<0,05. A analise foi realizada no software aberto “R” (R Development Core Team,
2016).
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3. RESULTADOS

3.1 Rendimento e composi¢ao quimica do 6leo essencial

O rendimento do 6leo essencial de P. alata foi de 0,51% m/m, por fragao
fresca de folha. A partir das analises cromatograficas foram identificados 7
compostos, correspondendo a 63,98% de fenilpropandides; 31,94% de
sesquiterpenos e 4,08% de monoterpenos (Tabela 1, figura 2). Foram encontrados
0s seguintes compostos majoritarios: miristicina (37,87%), gama-cadineno (28,13%),
safrol (16,37%) e o-metileugenol (9,74%).
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Tabela 1. Compostos identificados (>0,5%) no 6leo essencial de Peperomia alata.

Composto? Tempo de Retengio Indice de Retengio Indice de Area relativa Classificagio®
(min) Calculado® Retengio (%) ¢
Literatura®

D-limoneno 12,424 1027 1024 3,00 Monoterpeno
alfa-terpineol 19,952 1191 1186 1,08 Monoterpeno
safrol 23,695 1273 1278 16,37 Fenilpropeno
o-metileugenol 29,607 1409 1403 9,74 Fenilpropeno
biciclogermacreno 33,097 1494 1500 3,81 Sesquiterpeno
gama-cadineno 33,611 1507 1513 28,13 Sesquiterpeno
miristicina 34,400 1528 1526 37,87 Fenilpropeno

aOs compostos foram identificados pelo indice LTPRI (GC/FID) e Espectrometria de Massa (GC/MS) utilizando a coluna Rtx ®-5MS. ? indice de
retencdo calculado a partir de dados obtidos por amostragem de n-alcanos saturados (C7-C40). ¢Indice de Retengédo Tabulado (Adams, 2007;
NIST, 2011). 4 Foram identificados compostos com areas relativas >0,5%. € Classificagdo dos compostos.
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Figura 2: Estrutura quimica dos compostos identificados no o6leo essencial de
Peperomia alata.

3.2 Fitotoxicidade

Por meio dos ensaios com L. sativa (alface) e S. bicolor (sorgo), foram
avaliados a porcentagem de germinacdo (%Ger), indice de velocidade de
germinagao (IVG), crescimento radicular (CR) e crescimento aéreo (CA). As duas
plantas modelo sofreram inibigdo gradual, de acordo com o aumento das
concentragdes em todas as variaveis analisadas (Figuras 3 e 4).

Para o teste realizado em alface, foi observado 100% de inibicado na
concentragdo do 6leo essencial de 3000 ppm (ug mL') para todas as variaveis
(Figura 3). Nos demais tratamentos foi observado que houve redugéo significativa na

germinacgdo para as concentragdes de 1500 e 750 ppm (ug mL') e suas médias

38



foram menores que os controles negativos e positivo. Ja nas concentragbes de 375
e 187,5 ppm (ug mL") as médias se aproximaram aos controles positivo e negativos.
Para o IVG em alface, houve redugdo significativa em todas as concentragdes,
quando comparadas aos controles negativos e positivo. Para o crescimento radicular
e aéreo, também houve reducédo significativa em todas as concentragdes e as
meédias ficaram proximas ao controle positivo. Vale ressaltar que em alface, o CA foi
inibido 100% nas concentragdes de 3000, 1500 e 750 ppm (ug mL™").
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Figura 3: Fitotoxicidade do 6leo essencial de P. alata (187,5 — 3000 ppm) sobre sementes
de L. sativa. (A) indice de germinagéo (%); (B) indice de velocidade de germinagdo (IVG)
(%); (C) Crescimento radicular (mm); (D) Crescimento aéreo (mm). As médias seguidas pela
mesma letra nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Dunnett (P>0,05).
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No sorgo também foi observado 100% de inibicdo na concentragdo de 3000
ppm (Mg mL") para todas as variaveis (Figura 4). Nas demais concentragdes foi
notado que, a germinacéo e o IVG apresentaram reducgédo significativa para 1500 e
750 ppm (ug mL"), em relagdo aos controles negativos e positivo. Ja as
concentragdes 375 e 187,5 ppm (ug mL"), ficaram com médias préximas aos
controles positivo e negativo, em ambas as variaveis. Para o CR e CA, foi observado
que apenas a concentragdo de 187,5 ppm (ug mL") apresentou média proxima aos
controles negativos e positivo, e para as demais concentragdes (1500, 750 e 375
ppm) (ug mL"), houve redugdo significativa quando comparadas aos controles
negativos e positivo. Esses resultados demostram efeito fitotéxico do éleo essencial

de P. alata para os dois modelos vegetais testados: alface e sorgo.

