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RESUMO

POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO E GENOTOXICO DE EXTRATOS AQUOSOS
DE Stevia rebaudiana BERTONI PELO TESTE Allium cepa L SOB DIFERENTES

APLICACOES DE GLIFOSATO.

Autora: Luisa Goncalves Rodrigues
Orientadora: Solange Bosio Tedesco

Algumas espécies vegetais da familia Asteraceae, devido aos compostos secundarios
produzidos, possuem alto valor medicinal e econbémico. A Stevia rebaudiana Bertoni
(Bertoni), espécie dessa familia, tem adocantes naturais extraidos de suas folhas,
principalmente o rebaudiosideo e o esteviosideo, os quais tem um poder adocante cerca
de 300 a 450 vezes maior que a sacarose. Essas substancias sdo importantes, pois nao
séo caloricas e podem fazer parte da dieta de pessoas com restricdo ao agucar. Além
disso, possui propriedades antibacteriana, antisséptica, anti-inflamatoria, hipotensora,
diurética, cardiotbnica e contraceptiva. O cultivo de S. rebaudiana é altamente sensivel a
competicdo com plantas indesejadas, sendo necessaria a utilizacdo de herbicidas para
controle, e dentre esses tem-se 0 uso do glifosato, que é conhecidamente mutagénico.
Esta pesquisa teve como objetivo analisar o potencial genotdxico e antiproliferativo de
extratos aquosos das folhas frescas e secas de S. rebaudiana tratadas com diferentes
aplicacdes de glifosato. A analise da genotoxicidade se deu pelo bioensaio in vivo de
Allium cepa o qual possibilita averiguar alteracées cromossdmicas e o indice mitético. O
material vegetal utilizado para o teste in vivo foi cultivado em ambiente protegido, sendo
divididos em cinco grupos (controle, plantas que receberam apenas agua e plantas
tratadas com glifosato diluido em &gua destilada, nas concentragées de 0,25 mL L™*; 0,5
mLLY 1mLL"e2mLL"Y e, apos 3 dias da aplicacéo, foram coletados. Os extratos
aquosos foram preparados a partir da folhas frescas e secas de S. rebaudiana nas
concentracdes de 1,5 g L™ e 3 g L™ sendo que a 4gua destilada e o glifosato 31,25 mL L’
1(1,5%) representaram os controles negativo e positivo, respectivamente. Para anélise
estatistica dos indices mitéticos foi utilizado teste Qui-Quadrado (x°) e para as alteragdes,
foi utilizado o teste Scott & Knott, ambos com nivel de 5% de probabilidade de erro.
Conforme aumento da concentracdo, 0s extratos aquosos de estévia que receberam
apenas agua apresentaram indice mitético menor que o controle negativo (agua), exceto
1,5 g L™ de folhas frescas. Os extratos tratados com as diluicdes do glifosato, também
tiveram diminuicdo da proliferacéo celular, exceto 3 g L™ que recebeu 0,5 mL L™. Todos
0s extratos apresentaram aberracdes cromossdmicas, porém, nem todos diferiram
significativamente da agua. Os extratos de 1,5 g L™ e 3 g L™ de folhas frescas e 1,5 g L™
de folhas secas de estévia, que receberam apenas &gua, apresentam potencial
genotdxico. Dessa maneira, conclui-se que os extratos de 3 g L™ de folhas frescas e 1,5
gL' e 3gL™defolhas secas de estévia, que receberam apenas agua possuem potencial
antiproliferativo, assim como os extratos que receberam glifosato (exceto 3 g L™ que
recebeu 0,5 mL L™). Dos tratamentos que receberam as diluicdes, sdo genotoxicos 0s
extratos de 1,5 g L™ de folhas frescas que receberam 1 mLL*e 2 mL L™, 3 g L™ de folhas
frescas que receberam todas as diluices e os extratos de 1,5 g L™ de folhas secas que
receberam 0,25 mL LY, 1mL L e2mL L™

Palavras-chave: Glifosato. Teste Vegetal. Genotoxicidade. Plantas Medicinais



ABSTRACT

ANTIPROLIFERATIVE AND GENOTOXIC POTENTIAL OF AQUEOUS EXTRACTS
OF Stevia rebaudiana BERTONI BY THE Allium cepa L TEST UNDER DIFFERENT
GLYPHOSATE APPLICATIONS.

