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Abstract— Rosemary essential oil is commonly
used as a condiment in cooking and in folk
medicine, but knowledge of the aspects of the
biological activity of the vegetable and its healing
or toxic potential is essential for the
transformation of the medicinal plant into the
herbal product. The objective of this study was to
evaluate the allelopathic, phytotoxic, cytotoxic
and genotoxic potentials of rosemary essential oil
on seeds of Lactuca sativa L. (lettuce) as a
bioindicator. The Dbiological assays used
chemical-free (Feltrin®) seeds, which were
subjected to the effect of rosemary essential oil in
direct contact and to the effect of oil solution
volatility. For use, the oil was emulsified with
Tween 80 a 5% v / v and dissolved in distilled
water to obtain the following solutions T3 20mg /
L; T4 40mg / L; T5 80mg / L; T6 160mg / L; T7
320mg / L and T8 640mg / L and distilled water
(T1) and Tween 80 at 5% v / v (T2) were used as
negative control. The physiological effect on initial
and final germination, shoot and root length, as
well as the cytotoxic and genotoxic effects were
evaluated by observing the mitotic division and
the mitotic (IM), metaphase (IMet) and anaphasic
(IAf) and chromosomal abnormalities (ACI).
Through analysis of the results of rosemary EO at
different concentrations, it was possible to verify
inhibitory allelopathic, phytotoxic and cytotoxic
activity at the highest concentrations (320 mg / L
and 640mg / L) tested in this experiment, with
effect. More significant when they were under the
effect of the direct contact with rosemary EO
experiment. Rosemary essential o0il shows
allelopathic, phytotoxic and cytotoxic activity at

the highest concentrations tested. In the
experiment of lettuce seed contact with EO the
effects on germination, growth and mitotic cell
division were more severe than when the
exposure was only to volatile compounds.
Regarding genotoxicity, it is suggested to
continue the research to obtain conclusive
answers.

Keywords—genotoxicity; cytotoxicity;
Rosmarinus officinalis; Biological assays.

I.  INTRODUCAO

Os produtos naturais tém um importante papel no
desenvolvimento de novos medicamentos, nao
apenas quando os compostos bioativos sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também
guando sdo usados como matéria prima para a
sintese de medicamentos ou como base para novos
compostos biologicamente ativos [1]. O conhecimento
dos aspectos desta atividade biologica do vegetal é
essencial para a transformacéo da planta medicinal no
produto fitoterapico [2] Dentre as inUmeras plantas
utilizadas como fitoterapicos, tém-se o alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), também conhecido como
alecrim rosmarinho, alecrim de jardim, alecrim da
horta ou erva da graga, uma erva perene nativa da
regido da Costa do Mar Mediterraneo [3]. Apresenta
efeito antibacteriano [4], antifingico [5], antiviral [6],
antibiofilme [7], antitumoral [8], anti-inflamatério [9],
antileishméanico e antioxidante [10] [11] entre outras
aplicag@es [1] [12].

Apesar do Brasil estar em 2° lugar em pesquisas
com plantas medicinais, a quantidade de trabalhos
ainda é considerada pequena em relagdo a nossa
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biodiversidade [13]. Assim, a descoberta de novas
propriedades curativas de plantas é, muitas vezes,
dificultada devido as limitagdes de financiamento para
ensaios controlados de identificacdo destas
propriedades e também de efeitos adversos. A autora
ainda chama atencé@o para o aumento dos estudos
voltados a avaliagdo das atividades mutagénica e
toxicolégica, devido a sua importancia em conhecer os
efeitos bioldgicos colaterais das plantas antes que
sejam consideradas como agentes terapéuticos, além
de estabelecer medidas de controle de uso [13].
Portanto, em funcdo da extensa diversidade de
plantas, e da maioria dos fito derivados ainda n&o
terem sido avaliados, quanto a sua eficacia e
seguranca, a tendéncia é que essa area de estudo
seja ampliada.