40



=
abc = 7
< 100 A e - a 6+ abc a b
3 . T B E c
& 80 E = & ) o 5 = abc __ -
€ = 3 4- Lm0 -
E 60 - o S , T S
@ o i
o (o] 3
© 40 E 2 =) L
© Q -
@ I o 2 - E
2 1 [
5 20 o i > |
£ + g 4
0 — s— () 0 - e—
1T T T T T T 1 2 T T T T T T 1
28882833 = 88882832
I~ ) P~ 1)
Q ® ~ © % 2 8 .E ; © o~ % 2 8 ‘5
Tratamento (ppm) 5 Tratamento (ppm) 3
C D
= & a _ c
£ € £ 20 - .
s 6- S e B abo &
= ] - o
: ~ = L = -
® | ® =
“ 4 — 4 © o —~ o - s
_g E 10 — o
@ E TE
£ 9 - Tﬁ 2 g ’
% =l 2
5 == S
°© =" 0 ===
T T T T T T 1 1T T T T T T 1
22 2©L.mgz=as g2 g2 28 =3
I~ O o P~ O @
e~ o Fa g R e o @A 8
Tratamento (ppm) "6: Tratamento (ppm) "(TT_J

Figura 4: Fitotoxicidade do 6leo essencial de P. alata (187,5 — 3000 ppm) sobre sementes
de S. bicolor. (A) indice de germinagao (%); (B) indice de velocidade de germinagao (IVG)
(%); (C) Crescimento radicular (mm); (D) Crescimento aéreo (mm). As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Dunnett (P>0,05).

3.3 Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

A citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitotico em células meristematicas de
L. sativa. Foi observado que as concentracbes 750 e 187,5 ppm apresentaram
reducéo significativa em relagdo ao controle negativo agua (Tabela 2).

Em relagdo aos danos genotdxicos foram consideradas as células com

alteracbes cromossémicas, desconsiderando as células micronucleadas. O
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tratamento de 1500 ppm se destacou, apresentando valor mais expressivo
(15,76%), em relacédo aos demais tratamentos e controles negativos e positivo
(Tabela 2).
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Tabela 2. indice mitético e alteragdes no ciclo celular em células meristematicas de L. sativa expostas a diferentes concentragdes

do 6leo essencial de Peperomia alata.

Tratamento 1500 ppm 750 ppm 375 ppm 187,5 ppm Agua (-) DCM (-) Glifosato (+) 0,1%
(mL/L)

IM% 8,64+0,692° 7,56+0,78P 10,00+0,942> 7,78+0,66° 9,28+0,96° 9,06+1,30° 5,30+0,60°
MN% 0,10+0,082c 0,08+0,073bc 0,00+0,0030¢ 0,00+0,003b¢ 0,000,002 0,00+0,00° 0,09+0,08 ¢
AC% 15,76+4,20 7,11+1,75%° 7,86+2,65%° 7,74+2,25% 5,86+1,462 4,34+0,63° 2,43+0,63°¢
Perda% 0,90+1,453bc 0,25+0,582¢ 0,18+0,423bc 0,52+0,713bc 0,24+0,552 0,18+0,40° 0,00+0,00¢
Aderéncia% 10,8814,27 4,59+1,222 6,70+1,632 5,87+3,212 3,841,112 1,80+2,10° 1,64+1,82¢
C-metafase% 3,23+3,442° 1,54+1,673c 0,00+0,003b¢ 0,28+0,633c 0,90+0,502 0,81+1,21b 0,00+0,00¢
Ponte% 0,26+0,593bc 0,25+0,583c 0,61+0,943bc 0,80+1,223bc 0,88+1,212 0,84+0,81° 0,44+0,99¢
Atraso% 0,23+0,523bc 0,48+0,663%c 0,37+0,843bc 0,27+0,623bc 0,000,002 0,71+0,66° 0,35+0,79¢
Quebra% 0,26+0,593b¢ 0,00+0,003bc 0,00+0,0030¢ 0,00+0,003b¢ 0,00+0,002 0,00+0,00° 0,00+0,00¢

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Dunnett (P>0,05). IM — indice mitético; MN —

Micronucleo; AC — Alteragdes cromossémicas.
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Foi verificada diferengca significativa para aderéncia cromossémica. Na
concentragcao de 1500 ppm foi observado o valor mais elevado em comparacao aos
demais tratamentos e aos controles negativos e positivo (Tabela 2). As demais
concentragdes apresentaram valores préximos ao controle negativo (agua).

