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1. INTRODUGAO

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva perene nativa da regido da
Costa do Mar Mediterraneo. Suas folhas sdo comumente empregadas como
condimento na culinaria e o 6leo essencial utilizado na industria de cosméticos,
como antioxidante em alimentos processados e na medicina popular no
tratamento dores de cabeca, epilepsia e doengas da circulagcdo, acdo como
antibacteriano; antifungico, antiviral, antitumoral, anti-inflamatério, antileishmanico
e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2019).

Devido ao intenso uso de plantas medicinais, as propriedades dos dleos
essenciais necessitam ser melhor estudadas quanto a sua potencialidade como
antiproliferativo, alelopatico e também o efeito citogenotéxico. Para tanto,
podemos utilizar biomarcadores que demonstrem o0 acometimento de danos
durante o desenvolvimento devido a presenca de substancias nocivas. A alface
(Lactuca sativa L.) esta entre os organismos-teste mais utilizados para avaliar a
fitotoxicidade e a citogenotoxicidade, tem poucos cromossomos, com tamanho
grande (2n =18) e apresenta baixo custo de execugdo e possibilidade de serem
realizados continuamente (ZALTAUSKAITE & CYPAITE, 2008).

Dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar os potenciais
citogenotoxico, antiproliferativo e alelopatico do dleo essencial de alecrim sobre
células meristematicas de alface como bioindicador.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado com sementes de alface comerciais isentas de
produtos quimicos (Feltrin®), submetidas ao contato direto (experimento 1) e ao
efeito da volatilidade (experimento 2) da solugao do 6leo essencial de alecrim. O
6leo foi extraido das folhas de plantas adultas, por arraste a vapor de agua,
conforme procedimento realizado no laboratério de produtos naturais do
CCQFA/UFPel sob coordenacdo do prof. Rogério Freitag e, em seguida,
acondicionados em frascos escuros e mantidos em refrigerador a 5°C.
Posteriormente, cada déleo foi emulsionado com tween 80 a 5% v/v e dissolvidos
em agua destilada para a obtencdo das seguintes solugbes: T2 20mg/L; T3
40mg/L; T4 80mg/L; T5 160mg/L; T6 320mg/L e T7 640mg/L como controle
positivo e utilizou-se agua destilada (TO) e agua destilada + tween 80 a 5% (T1)
como controle negativo.
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A verificagao do potencial alelopatico do 6leo, nas diversas concentragdes,
foi realizada por avaliagcao de germinacéo e o efeito fitotdxico pelo comprimento
das raizes e parte aérea de plantulas. Para o teste de germinacdo, cinco
repeticoes de 50 sementes foram semeadas em gerbox por cada tratamento,
tendo como substrato uma folha de papel germiteste, umedecidas com
quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. No
teste do contato direto, logo apdés a semeadura, 1mL da solucdo de cada
concentragcao de o6leo foram distribuidos no papel. Para o efeito da volatilidade,
apos a semeadura, foram adicionadas 1 ml de cada concentracdo em bolinhas de
algodao colocadas ao centro de cada gerbox. Em seguida, foram levadas para
camara de germinagao, a 25 + 1°C e a porcentagem de germinagao avaliada no
quarto e no sétimo dia apds a semeadura. Consideraram-se germinadas as
sementes que apresentaram protrusao da radicula.

O efeito citogenotoxico dos tratamentos foi verificado pela andlise da
divisdo mitética e calculados os indices mitético (IM), metafasico (IMet) e
anafasico (IAf), e o efeito mutagénico pela analise das anormalidades
cromossOmicas ou indice de mutagenicidade (IMut). Para tanto, as radiculas
foram coletadas aos quatro dias apdés a semeadura, fixadas e analisadas de
acordo com GUERRA; SOUZA, (2002). Para cada tratamento foram analisadas
5000 células/tratamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes. Os dados foram submetidos a analise da normalidade residual,
atendendo as pressuposicoes, também foi realizada a analise de variancia e para
comparagao das médias foi aplicado o teste de tuckey a 5% de probabilidade de
erro utilizando o programa Statistix9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagao ao efeito alelopatico, no experimento 1 (contato) a germinagao
inicial sofreu uma reducao drastica em todos as concentragdes de 6leo de alecrim
testadas. Porém ao avaliarmos esta germinagédo aos 7 dias observamos que as
concentragées de 40 e 80 mg/L nao influenciaram de forma estatisticamente
significativa quando comparados com os controles negativos. Mas acima de 160
mg/L ndo houve germinacao o que afetou as demais variaveis analisadas nestes
tratamentos (Fig 1A). No experimento 2 (volatil) a germinagao inicial sofreu uma
reducao significativa conforme aumento da concentragdo do 6leo de alecrim,
Porém, na anadlise da germinacgao final, as concentragao de 40, 80, 320 e 640
mg/L causaram uma reducdo estatisticamente significativa em relagdo aos
controles (Fig 2A).