Para obter-se compostos biologicamente ativos,
primeiramente é necessario obter os extratos da
planta e/ou 6leos essenciais para realizar uma
caracterizacao fitoquimica. A composicao quimica dos
extratos varia dependendo do método e solventes
utilizados (metanol, eter, agua, acetona, etc.). Os
Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas que
contétm centenas de  compostos, volateis,
monoterpenos, sesquiterpenos,compostos aromaticos
e outros derivados. Os OE podem ser sintetizados por
todos os orgaos das plantas, ou seja, brotos, flores,
folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes,
madeira ou casca, e sdo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares [14]. Na literatura, diversos
estudos realizados in vivo e in vitro ja demonstraram
as propriedades terapéuticas do alecrim. De uma
maneira geral, os 6leos volateis possuem uma variada
série de ac¢bes biolégicas [15], sendo essa uma das
justificativas para se aprofundar os estudos sobre
Oleos. Segundo Andrade et al. (2018) [1], o éleo
essencial de alecrim, apresenta como principais
constituintes cénfora, 1,8-cineol, a-pineno, borneol,
canfeno, B-pineno e limoneno (1,5-5,0%) em
propor¢cdes que variam de acordo com O estagio
vegetativo, 0 explante e as condi¢des bioclimaticas.
Sabe-se que produtos naturais assim como O0s
sintéticos, exigem o conhecimento do modo de acao
dos grupos quimicos que possuem para a avaliacao
das potencialidades terapéuticas, tdxicas e para a
formulacdo de uma estratégia adequada para seu uso
[16].

Sistemas testes vegetais tém sido utilizados para
estudos preliminares dos possiveis efeitos adversos
de produtos quimicos, extratos de plantas, misturas
complexas, entre outros. Isso permite identificar riscos
potenciais aos seres humanos, utilizando como
primeira triagem de detec¢do [17]. Bioensaios vegetais
com Allium cepa, Lactuca sativa, Zea mays e Vicia
faba tém sido usados para avaliagcdo da
citogenotoxicidade, devido principalmente ao grande
namero de sementes produzidas por essas espécies,
ao facil manuseio e a grande superficie de contato
proporcionada aos produtos administrados, além
disso, essas espécies mostram também alta

sensibilidade e possuem cromossomos grandes,
facilitando a visualizacdo citogenética [18][19].Estes
testes tém sido validados por pesquisadores que 0s
realizam conjuntamente aos testes animais in vivo,
como o teste de micronucleo, sendo que os resultados
obtidos tém sido muito similares [20]. Para que uma
planta seja indicada como bioindicador vegetal, a
espécie deve apresentar germinagdo rapida e
uniforme, e um grau de sensibilidade que permita
expressar os resultados sob baixas concentracdes das
substancias alelopéticas [21].

Utilizando a abordagem citogenética, podemos
avaliar a citotoxicidade pela andlise do indice mitético
e a genotoxicidade pela formacdo de micronicleos e
alteragbes cromossdmicas. A maioria dos biotestes
buscam analisar agentes que possam afetar os niveis
fisiologico e molecular do organismo exposto, e devido
a universalidade do cddigo genético, se o0 agente
causar danos ao DNA, ele tem potencial
citogenotoxico em qualquer tipo de células (animal,
vegetal ou microrganismos)[22].

Estudos sobre toxicidade e mutagenicidade sao
necessarios, tanto em extrato/ou 6leo essencial de
alecrim como de outras espécies medicinais, devido a
contribuicdo ao conhecimento para uma utilizacdo
mais eficiente e segura. Dentro deste contexto, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar os potenciais
alelopatico, fitotdxico, citotdéxico e genotdxico do 6leo
essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) sobre
alface (Lactuca sativa L.) como bioindicador.

Il. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de
Genética Vegetal (LabGen) do Departamento de
Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG), no Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas, Rio
Grande do Sul. Como bioindicador vegetal foram
utilizadas sementes de alface da cultivar Americana
Grandes Lagos 659, isentas de produtos quimicos
(Feltrin®), obtidas no comércio local e mantidas a 4°C
por no minimo 72h para superagdo da dorméncia.
Estas foram submetidas ao efeito do dleo essencial
(OE) de alecrim em contato direto (experimento 1) e
ao efeito da volatilidade (experimento 2) da solu¢éo do
6leo. O OE foi extraido de folhas secas de plantas
adultas adquiridas comercialmente, por arraste a
vapor de agua, conforme procedimento realizado no
Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN)
do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal de
Pelotas e, em seguida, acondicionado em frascos
escuros e mantidos em refrigerador a 5°C até
utilizacéo.