Outras alteragbes também foram observadas, ainda que em frequéncias

menores, dentre elas: perda cromossOmica, c-metafase, ponte em anéafase e atraso
(Figura 5, tabela 2).

._ 5 T S S = f & ; " 4

i AS IR || —
Figura 5: Células meristematicas de L. sativa tratadas com o6leo essencial de P. alata
(187,5 — 3000 ppm). (A) interfase normal, (B) metafase aderente, (C) metafase com perda
cromossOmica, (D) c-metafase, (E) ponte em anafase e (F) atraso em tel6fase. Barra: 10

pm.

Para os danos mutagénicos, foram consideradas as células com
micronucleos. Observou-se que ndo houve aumento significativo em nenhum dos

tratamentos testados com o 6leo essencial (Tabela 2).
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3.4 Antimutagenicidade

Para analise da antimutagenicidade foi utilizada a menor concentragado do
oleo essencial de P. alata 187,5 ppm (ug mL-") por ndo apresentar nenhum tipo de
dano genotdxico ou mutagénico para L. sativa.

Foi observado que houve redugdo de danos mutagénicos de 74,68% no pré-
tratamento, 68,35% no tratamento simultdneo e 84,81% no pos-tratamento (Tabela
3). Vale ressaltar que a maior frequéncia de reducédo de danos ocorreu quando as
células foram submetidas primeiro ao MMS e posteriormente expostas ao 6leo

essencial de P. alata.
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Tabela 3. Porcentagem de reducdo de danos em relagdo ao micronucleo em células de L.
de P. alata na concentragdo de 187,5 ppm (ug mL-") associado ao MMS (4 x 10+ M).

sativa apds exposi¢cao ao oleo essencial

EXPERIMENTO MN (%) RD (%)
El 0,02+0,04% -

E2 0,21%0,11 74,68

E3 0,26+0,14 68,35

E4 0,13+0,12 84,81
agua 0,00+0,00° -
DCM 0,01+0,03° -
MMS 0,800,20° -

As médias seguidas de desvio padrdo com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de
Kruskal Wallis. Onde, E1= 48h 6leo; E2 = 24h 6leo e 24h MMS; E3 = 48h 6leo + MMS 1:1; E4 = 24h MMS e 24h 6leo; MN = micronucleo; RD = redugao de

danos.
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4. DISCUSSAO

4.1 Rendimento e composi¢ao quimica do 6leo essencial

O rendimento do dleo essencial de P. alata foi de 0,51% m/m, sendo
identificados por cromatografia gasosa os seguintes compostos: D-limoneno, alfa-
terpineol, safrol, o-metileugenol, biciclogermacreno, gama-cadineno e miristicina.
Esses dados demostram que dentro do género algumas espécies possuem
composi¢cado quimica semelhantes (De Lira et al., 2009; Robayo-Gama et al., 2010;
Dorla et al., 2017; Okoh et al., 2017).

Os constituintes quimicos presentes no 6leo essencial foram classificados e
correspondem a 63,98% de fenilpropanoides; 31,94% de sesquiterpenos e 4,08% de
monoterpenos (Tabela 1). Esses resultados corroboram com o relato de que,
geralmente, quando presentes nos 0Oleos essenciais, os fenilpropanoides, ocorrem
em quantidades significativas e tendem a ser os compostos majoritarios (Simdes et
al.,, 2010), havendo outros em menores quantidades (Felipe et al., 2017). Na
literatura existem outras espécies de Peperomia, por exemplo, P. pellucida e P.
subespatulata em que os principais componentes também sio os fenilpropanoides
(De Diaz et al., 1988). Os fenilpropanoides e terpenos se destacam devido a sua
versatilidade e diversidade de aplicagcdo biologica, apresentando caracteristicas
antimicrobiana, antioxidante, anticoagulante, herbicida, inseticida, antitumoral,
antiviral, dentre outras (Simdes et al., 2007).