Author: Luisa Goncalves Rodrigues
Advisor: Solange Bosio Tedesco

Some plant species of the Asteraceae family, due to the secondary compounds
produced, have high medicinal and economic value. Stevia rebaudiana Bertoni
(Bertoni), a species of this family, has natural sweeteners extracted from its leaves,
mainly rebaudioside and stevioside, which have a sweetening power about 300 to 450
times greater than sucrose. These substances are important, because they are not
caloric and can be part of the diet of people with sugar restriction. In addition, it has
antibacterial, antiseptic, anti-inflammatory, hypotensive, diuretic, cardiotonic, and
contraceptive properties. The cultivation of S. rebaudiana is highly sensitive to
competition with unwanted plants, requiring the use of herbicides for control, and
among these is the use of glyphosate, which is known to be mutagenic. This research
aimed to analyze the genotoxic and antiproliferative potential of aqueous extracts from
fresh and dried leaves of S. rebaudiana treated with different applications of
glyphosate. The genotoxicity analysis was performed using the Allium cepa in vivo
bioassay, which allows the investigation of chromosomal alterations and mitotic index.
The plant material used for the in vivo test was grown in a protected environment, and
divided into five groups (control, plants that received only water, and plants treated
with glyphosate diluted in distilled water at concentrations of 0,25 mL L'1; 0.5 mL L?; 1
mL L2, and 2 mL L) and collected 3 days after the application. The aqueous extracts
were prepared from fresh and dried leaves of S. rebaudiana at concentrations of 1.5 g
Lt and 3 g L with distilled water and glyphosate 31.25 mL L (1.5%) representing the
negative and positive controls, respectively. Chi-square test (x?) was used for statistical
analysis of mitotic indices and Scott & Knott test was used for changes, both with 5%
level of error probability. As the concentration increased, the aqueous extracts of stevia
that received only water showed lower mitotic index than the negative control (water),
except 1.5 g L of fresh leaves. The extracts treated with glyphosate dilutions, also
had decreased cell proliferation, except 3 g L that received 0.5 mL L. All extracts
showed chromosomal aberrations, but not all differed significantly from water. The
extracts of 1.5 g L* and 3 g L of fresh leaves and 1.5 g L of dried stevia leaves,
which received only water, showed genotoxic potential. Thus, it is concluded that the
extracts of 3 g L of fresh leaves and 1.5 g Lt and 3 g L* of dried stevia leaves that
received only water have antiproliferative potential, as do the extracts that received
glyphosate (except 3 g L that received 0.5 mL L1). Of the treatments that received
the dilutions, the extracts of 1.5 g L of fresh leaves that received 1 mL L' and 2 mL
L1, 3 g L? of fresh leaves that received all dilutions, and the extracts of 1.5 g L™ of
dried leaves that received 0.25 mL L, 1 mL L, and 2 mL L are genotoxic.

Keywords: Glyphosate. Plant Test. Genotoxicity. Medicinal Plants
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1 INTRODUCAO

Algumas espécies vegetais da familia Asteraceae sdo muito conhecidas pela
producdo de metabdlitos secundarios, os quais lhe conferem propriedades medicinais
e economicas (ROQUE; BAUTISTA, 2008; ROQUE et al., 2017). O género Stevia
Cass., pertencente a Asteraceae, se tornou muito popular atualmente, pois adocantes
de baixa caloria sdo extraidos da espécie sul-americana Stevia rebaudiana Bertoni
(Bertoni), os quais tem sido usados mundialmente como substitutos do acucar
(FRONZA; FOLEGATTI, 2003; LEMUS-MONDACA et al., 2012; PEREIRA et al., 2015;
KHIRAOUI et al., 2018).

O consumo de alimentos e bebidas que contém edulcorantes tem aumentado
significativamente nos ultimos anos e a estévia é a mais parecida com o agucar, sem
gosto metalico e ndo é cancerigena (SALVADOR-REYES et al., 2014). Esse aspecto
favorece o cultivo de Stevia rebaudiana (LIMA- FILHO et al., 2004), pois de suas folhas
séo extraidos o rebaudiosideo e o esteviosideo, com cerca de 300 a 450 vezes o
poder doce da sacarose (LEMUS-MONDACA et al., 2012). Além disso, estudos
demonstram que a estévia tem propriedades antibacteriana, antissépticas, anti-
inflamatoria, hipotensora, diurética, cardiotdnica e contraceptivas (NUNES; PEREIRA,
1988; MELLIS, 1999; HOSSAIN et al., 2017).