A identificagcdo fitoquimica do OE de alecrim foi
realizada em um cromatografo a gas acoplado a um
detector de massas, modelo GC/MS-QP 2010SE
(Shimadzu, Japéo) equipado com auto injetor AOC-20i
do LPPN. A separagdo dos compostos foi em coluna
capilar RTX-5MS (Restek, USA) com dimensdes de
30m x 0.25mm x 0.25um nas seguintes condicdes
cromatogréficas temperatura inicial de 40°C subindo a
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5°C min-1 até 280°C, permanecendo nesta
temperatura por 10min; volume injetado: 1pL;
interface: 280°C; temperatura do injetor: 280°C; gas
de arraste: hélio; fluxo linear de gas: 1.27mL min-1;
split: 1:10; modo scan; faixa de massa 40 a 700 m/z e
voltagem do filamento em 70eV. As quantificacdes
foram realizadas por area normatizada e as
identificacbes dos compostos pelo espectro de
massas utilizando a biblioteca NIST 8 do GC/MS.

Para utlizacdo nos bioensaios, o OE foi
emulsionado com Tween 80 a 5%v/v e dissolvido em
agua destilada para a obtencdo das seguintes
solugbes: T3 - 20mg/L; T4 - 40mg/L; T5 - 80mg/L; T6 -
160mg/L; T7 - 320mg/L e T8 - 640mg/L. Como
controle negativo utilizou-se agua destilada (T1) e
agua + Tween 80 a 5%v/v (T2). Cada tratamento
constou de cinco repeticdes de 50 sementes, as quais
foram semeadas em caixa gerbox, com cada caixa
representando uma repeticdo. O substrato utilizado foi
papel germiteste, umedecido com quantidade de agua
destilada ou extrato equivalente a 2.5 vezes a massa
do papel seco. No teste do contato direto, 1mL da
solucdo de cada concentracdo de 6leo foi distribuido
no papel umedecido com 7mL de &agua destilada,
efetuando se, logo apés, a semeadura. Para anélise
do efeito da volatilidade, apés a semeadura, foram
adicionados 1mL de cada concentragdo em bolinhas
de algodéo (de aproximadamente 0.5cm de didmetro)
colocadas ao centro de cada gerbox e o papel
germiteste foi umedecido com 7mL de 4gua destilada.
Em ambos os experimentos (contato e volatilidade), as
caixas gerbox foram mantidas em camara de
germinac¢do com temperatura controlada de 25 + 1°C
e fotoperiodo de 12h. As caixas gerbox foram
dispostas na camara de forma aleatoria por sorteio.
Durante o periodo do experimento realizou-se o
monitoramento da umidade do papel germiteste, por
observacao visual, e quando necessario, adicionados
2mL de agua destilada.

As variaveis analisadas para verificagdo do efeito
alelopético do OE foram germinagéo inicial, aos quatro
dias apds a semeadura, e germinacao final, aos sete
dias, conforme as regras para analise de sementes-
RAS [23]. Consideraram-se germinadas as sementes
gue apresentaram protrusdo da radicula com igual
tamanho da semente.

O efeito fitotoxico foi avaliado através da medida
em milimetros do comprimento da parte aérea e das
raizes de dez plantulas selecionadas ao acaso de
cada repeticdo/tratamento, com o auxilio de régua
milimetrada.