De acordo com Jemaa et al. (2012), a quantidade dos constituintes quimicos
no O6leo essencial afeta diretamente sua qualidade e determina seu possivel
aproveitamento industrial e, consequentemente, o seu valor comercial. E
interessante destacar que as defesas quimicas das plantas se apresentam néao
como substancias individualizadas, mas sim como misturas complexas de
compostos. Os Oleos essenciais possuem compostos em diferentes concentragdes
(majoritarias e minoritarias). Assim, os efeitos biolégicos podem ser devido a
interacdo entre tais compostos, como resultado de efeitos sinérgicos, aditivos,
antagobnicos e potenciagdes. Estes efeitos podem ocorrer via interacdo entre todas
as moléculas presentes nos Oleos essenciais ou por meio da interacdo entre
determinados componentes, principalmente os majoritarios (Bakkali et al., 2008).

Contudo, componentes minoritarios também podem atuar como agentes sinérgicos,
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aumentando o efeito dos principais (Nerio et al., 2009; Hummelbrunner et al., 2001)
ou como agentes antagdbnicos, provocando a redugao do efeito (I1zzo et al, 2001). A
importancia do efeito sinérgico consiste no aumento dos efeitos bioldgicos dos 6leos
essenciais (Kostic et al., 2013), pois o sinergismo que ocorre entre os compostos
presentes nos 6leos essenciais de plantas pode resultar numa maior bioatividade do
que a observada para os compostos isolados (Rattan, 2010).

Neste trabalho foram identificados os seguintes compostos majoritarios:
miristicina (37,87%), gama-cadineno (28,13%), safrol (16,37%) e o-metileugenol
(9,74%). A miristicina também €& encontrada como um dos componentes do 6leo
essencial de Drimys angustifolia Miers, no 6leo essencial da noz-moscada e da
Perilla frutescens, planta nativa da China, Coréia e Jap&o (Hethelyi et al., 2009).
Efeitos benéficos sao atribuidos a miristicina destacando-se dentre eles as ag¢des
inseticidas, fungicidas e ativador de glutationa S transferase prevenindo a formagao
de tumores (Soliman et al., 2003; Nguefack et al., 2004). J4 o gama-cadineno, se
trata de um sesquiterpeno que contribui com o aroma floral e verde (Tu et al., 2002).
Quanto aos compostos safrol e o-metileugenol, ambos fenilpropanoides apresentam
propriedades inseticidas descrita na literatura (Souto et al., 2012; Krinski e Foerster,
2016). O género Piper, um dos principais da familia Piperaceae, possui grande
variedade de substancias, dentre eles, os mais vinculados as atividades biolégicas
sdo miristicina, metileugenol e safrol (Guimarées et al., 2009; Torres-Pelayo et al.,
2016), constituintes encontrados também no dleo essencial de P. alata.

Além dos compostos majoritarios descritos anteriormente, foram identificados
também em menores quantidades o biciclogermacreno (3,81%), D-limoneno (3,00%)
e alfa-terpineol (1,08%). O composto biciclogermacreno, possui atividade antifungica
e tém sido identificados em extratos de outras espécies. O dleo essencial de Piper
cernuum e P. regnelli cuja composicao contém entre outros compostos,
biciclogermacreno, mostrou que ele tem também atividade antimicrobiana (Cysne et
al., 2005; Ngassapa et al., 2016). J& o limoneno é um monoterpeno ciclico
insaturado que pode ocorrer em duas formas opticas (D-limoneno e L-limoneno) ou
em uma mistura racémica (DL-limoneno), sendo o D-limoneno a forma mais
importante comercialmente devido ao seu aroma e sabor (Cao et al., 2016). Suas
aplicagdes incluem desde aromatizante em bebidas, doces, produtos de limpeza e

perfumes, inseticidas, precursor para compostos aromaticos ou medicinais (como o
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acido perilico, carvona e mentol), a unidade basica para produgdo de polimeros e
combustivel (Cao et al., 2016; Jongedijk et al., 2016). O alfa-terpineol, que assim
como os diversos derivados oxigenados de monoterpenos, é reconhecido por sua
nota aromatica agradavel e por suas atividades antimicrobiana, antitumoral,

antioxidante e anti-inflamatéria (Jun et al., 2006; Burdock et al., 2010).