Avaliando o efeito fitotdxico pela analise de crescimento, no experimento 1 o
desenvolvimento da parte aérea (PA) foi fortemente afetado pelo 6leo de alecrim,
pois a partir da concentragdo de 20mg/L houve uma redugcdo acentuada e
estatisticamente significativa. Entretanto, observando os dados de parte radicular
esta nao foi tdo afetada, pois ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as doses (Fig. 1B). No experimento 2, a comparagcdo das médias da parte
aérea foi similar ao do experimento 1, para parte radicular os dados apresentaram
menor responsividade que a os da parte aérea (Fig. 2B).

Estes resultados evidenciam a presenca de compostos alelopaticos no 6leo
de alecrim, pois segundo RODRIGUES et al. (1992) estes que atuam como
inibidores de germinacdo e crescimento, interferindo na divisdo celular,
permeabilidade de membranas e na ativagao de enzimas.
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Figura 1: Andlise da germinagao inicial e final, crescimento , indice mitético, indice
anafasico, indice metafasico e indice mutagénico do experimento de contato.

Quanto a citotoxicidade, no experimento 1 observamos que houve uma
reducao significativa da divisdo celular em todas as concentragdes testadas,
refletindo em todos os indices avaliados (Fig. 1C). No experimento 2 o 6leo de
alecrim influenciou significativamente a divisao celular das células meristematicas
analisadas a partir das concentracdo de 40 mg/L, indicando um efeito
antiproliferativo. A reducao dos IMet e o |Ana fica mais evidente a partir da
concentragcao de 80mg/L (Fig.2C). Segundo PERES et al., (2014) a citotoxicidade
e a genotoxicidade de substancias podem ser avaliadas, respectivamente, através
de alteracbes no processo de divisdo celular sobre o organismo-teste e pela
incidéncia de mutagbes cromossOmicas, como quebras cromatidicas, pontes
anafasicas, perda de cromossomos inteiros ou formagao de micronucleos.

A mutagenicidade foi avaliada através da analise do numero de alteracdes
do tipo aneugénicas e clastogénicas. No experimento 1 devido a reducao
significativa no numero de células em divisdo estas observacdes ficaram
prejudicadas, pois ha necessidade de divisdo celular ativa para proceder de forma
efetiva a analise (Fig. 1D). No experimento 2, apesar de maior numero de células
em divisdo ativa, essa analise também ficou prejudicada nas concentragdes
acima 80mg/L, nas demais concentragdes nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativa quando comparadas aos controles negativos
(Fig.2D). Segundo MAJER et al., (2005) o primeiro efeito de agentes genotdxicos
€ promover lesdées no DNA (oxidagcao e dimerizacdo de bases, adutos de DNA,
entre outras) e essas lesdes podem ter 3 destinos: reparo, alteragdes irreversiveis
e morte celular, o que poderia explicar a reducdo de divisdo celular observada,
nos experimentos.
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Figura 2: Andlise da germinacao inicial e final, crescimento, indice mitético, indice
anafasico, indice metafasico e indice mutagénico do experimento de efeito da
volatilidade.

4. CONCLUSOES

Através da andlise dos resultados do 6leo essencial de alecrim em diferentes
concentragoes, foi possivel verificar atividade alelopatica, fitotoxica e citotdxica
para as concentracdes mais altas testadas neste experimento, com efeito mais
significativo por contato.
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