Para avaliar a citotoxidade do OE nas diferentes
concentracdes analisou-se o seu efeito sobre a divisdo
celular, sendo as varidveis analisadas os indices
mitotico (IM), metafasico (IMet) e anafasico (IAna), e o
efeito genotéxico pela andlise das anormalidades
cromossdmicas (IAC). Para tanto, dez raizes de cada
repeticdo/tratamento foram coletadas aleatoriamente
aos quatro dias ap6s a semeadura, fixadas em Carnoy
(3:1 - etanol: acido acético glacial) e mantidas em

freezer até a analise. Para proceder a analise das
laminas, foi utilizada a técnica de esmagamento [24],
sendo as pontas das raizes lavadas em agua
destilada,hidrolisadas em HC|I 5N durante dez
minutos, e lavadas novamente em agua destilada e
entdo coradas com orceina acética 2%. Para cada
tratamento foram analisadas dez laminas e
observadas 500 células/lamina pela técnica de
varredura no aumento de 400x, totalizando 5000
células/tratamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, e os dados foram submetidos a analise
da normalidade residual, atendendo as
pressuposicdes.Também foi realizada a andlise de
variancia e para comparagdo das médias foi aplicado
o teste de mudltiplas comparagfes de Tukey a 5% de
probabilidade de erro utilizando o programa
Statistix9® e utilizou-se o Microsoft Excel® para
elaboracéo dos gréficos.

Ill. RESULTADOS E DISCUSSAO
A.  Composi¢éo quimica do 6leo essencial

Na Tabela | sdo apresentadas as porcentagens
dos constituintes quimicos do O6leo essencial de
alecrim. Foram identificados dez compostos sendo o
componente majoritario o Eucalyptol ou 1-8-cineol
(pico 6) com 51.83%, o segundo composto presente
em maior quantidade foi o d-camphor (pico 8) com
17.08%, o terceiro composto foi o a-Pinene (pico 1)
com 12.11%, o quarto composto foi o Camphene (pico
2) com 4.52%, o quinto composto foi 0 Borneol (pico
9) com 4.37%, o sexto composto foi o a-terpineol (pico
10) com 3.25%, o sétimo composto foi o 0-Cymol (pico
5) com 2.90%, o oitavo composto foi o B-Pinene (pico
3) com 1.64%, o penultimo composto foi o Linallol
(pico 7) com 1.20% e o ultimo composto identificado
foi o B-Myrcene (pico 4) com 1.10%.

Estes dados sdo similares aos observados por
Andrade et al. (2018) [1] que relatam que 0s principais
constituintes do 6leo essencial de alecrim séo céanfora
(5.0% a 21%), 1,8-cineol (15-55%), a-pineno (9.0—
26%), borneol (1.5-5.0%), canfeno (2.5-12%), B-
pineno (2.0-9.0%) e limoneno (1.5-5.0%) em
propor¢cdes que variam de acordo com o estagio
vegetativo e as condi¢des biocliméaticas. Composicdes
similares também foram citadas por Nieto, Ros e
Castillo (2018)[24] e Wang et al. (2012)[25]. Segundo
Andrade et al. (2018)[1], as atividades biol6gicas de R.
officinalis L. tém sido atribuidas a dois grupos de
compostos: uma fracdo volatil e compostos fendlicos.
Os autores ainda destacam que nos ultimos 20 anos o
alecrim tem sido mais estudado principalmente por
suas propriedades anticancer, antioxidante e anti-
infecciosa (55% dos estudos).

De acordo com Peron et al. (2008) [16], além de
conhecer os principios ativos presentes, é importante
entender o seu modo de acé@o para a avaliagdo das
potencialidades terapéuticas, téxicas e para a
formulacdo de uma estratégia adequada para seu uso
como planta medicinal.
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TABELA |-CARACTERIZAGCAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM
UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS DE CONTATO E VOLATILIDADE
UTILIZANDO BIOINDICADOR ALFACE.

Pico R.Time Area% Nome
1 6.499 12.11 a-Pinene
2 6.860 4.52 Camphene
3 7.598 1.64 B-Pinene
4 7.992 1.10 B-Myrcene
5 8.966 2.90 o-Cymol
6 9.197 51.83 1,8-cineol
[ 4 11.074 1.20 Linallol
8 12.421 17.08 d-camphor
9 13.014 4.37 Borneol
10 13.708 3.25 a-terpineol

Fonte: Laboratério de Lipidomica e Bio-organico do CCQFA/ UFPel,
Pelotas, RS.