4.2 Fitotoxicidade

Na analise de fitotoxicidade, as duas espécies modelo L. sativa (alface) e S.
bicolor (sorgo), apresentaram inibicado gradual para todas as variaveis avaliadas, de
acordo com o aumento das concentragdes do 6leo essencial de P. alata (Figuras 3 e
4). Estes efeitos podem estar relacionados aos compostos miristicina, safrol, o-
metileugenol, biciclogermacreno e D-limoneno, presentes no 6leo essencial de P.
alata, e que sao envolvidos em diferentes atividades biolégicas (Torres-Pelayo et al.,
2016), e que pode sugerir agao aleloquimica do 6leo essencial desta espécie.

Monoterpenos e sesquiterpenos possuem atividade como inibidores de
crescimento aéreo e de crescimento radicular sobre diversas espécies vegetais
(Sampietro, 2017). No presente estudo, o 6leo essencial apresentou a diminui¢gao
dessas variaveis em diferentes concentragdes para alface e sorgo, isto pode ser
devido a sua composicdo quimica que €& composta por sequiterpenos e
monoterpenos. O Oleo essencial da espécie (Piper longum) também revelou
potencial para inibir germinagdo de sementes, resultado atribuido a composi¢ao
quimica, especialmente em relacdo a presenca de monoterpenos, monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos (Souza-Filho et al., 2009).

Observou-se também que todas as variaveis avaliadas em ambas as
espécies - alface e sorgo - apresentaram 100% inibicdo na concentragdo maior, de
3000 ppm. A atividade biolégica de um dado aleloquimico depende tanto da
concentracdo como do limite da resposta da espécie afetada. O limite de inibigao
para um dado quimico ndo é constante, porém esta intimamente relacionado a
sensibilidade da espécie receptora, aos processos metabdlicos da planta e as
condigdes ambientais (Souza Filho et al., 2009). A atividade dos aleloquimicos tem
sido usada como alternativa ao uso de herbicidas, inseticidas e nematicidas
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(Oliveira et al., 2012; Jesus et al., 2013; Silva et al., 2020). A composi¢ao quimica e
a atividade biolégica das espécies de angiospermas basais podem estar
relacionadas, pois estes sdo produtos de detoxificacdo de substancias nocivas
geradas pelo metabolismo primario vegetal, atuando como agentes que podem inibir
a germinagao devido ao seu poder quelante e/ou citotdxico (Henriques et al., 1999).
Estudos realizados com extratos aquosos das folhas e Oleos essenciais de
Eucalyptus, demostraram que varias espécies do género apresentam aleloquimicos
que inibem a germinagdo e o crescimento de outras espécies de plantas, dentre
eles os monoterpenos alfa-terpineol e limoneno (Barbosa et al., 2016; Yakubu et al.,
2018), compostos presentes no 6leo essencial de P. alata.

Foi observado também reducéo significativa do IVG tanto em alface, quanto
em sorgo, quando comparado aos controles negativos e positivo. O decréscimo no
IVG pode indicar que a presenca de aleloquimicos inibe a velocidade de
desenvolvimento e translocagcao de componentes nutritivos do endosperma para o
embrido (Azambuja et al., 2010). No presente trabalho todas as variaveis foram
afetadas, mas pode acontecer em algumas situagcbes do efeito alelopatico n&o
impedir a germinagédo, mas se manifestar por meio do IVG ou outro parametro, com
isso € importante acompanhar diariamente a velocidade de germinagao (Ferreira et
al., 2000).

E interessante ressaltar que ocorreu inibigdo total do CA de L. sativa, nas
concentragcdes de 3000 ppm, 1500 ppm e 750 ppm e que as concentragdes de 375
ppm e 187,5 ppm apresentaram pouco desenvolvimento. Ou seja, o CA em alface
apresentou resultados semelhantes ao glifosato, o que indica agdo dos compostos
encontrados no 6leo essencial de P. alata pois estes conseguem inibir a germinacéo
e o crescimento das plantas (Cheng e Cheng, 2015). Seus constituintes podem
pertencer as mais diversas classes de compostos, porém, os terpenos e o0s
fenilpropenos sdo as classes de compostos mais comumente encontradas
(Barbosa, 2004; Bakkali et al., 2008). Souza Filho et al., (2009) encontraram varios
compostos com carater inibitorio sobre sementes em O6leos essenciais de Piper
hispidinervum, dentre os quais se destacou o safrol, sendo este um dos compostos
presente no éleo essencial de P. alata, sendo inclusive um dos maijoritarios.