Considerando as exigéncias da planta, S. rebaudiana pode ser cultivada em
varios tipos de solos (ALVAREZ et al., 1996), tem um importante valor socioeconémico
ja que pode ser cultivada por produtores da agricultura familiar, gerando faturamento
por meio de seus produtos in natura ou industrializados, como folhas secas, bebidas
e receitas, ja preparadas com os seus adoc¢antes naturais (LIMA- FILHO et al., 2004).
Além disso, seu bagaco pode ser utilizado para alimentacdo animal. As substancias
extraidas dessa planta ndo sdo caldricas, construindo um nicho de exportacdo e
importacéo, principalmente para pessoas que possuem restricdo de aclcar em sua
dieta. (LIMA- FILHO et al., 2004).

O cultivo de estévia pode ter sua producao prejudicada por plantas indesejadas
gue competem pelos recursos disponiveis (LIMA FILHO et al.,2004) logo, para evitar
a invasao dessas plantas indesejadas, estudo realizado pelos autores Taiariol e

Molina (2010), o melhor foi a capina manual com complemento quimico, como o
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glifosato, aplicado de maneira localizada. Existem muitas preocupacdes com relagéo
a essa substancia, pois estudos mostram efeito nocivo em humanos e animais,
inclusive sendo utilizado como controle positivo em estudos com Allium cepa. (GIESY
et al., 2000; FRESCURA et al., 2012; HISTER et al., 2017).

As plantas medicinais fazem parte do cotidiano da populagcdo e sao
amplamente consumidas na forma de cha (BADKE, 2011). A grande parte dessas
plantas, apesar de serem usadas mundialmente no tratamento de doencas, ndo foram
suficientemente estudadas no que diz respeito ao seu potencial citotdéxico e
mutagénico (BAGATINI et al., 2007), o que pode causar danos a salude (FRESCURA
et al. 2012). Os efeitos da genotoxicidade e mutagenicidade podem ser constatados
pelo fendmeno da inibicdo da divisdo celular, o qual pode ser causado pela acéo dos
componentes existentes nas plantas medicinais (FRESCURA, 2012).

O teste Allium cepa é utlizado para determinar o potencial genotoxico e
antiproliferativo de plantas sendo utilizado como excelente bioindicador vegetal
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Este teste esta validado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e existe correlacéo positiva do teste de A. cepa com outros

tipos celulares, animais incluindo também humanos (HERRERO et al., 2012).

Os efeitos dos extratos aquosos de plantas medicinais tém sido relatados por
varios autores (ROSSATO et al., 2010; FRESCURA et al., 2012; SILVA et al., 2014;
NEVES et al., 2014; TEDESCO et al., 2015; KUHN et al., 2015A; UBESSI et al., 2019
e RODRIGUES et al., 2020;) os quais encontraram diminui¢do da proliferacao celular
da ponta das raizes de A. cepa tratadas com diferentes concentracfes, efeitos
genotéxicos e aberracbes cromossdmicas. Muitos autores usam glifosato, em
diferentes concentracdes, como controle positivo em testes de A. cepa. Ao estudar a
espécie Luehea divaricata Martius, Frescura et al. (2012) encontraram 53 aberracdes
cromossomicas no controle positivo com glifosato 3%. Entre as alteracdes, foi possivel

observar pontes durante as fases de anafase e teléfase.