B. Efeito alelopatico

No experimento 1 (de contato), a germinacéo inicial
sofreu  uma reducdo drastica em todas as
concentragbes do OE de alecrim testadas. Porém, ao
avaliarmos a germinacdo aos sete dias apds a
semeadura, observamos que as concentracdes de 40
e 80 mg/L néo influenciaram de forma estatisticamente
significativa a germina¢do quando comparados com
0s controles negativos. Mas as concentragfes de 20 e
160 mg/mL diferiram estatisticamente dos controles.
As maiores concentracdes, 320 e 640mg/L, inibiram
totalmente a germinacdo, o que afetou as demais
variaveis analisadas nestes tratamentos (Fig.1).
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Fig. 1. Analises de germinacdo inicial (A) e final (B) de sementes de
alface, do experimento do efeito de contato do dleo essencial de
alecrim (R. officinalis L.).

No experimento 2 (volatil), a germinacéo inicial
sofreu uma reducdo significativa, conforme o aumento
da concentracdo do 6leo de alecrim, com excecao
para a de 160mg/L, que nao diferiu dos controles. Na
analise da germinacéo final, apenas a concentracao
de 640 mg/L diferiu estatisticamente dos controles

(Fig. 2).
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Fig. 2. Gréficos referente as andlises de germinacéo inicial e final de
sementes de alface do experimento de volatilidade do 6leo essencial
de alecrim (R. officinalis L.).

Weir, Park e Vivanco (2004) [27] sugerem que dois
mecanismos principais podem estar envolvidos nessa
reducdo da germinacdo, o primeiro, a paralisacédo da
respiragdo mitocondrial e o segundo, a perturbacéo de
enzimas do ciclo de Krebs, j& que durante a
germinacdo das sementes ha um rgpido aumento na
atividade glicolitica ligado a um aumento da taxa de
respiracdo. Podesta e Plaxon (1994) [28] ressaltam
que a atividade glicolitica é necessaria para mobilizar
os carboidratos armazenados, fornecer a semente
poder redutor, ATP e produtos de carbono necessario
para a biossintese das raizes e parte aérea das
plantulas emergentes, se 0 processo de respiragdo é
comprometido, consequentemente a germinacdo é
afetada.

C. Efeito fitotoxico

Avaliando o efeito fitotoxico, pela analise do
crescimento, observamos pelos dados obtidos no
experimento 1, que o desenvolvimento da parte aérea
(PA) e da parte radicular (PR) foi fortemente afetado
pelo OE de alecrim, pois a partir da concentracdo de
20mg/L, houve uma reducdo acentuada e
estatisticamente significativa. Entretanto, observando
os dados da PR, nota-se que esta nao foi tdo afetada,
pois ndo houve diferencga estatisticamente significativa
entre as concentracdes testadas. Nas concentracdes
de 320 e de 640mg/L, ndo houve germinacdo das

sementes (Fig. 3).
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Fig. 3. Andlise do crescimento da parte aérea (A) e da parte radicular
(B) de plantulas de alface do experimento do efeito de contato do
6leo essencial de alecrim (R. officinalis L.).

Caputo et al. (2018) [29] avaliaram o efeito de
contato do OE de alecrim sobre a germinacdo e
alongamento da raiz de rabanete, arruda e alface, e
observaram que o OE influencia de diferentes
maneiras o alongamento radicular de Raphanus
sativus, Ruta graveolens e L. sativa, respectivamente,
mas ndo a germinacdo. Eles verificaram que o OE
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afetou significativamente, em todas as concentrages
testadas, o alongamento de parte radicular em L.
sativa. Os autores também testaram o a-pinene e o
1.8-cineol isoladamente e ndo obtiveram os mesmos
resultados, ressaltando que a atividade fitotoxica,
provavelmente, € causada pela agcédo sinérgica dos
compostos que compde o OE. No experimento 2, a
comparagdo das médias da PA foi similar ao
experimento 1, contudo, para a PR os dados
apresentaram menor responsividade que aos da parte
aérea (Fig. 4).