Os aleloquimicos liberados pelos vegetais sao capazes de interferir na

germinagao das sementes, na velocidade de germinagéo, no crescimento inicial das

50



plantulas, na assimilacdo de nutrientes, na atividade fotossintética e de varias
enzimas e na perda de nutrientes pela permeabilidade da membrana celular
(Grana et al., 2013; Jabran et al., 2015; Yan et al., 2015). Essas substancias atuam
diretamente, ou na sinalizagdo de processos de degradacdo celular, por meio da
producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em
estresse oxidativo celular (Qian et al., 2009). As EROs s&o formas reduzidas de
oxigénio energeticamente mais reativas que o oxigénio molecular, sendo compostos
com maior facilidade em reagir com outras substancias e capazes de gerar danos
aos componentes celulares, como: peroxidagao lipidica de membranas, inativagao
de enzimas devido a desnaturagdo, oxidacdo de carboidratos, danos na
conformacgédo dos acidos nucléicos e do complexo do fotossistema Il (PS Il) (Gill e
Tuteja, 2010).

Esses processos fisiolégicos anormais resultam na redugédo da fotossintese
bem como no aumento da respiragao, contribuindo para a reducédo do crescimento
das plantas (Almeida et al., 2008). Algumas classes de aleloquimicos conseguem
intervir na fotossintese induzindo mudancgas no teor de clorofila das plantas. Entre
0s mais citados como responsaveis por causarem efeitos diretos e indiretos estao
os terpenos, classe da qual fazem parte os compostos do 6leo essencial de P. alata.
Os terpenoides, dentre os quais existem compostos volateis, sdo substancias com
diversas atividades biolégicas em plantas, atuando como moléculas de sinalizagéo,
agentes fotoprotetores, horménios reprodutivos, e como aleloquimicos, auxiliando
no estabelecimento do vegetal no ambiente (Latif et al., 2017; Rice, 2012). Os
terpenos volateis também conseguem alterar a permeabilidade da membrana, como
0 caso dos terpenos volateis de Eucalyptus citriodora Hook. (Benchaa et al., 2018) e
espécies do género Satureja (Taban et al., 2013).

4.3 Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

A citotoxicidade foi avaliada pelo indice mitético em células meristematicas de

L. sativa submetidas a diferentes tratamentos com 6leo essencial de P. alata (Tabela
2). O nivel citotéxico do agente pode ser determinado tanto pelo aumento quanto
pela diminuicdo do IM (Lubini et al., 2008; Maschio, 2009). O primeiro poderia ser
uma consequéncia da proliferacdo celular desordenada, potencialmente levando a
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formacado de tumores. Por outro lado, a reducdo do IM poderia ser explicada pela
pertubagao na divisao celular, o bloqueio do inicio da profase e, consequentemente,
o impedimento da divisdo e proliferagdo celular (Grippa et al., 2010; Aragao et al.
2015; Soltys et al., 2011).

Houve reducao significativa nas concentragdes de 750 e 187,5 ppm em
relagdo ao controle negativo agua (Tabela 2). O indice mitético, as alteragbes
nucleares e cromossémicas estao relacionadas com os parametros macroscoépicos e
de desenvolvimento, uma vez que o crescimento do 6rgdo de uma planta esta
concernente com o numero de células produzidas durante divisdo celular e do
alongamento celular durante o processo de diferenciacdo e desenvolvimento
(Aragéo et al., 2015). Assim, quando ha a diminuicdo do indice mitdtico em raz&o da
exposicado ao 6leo essencial, o numero de divisdes celulares e de células viaveis é
reduzido, dificultando o desenvolvimento de 6rgaos vegetais, como € o caso das
raizes, em que seu crescimento depende do aumento do numero de células.