Esta pesquisa teve como objetivo analisar o potencial genotdoxico e
antiproliferativo de extratos aquosos das folhas frescas e secas de S. rebaudiana

tratados com diferentes aplicacdes de glifosato.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 FAMILIA ASTERACEAE E GENERO Stevia

Asteraceae Bercht. & J. Presl € uma das maiores familias e contém muitos
géneros, mais de 1600, e cerca de 24.000 espécies (FUNK et al., 2009; ROQUE et
al., 2017). Suas plantas possuem habito herbaceo, arbustivos e arbéreos e estéo
disseminadas por todo o globo (ROQUE et al., 2017). No Brasil, existem
aproximadamente 2.205 espécies e 326 géneros (NAKAJIMA et al., 2020). As
espécies dessa familia produzem muitos compostos secundarios, conferindo a elas
um alto valor medicinal e econdmico, sendo que varias espécies sdo utilizadas como
produtos alimenticios, na producdo de cosméticos, extracdo de Oleos vegetais e
essenciais e como plantas ornamentais (ROQUE; BAUTISTA, 2008; ROQUE et al.,
2017). A camomila (Matricaria chamomilla) € o principal exemplo de planta medicinal
desta familia, possuindo efeito calmante e anti-inflamatério, sendo muito consumida
na forma de cha (MOURA et al., 2018). Alface (Lactuca sativa) e alcachofra (Cynara
scolymus) sdo destaques entre as espécies alimenticias. Do girassol (Helianthus
annuus), € extraido 6leo vegetal, muito utilizado no preparo de alimentos e cerca de
20 espécies do género Helianthus séo utilizadas como ornamentais (ROQUE et al.,
2017).

Uma das tribos que ocorrem em Asteraceae € a Eupatorieae Cass., a qual, no
Brasil, € a mais rica em namero de géneros e espécies, possuindo 88 géneros e 607
espécies, sendo que, dentre estes, 40 géneros e 440 espécies sao endémicos
(ROQUE et al., 2017). O género Stevia Cav., membro desta tribo, embora seja
relativamente facil de ser reconhecido, identificar suas espécies costuma ser bastante
complicado, porque muitas delas ndo tém limites claros, possuindo individuos com
aspectos intermediarios entre espécies (VILLAGOMEZ-FLORES et al., 2018).
Segundo Villagébmez-Flores et al. (2018), Stevia possui cerca de 250 espécies,
encontrando-se ervas anuais e perenes, subarbusto ou arbustos, pode ter folhas
opostas ou alternadas e suas inflorecéncias sdo sempre formadas por cinco bracteas
envolvendo cinco flores brancas, rosas ou roxo avermelhadas, agrupadas. O género
tem ocorréncia confirmada nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Brasil (NAKAJIMA; GUTIERREZ, 2020). O género se tornou muito popular
atualmente, pois adogantes de baixa caloria sdo extraidos da espécie sul-americana

Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni), os quais tem sido usados mundialmente como
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substitutos do acucar (FRONZA; FOLEGATTI, 2003; LEMUS-MONDACA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2015; KHIRAQUI et al., 2018).

2.2 Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni)

A Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) (Figura 1), também chamada de stévia e
estévia, é uma espécie da familia Asteraceae pertencente ao género Stevia e € a
Unica espécie cultivada do género (CAPONIO et al., 2016).

Figura 1: Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) cultivada em vaso.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020

E uma planta perene de habito subarbustivo que ocorre espontaneamente na
regido da Serra do Amambai, entre o Brasil e o Paraguai, e na Argentina (LIMA FILHO
et al., 2004; PEREIRA et al., 2015; MARTINS et al., 2017), podendo chegar até 90
centimetros (cm) de altura no seu habitat natural (CRUZ, 2015), e até 100 cm em

cultivos (GARCIA et al., 2017) sendo que, no Brasil, a estévia ocorre naturalmente na
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regido Centro-Oeste, no Mato Grosso do Sul (NAKAJIMA; GUTIERREZ, 2020). Sua
primeira descricdo boténica é atribuida a Moisés Santiago Bertoni, o qual denominou
a planta de Eupatorium rebaudianum, em homenagem ao primeiro quimico a estudar
as substancias dela extraidas (LIMA FILHO et al., 2004; YADAV et al., 2011).

O género Stevia possui muita variedade no numero de cromossomos.
Analisando seis espécies brasileiras de Stevia, incluindo Stevia rebaudiana, Frederico
et al. (1996) encontraram o nimero basico n=11 (2n= 22) e tamanho de cromossomos
semelhantes, porém cada espécie apresentou diferencas nos bragos cromossémicos,
em pelo menos um par. Apesar do n= 11 encontrando por Frederico et al. (1996),
valores como 2n= 24, 33, 34,44, 48, 66 e 70 também foram observados nas pesquisas
feitas por Yadav et al. (2011). Portanto, essa variagéo retrata mudancas numericas
(aneuploidia e poliploidia) e possivelmente, estruturais. (FREDERICO et al.,1996).