Os resultados obtidos neste experimento
evidenciam a presenca de compostos alelopaticos no
O0leo de alecrim, pois segundo Rodrigues et al.
(1992)[30] estes que atuam como inibidores de
germinagdo e crescimento, interferindo na diviséo
celular, permeabilidade de membranas e na ativagéo
de enzimas. Nos trabalhos realizados por Pina et al.
(2009)[31] e Parvez et al. (2003) [32], a fitotoxidade
também variou conforme o 6rgdo das plantulas
analisado, sendo em alguns casos fortemente
influenciada pela concentracdo do composto.
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Fig. 4. Analises do crescimento da parte aérea (A) e da parte
radicular de plantulas de alface (B) do experimento volatilidade do
6leo essencial de alecrim (R. officinalis L.).

D. Efeito fitotoxico

O efeito citotéxico do OE de alecrim foi avaliado
sobre a inibicdo das diferentes fases da mitose
observadas em células meristematicas da raiz de
alface (Fig. 5).

Fig. 5. Imagens referentes as fases da divisdo celular mitética em
células meristematicas de raizes de alface: préfase (A), metafase
(B), anéafase (C) e teléfase (D). Fonte: acervo da autora.

No experimento 1 observamos que houve uma
reducdo significativa da divisdo celular em todas as
concentracbes testadas com os calculos do IM e do
lana, porém, no Imet a concentragdo de 20mg/L nado
diferiu dos controles (Fig. 6).

Freavt scin

ALk A a
» »
. o as
i
i» » x
1
» » «
i s - e o
S ' R 2 l ' e —
e 1 » w® 5 ° 1 » © s

® W oww A ® ® 3 B

Comcentssgbes em me/t

.......
b

Fig. 6. Indices mitético, metafasico e anafasico em células
meristematicas de raizes de alface do experimento do efeito de
contato do 6leo essencial de alecrim (R. officinalis L.).

Importante ressaltar que nas concentracdes de 320
e 640 mg/mL ndo houve germinacdo das sementes,
portanto, ndo ocorreu crescimento de raizes (item B).

No experimento 2, o 6leo de alecrim influenciou
significativamente a divisdo celular das células
meristematicas analisadas a partir da concentracao de
40 mg/L, indicando um efeito antiproliferativo. A
reducdo dos IMet fica mais evidente a partir da
concentracdo de 80mg/L, mas s6 houve diferenca
estatistica nas concentracdes de 160mg/L e 640 mg/L
(Fig. 7B). Para o IAna, essa reducao fica mais visivel a
partir da concentragdo de 20mg/L (Fig. 7C).

Em andlise de OE de alecrim comercial nas
concentracbes de 0,1, 0,5 e 1%, Hamedo e
Abdelmigid (2009)[33] observaram uma reducéo
drastica no IM na concentragdo mais baixa, enquanto
gue as demais concentragfes causaram danos as
células meristematicas e ndo houve observacdo de
divisdo celular. De acordo com estes autores, a
inibicdo mitdtica causada por diferentes produtos
quimicos podem estar relacionada ao aumento do
periodo G2 da interfase.

Resultados similares aos mostrados nos gréficos
acima foram observados por Stojanovi¢-Radi¢ et al.,
(2010)[34], onde diferentes concentracdes do Oleo
comercial de alecrim  apresentaram  efeito
antiproliferativo por redu¢do da mitose. Estes autores
relatam que testes com bioindicador vegetal, como o
Allium teste, ndo € utlizado apenas para predizer
citotoxicidade, mas também pode ser um preditor de
atividade antitumoral e pesticida. Pressupde-se que a
citotoxicidade pode ser devido a presenca dos
monoterpenos oxigenados do OE que poderiam atuar
como substancia lipolitica tipica atravessando a
parede celular e a membrana do citoplasma,
perturbando a estrutura de suas diferentes camadas
de polissacarideos, permeabilizando-as, e esses
danos na parede celular e membrana podem levar ao
vazamento de macromoléculas e lise celular [14].
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Fig. 7. Indices mitético (A), metafasico (B) e anafasico (C) em células
meristeméticas de raizes de alface do experimento do efeito de
volatilidade do 6leo essencial de alecrim (R. officinalis L.).