Quanto ao potencial genotdxico, o tratamento de 1500 ppm se expressou
significativamente (Tabela 2). As alteracées cromossémicas podem ocorrer tanto na
estrutura quanto no numero de cromossomos, podendo ser espontidneas ou
induzidas como resultado da exposigcdo a agentes fisicos ou quimicos (Russel
2002). No geral, fragmentos e pontes cromossémicas demonstram um mecanismo
de acdo clastogénico da substancia testada, estando relacionada a sua
genotoxicidade; diferentemente, cromossomos perdidos, pegajosos e c-metafases
estdo relacionados a mecanismos de agdo aneugénicos e efeito citotoxico da
substancia (Leme e Marin Morales, 2009; Pinheiro et al., 2015; Aragao et al., 2017;
Alves et al., 2018; Santos et al., 2019).

A aderéncia cromossdmica foi a alteragao mais observada. Essa alteracao é
um indicador da influéncia téxica no material genético, sendo provavelmente
irreversivel. Trata-se de um tipo de anormalidade nas proteinas histbnicas da
cromatina e nao o proprio DNA e, geralmente determina a morte celular (Fernandes
et al., 2009; Freitas et al., 2016). A aderéncia cromossémica pode desencadear
outras alteragcbes como pontes e micronucleos, ja que os cromossomos tendem a
permanecer juntos e, quando separados, sofrem rupturas cromossémicas
(Fernandes et al., 2009; Bernardes et al., 2015; Freitas et al., 2016).
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Qutras alteragdes também foram notadas, ainda que em frequéncias
menores, dentre elas: perda e aderéncia cromossémica, c-metafases, pontes,
atrasos e quebras. Esses fendmenos podem ser derivados de problemas com os
microtubulos (microtubulos interrompidos ou desenvolvidos de forma incompleta),
uma vez que essas estruturas sdo importantes componentes do fuso mitético e os
fusos sdo os responsaveis pela segregagao correta dos cromossomos para as
células filhas (Vidakovic-Cifrek et al., 2002; Fernandes et al., 2007). Ja as pontes
cromossOmicas surgem como decorréncia da jungdo de extremidades
cromossOmicas quebradas, formando cromossomos que se ligam aos dois polos do
fuso mitdtico (Costa et al., 2014).

Quanto ao potencial mutagénico, observou-se que nao houve aumento

significativo em nenhum dos tratamentos testados com o 6leo essencial de P. alata.

4.4 Antimutagenicidade

O teste de antimutagenicidade foi avaliado por meio da redugao de danos em
relagdo ao micronucleo. O estudo de danificacgo do DNA em seu nivel
cromossémico é uma etapa essencial da investigacao sobre a toxicidade genética, ja
que a mutagdo cromossémica € um evento importante na carcinogénese. A taxa de
micronucleos representa um dos principais parametros observados para a avaliagao
de atividade antimutagénica, porque possibilita a avaliagdo confiavel tanto da perda
(evento aneugénico) quanto da ruptura cromossOmica (evento clastogénico) (Ribeiro
et al., 2018; Fenech, 2008; Fiskesjo, 1985).

O agente mutagénico MMS é um alquilante capaz de interagir com
macromoléculas, tais como o DNA (Malini et al., 2010). Este agente modifica o0 DNA
pela adicdo de grupos metil a uma série de sitios nucleofilicos nas bases do DNA
formando adutos. Os adutos mais frequentes sdo a 7-metilguanina (N7-MeG), a 3-
metiladenina (N3-MeA) e a O°-metilguanina (O%-MeG) (Wyatt e Pittman, 2006). O
MMS expbe elevada acao clastogénica. Este agente clastogénico tem a capacidade
de induzir trocas entre cromatides irmas (Kaina e Aurich, 1985) e os grupos metil
adicionados por ele ao DNA causam anomalias cromossémicas (Kaina, 2004). Em
plantas, o MMS ¢é utilizado na avaligcdo da resposta a agentes causadores de danos
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ao DNA, sendo ja bem estabelecido como controle positivo para algumas espécies
(Liman et al.,, 2015; Liu et al., 2013). Dentre os efeitos do MMS destaca-se o
aumento na frequéncia de micronucleos e fragmentos (Mauro et al. 2014).