A folha da estévia € pequena, simples, decussada; laminas trinervadas, ovais
a obovadas; base cuneiforme e decorrente no peciolo; com peciolo alado, 0,5 - 0,8
cm; vértice arredondado; borda da base ao centro lisa e do centro ao apice crenada a
serrilhada (GARCIA et al., 2017) e possui um agradavel doce, sabor que pode
permanecer na boca durante horas (YADAV et al., 2011). As inflorescéncias sao
corimbiformes. As flores séo alvas, actinomorfas, corola com cinco lobos perfeitos,
agrupadas em capitulos, com bracteas ao entorno. Os frutos sédo aquénios isomorficos
com cerca de 15 aristas cerdosas e simétricas de superficie pilosa e papus com uma
fileira de cerdas (LIMA FILHO et al., 2004).

Pelo seu sabor doce essa planta, a qual era chamada de Ka"a He" pelos povos
guaranis, era usada por eles para adocar bebidas (NUNES; PEREIRA, 1988). A folha
de estévia produz uma variedade de adocantes naturais de alta poténcia (KHIRAOUI
et al., 2018), entre eles o esteviol e o rebaudiosideo, glicosideos com poder adocante
300 vezes maior que a sacarose (LEMUS-MONDACA et al., 2012), os quais séo
usados para substituir o acicar. Essas substancias podem ser usadas sem restri¢coes,
pois ndo produzem caries, ndo sao caldricas, nem toxicas ou metabolizadas pelo
organismo (FRONZA; FOLEGATTI, 2003). A estévia pode ser incluida na dieta de
pessoas obesas e diabéticas, podendo ser vantajosa na prevencao do diabetes tipo 2
(HOSSAIN et al., 2017).

Ao analisarem os compostos fendlicos de extratos das folhas de estévia, Kim

et al. (2011) identificaram os compostos pirogalol, acido 4-metoxibenzdico, acido p-
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cumarico, 4-metilcatecol, &cidos sinapico e cindmico. Segundo Bondarev et al. (2001),
os glicosideos mais abundantes nas folhas s@o o esteviosideo e o rebaudiosideo A,
podendo estar presentes em concentracfes variadas, decrescendo na seguinte
ordem: folhas, flores, caules, sementes e raizes. Entretanto, suas concentracfes
podem variar consideravelmente de acordo com o genétipo e devido a muitos fatores
ambientais incluindo condi¢des do solo, métodos de irrigacéo, luz solar, pureza do ar,
praticas agricolas, saneamento, processamento e armazenamento (LIMA FILHO et
al., 2004; YADAV et al., 2011; WOLWER-RIECK, 2012).

Segundo Hossain et al. (2017), a estévia também tem resultados bons em
tratamento nos problemas de pele, como dermatite, eczema, rugas, manchas, acne,
cicatrizes, erupgdes cutaneas e coceira. O esteviol extraido da planta regula o nivel
de glicose no sangue e também € usado como um tonico digestivo (HOSSAIN et al.,
2017). Propriedades antibacteriana, antisséptica, anti-inflamatoria, hipotensora,
diurética e cardiotonica também s&o observadas na estévia e, além disso, mulheres
guaranis usavam a planta preparada com agua para fins contraceptivos (NUNES;
PEREIRA, 1988; MELLIS, 1999; HOSSAIN et al., 2017). Além disso, essa planta
também é utilizada para diminuir a disposicdo ao fumar ou ingesta de bebidas
alcoolicas (LEMUS-MONDACA et al., 2012) e, segundo Kim et al. (2011) e Khiraoui et
al. (2017), os extratos aquosos das folhas de S. Rebaudiana tem uma alta capacidade
antioxidante natural. Os antioxidantes naturais sdo de extrema importancia, pois,
segundo Valadez-Vega et al. (2013), essas substancias ajudam a neutralizar os

radicais livres, reduzindo o risco de muitos tipos de cancer.