E. Efeito genotoxico

A genotoxicidade foi avaliada através da andlise do
namero de alteragcBes dos tipos aneugénicas e
clastogénicas. No experimento 1, devido a reducéo
significativa no nimero de células em divisdo (itens B
e D), estas observacdes ficaram prejudicadas, pois ha
necessidade de divisdo celular ativa para proceder de
forma efetiva a analise (Fig. 8 A). No experimento 2,
apesar do maior niumero de células em divisdo ativa,
esta andlise também ficou prejudicada nas
concentracdes de 160 e 640mg/L, que diferiram
estatisticamente dos controles negativos (Fig. 8B).
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Fig. 8. Indice mutagénico em células meristematicas de raizes de
alface do experimento do efeito de contato (A) e de volatilidade (B)
do 6leo essencial de alecrim (R. officinalis L.).

A citotoxicidade e a genotoxicidade de substéncias
podem ser avaliadas, respectivamente, através de
alteracdes no processo de divisdo celular sobre o
organismo-teste e pela incidéncia de mutacBes
cromossdmicas, como quebras cromatidicas, pontes
anafasicas, perda de cromossomos inteiros ou
formacao de microndcleos (Fig. 9) [35].

O primeiro efeito de agentes genotoxicos é
promover lesdes no DNA (oxidac&o e dimerizacdo de
bases, adutos de DNA, entre outras) e essas lesdes
podem ter trés destinos: reparo, alteracdes
irreversiveis e morte cellular [36], o que poderia
explicar a reducédo de divisdo celular observada nos
experimentos. Alteracdes como quebras
cromossbmicas, pontes anaféasicas e formacdo de
micronucleos foram visualizadas neste trabalho na
concentracdo mais baixa, 20mg/L, (Fig. 9), mas ndo
diferiram estatisticamente do controle, enquanto que
nas concentracdes mais altas houve morte celular.

Hamedo e Abdelmigid (2009)[33] observaram
também efeitos genotdxicos na mitose representadas
por algumas irregularidades cromossOémicas e
nucleares, contudo, corroborando os nossos dados,
nao foi possivel analisar o efeito genotdxico nas
concentragbes mais altas devido a morte celular. Os
autores relatam que as alteragbes cromossOmicas
formadas s@o semelhantes as mutacdes formadas
por outros mutagénicos quimicos. Sendo a formacéao
de pontes anafasicas resultado de cromossomos
dicéntricos e viscosidade cromossdmica. Os efeitos
no fuso causam anormalidades como; viscosidade,
anafase multipolar, pontes cromossémicas e

distribuic6es desiguais de cromossomos e a formacéo
de microndcleos € o resultado de quebras
cromossbmicas e aneuploidia durante a divisdo
celular [33].

Fig. 9. Anomalias cromossémicas observadas em células
meristematicas radiculares de alface tratadas com o dleo essencial
de alecrim, sendo (A) uma quebra na metafase, (B) uma ponte
anafasica e (C) presenca de dois micronucleos. Fonte: acervo da
autora.

Segundo Cuchiara, Borges e Bobrowski (2012)[37],
a medida que sdo elevados os niveis de
concentracdes de extratos de plantas que sejam ricos
em substancias toxicas como alcaldides e taninos, a
tendéncia é de reduzir o numero de células em
divisdo, aumentando as chances de morte celular. De
acordo com os resultados obtidos nesse trabalho para
os efeitos do o6leo essencial de alecrim, pbde-se
perceber que as concentracdes mais altas acabaram
por reduzir e/ou inibir por completo a germinacéo e os
demais indices, podendo estas, serem utilizadas para
um efeito antimitético ou antiproliferativo.
Concentracdes abaixo de 20mg/L, apresentaram
efeitos similares ao da agua nas condi¢cdes desse
experimento. Porém, devemos lembrar que as
propor¢cdes dos principais constituintes do 6leo
essencial de alecrim variam de acordo com o estagio
vegetativo e as condi¢Bes bioclimaticas de producéo.

IV. CONCLUSOES

O oleo essencial de alecrim evidencia atividade
alelopética, fitotoxica e citotdxica nas maiores
concentracdes testadas. No experimento de contato
das sementes de alface com o OE os efeitos sobre a
germinacao, o crescimento e a divisdo celular mitética
foram mais severos do que quando a exposicao foi
apenas aos compostos volateis. Quanto a
genotoxicidade sugere-se continuidade na pesquisa
para obtencéo de respostas conclusivas.
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