Neste estudo foi observado que houve redugdo de danos mutagénicos de
74,68% para o (E2) pré-tratamento, 68,35% no (E3) tratamento simultdneo e 84,81%
no (E4) pés-tratamento (Tabela 3). Esses resultados indicam que o 6leo essencial
de P. alata pode inativar o agente mutagénico por meio do bloqueio ou modificagéo
para que ndo entre em contato com o material genético (desmutagénese) ou
modulando a replicacado e o reparo do DNA, inibindo os possiveis erros do sistema
de reparo (bioantimutagénese) (Gheller et al., 2017).

A maior frequéncia de redugdo de danos ocorreu quando as células foram
submetidas primeiro ao MMS e posteriormente expostas ao 6leo essencial de P.
alata, esses dados podem indicar um efeito preferencialmente bioantimutagénico
desta espécie, significando que o dano genotéxico causado pelo MMS esta sendo
reduzido ou reparado pela presenca do Oleo essencial de P. alata, fato que pode
estar associado a acg&o dos fitoconstituintes do 6leo na modulagédo do sistema de
reparo de DNA (Mauro et al., 2014). A miristicina, composto majoritario em maior
quantidade, por exemplo, é considerado agente quimiopreventivo eficaz contra o
cancer (Zheng, et al., 1992). Além disso é reportada atividade antioxidante para a
miristicina e o-metileugenol (Silva et al, 2010). O composto D-limoneno, também
pode atuar na prevencgéo de varias doengas, incluindo o cancer (Economos e Clay,
1999). Ja o alfa-terpineol mostrou ser um forte agente quelante de ions Fe?*, em
estudos de Di Sotto et al. (2013), observaram que a quelagao do ion ferroso é uma
forma indireta de atividade antioxidante, por proteger as células do dano oxidativo do
DNA, induzido pela produgdo de espécies reativas ao oxigénio, que pode estar
envolvida também na antimutagenicidade da substancia.

A busca por novos agentes antimutagénicos é de extrema importancia, tendo
em vista que muitos agentes anticarcinogénicos sao também antimutagénicos e,
desse modo, sdo capazes de proteger contra outras doengas além do céncer
(Stoczynska et al.,, 2014). Os sistemas vegetais representam uma alternativa
eficiente e acessivel para indicar o potencial de antimutagenicidade e

genotoxicidade em substancias isoladas ou misturas complexas (Kuhn et al., 2015).
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Além disso, os resultados obtidos com células vegetais demonstraram ter boa

correlagao com os leucécitos humanos (Palmieri et al., 2016).

5. CONCLUSAO

Os testes realizados com os organismos modelos L. sativa e S. bicolor
demonstraram que o 6leo essencial de P. alata possui compostos bioativos. Os
efeitos de inibigdo gradual observados na germinagao, CR e CA demonstraram que
o0 Oleo essencial de P. alata possui potencial fitotoxico principalmente nas
concentragdes 3000, 1500 e 750 ppm, sugerindo agcdo dos seus compostos para
obter esse controle em eudicotiledoneas e monocotiledoneas.

Para o teste de citotoxicidade foi verificado que houve comprometimento do
indice mitético nas concentragées 750 e 187,5 ppm, indicando assim que o 6leo
essencial de P. alata apresentou potencial citotoxico quando testado em células
meristematicas de L. sativa. Portanto, as andlises de fitotoxicidade e citotoxicidade
indicam que em altas concentracdes o 6leo essencial de P. alata podem apresentar
potencial alelopatico.

No teste genotdxico houve resposta na concentracédo de 1500 ppm, porém a
Unica alteragao significativa foi o cromossomo aderente, 0 que sugere que nao
houve fixagao de danos. Com isso nao foi expressa atividade mutagénica.

Foi verificada também atividade antimutagénica avaliada em células
meristematicas de L. sativa, sendo que os resultados indicam que o 6leo essencial
de P. alata pode inativar o agente mutagénico (desmutagénese) ou modular a
replicacdo e o reparo do DNA (bioantimutagénese), contudo a maior taxa de
reducdo de danos foi no pds-tratamento, indicando efeito preferencialmente
bioantimutagénico desta espécie.

Esses resultados sugerem que o 6leo essencial de P. alata pode ser utilizado
como alternativa para fabricagcdo de novos produtos a base de substancias
naturais, como bioherbicidas e farmacos, pois seus constituintes conferem

atividade biolégica.
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