A estévia possui facilidade de crescimento em uma grande variedade de
terrenos e climas (ALVAREZ et al., 1996) e tem um alto valor econémico, pois suas
sementes, mudas, folhas secas e produtos industrializados podem ser
comercializados (LIMA FILHO et al., 2004), portanto seu potencial agronédmico €&
altamente explorado. O cultivo de estévia pode ter sua producado prejudicada por
plantas indesejadas que competem pelos recursos disponiveis (LIMA FILHO et al.,
2004) logo, para evitar a invasdo dessas plantas indesejadas, estudo realizado pelos
autores Taiariol e Molina (2010), o melhor foi a capina manual com complemento

guimico, como o glifosato, aplicado de maneira localizada.

2.3 GLIFOSATO
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Os herbicidas fazem parte de um grupo dos agrotéxicos e sdo, produtos
quimicos utilizados na agricultura, para controlar plantas indesejadas que competem
recursos com as culturas (MARIA, 2018). O glifosato, N- (fosfonometil) glicina, € um
herbicida ndo seletivo pds-emergéncia (SAMANTA et al., 2018) que age inibindo a 5-
enolpiruvilshiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), catalisadora de aminoéacidos
essenciais para o crescimento das plantas, levando-as a morte (GALI; MONTEZUMA,
2005; GIANQUINTO, et al., 2017). Este quimico apresenta amplo espectro (GALI;
MONTEZUMA, 2005), e elevada eficiéncia na eliminacdo de plantas indesejadas e,
geralmente, é vendido na concentracdo de 48%, porém, sua aplicacdo pode resultar
na presenca de residuos tanto na colheita quanto em animais usados na alimentagao
humana (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). O comércio mundial de herbicidas cresce
anualmente e o glifosato representa 60% desse mercado (REBESSI et al., 2011).
Existem muitas preocupacdes com relacdo a essa substancia, pois mostram efeitos
nocivos em humanos e animais (GIESY et al., 2000). Considerando que a utilizacéo
de glifosato vem crescendo e que pode causar mutacdes em organismos nao alvos,
€ preciso reconsiderar os modos de utilizacdo desse produto no ambiente (SILVA et
al., 2020)

Segundo Montana (2012), a Colémbia realizava aspersdes de glifosato para
combater cultivos ilegais e, em dezembro de 2005 o Equador pediu que o pais
cessasse com esse meétodo nas areas limitrofes, pois estava causando danos e
intoxicacdo as pessoas e gados domesticos. Ao estudar os efeitos letais e subletais
de glifosato em anuros, Veladsquez et al. (2013) encontraram atrasos significativos no
desenvolvimento e no tamanho do corpo de Rhinella marinho. A dose letal média foi
menor do que a usada em campo, indicando alto poder téxico. Da Silva et al. (2014)
avaliaram o sangue das branquias de Astyanax spp. expostos a dose maxima
permitida de glifosato nos rios brasileiros por 72 horas. Foram encontrados um nimero
significativo de micronucleos nos eritrocitos, comparado ao grupo controle (sem
glifosato), o que leva a uma preocupacao relevante a biologia dos peixes. Também
estudando a concentragcdo maxima permitida de glifosato nos rios do Brasil, Silva et
al. (2019), encontraram um aumento significativo na massa dos ovarios de peixes
Danio rerio expostos ao glifosato por 15 dias. Além disso, houve aumento de indice

Gonadossomatico (IGS), indicando um risco para a reproducgéo dos peixes.
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Muitos autores usam glifosato, em diferentes concentragdes, como controle
positivo em testes de A. cepa. O controle positivo consiste na incubacéao de raizes de
cebola em solugéo aquosa com substancia de comprovada mutagenicidade, o que
prevé o crescimento anormal das células meristeméticas, funcionando como
parametro de acdo genotoxica quando em comparacdo com a solucdo que se
pretende estudar (DIAS et al., 2013)

Avaliando a citogenotoxicidade da agua da cultura do arroz, apos aplicacéo do
fungicida triciclazol, Wandscheer et al. (2017) utilizaram glifosato na concentracao 3%.
Ja Ubessi et al. (2019) e Rodrigues et al. (2020) avaliando extratos de camomila
cultivada com homeopatia e Myrocarpus frondosus, respectivamente, utilizaram a
concentracdo de 2%. Ao estudar a genotoxicidade de extratos da espécie Luehea
divaricata, Frescura et al. (2012) encontraram 53 aberracdes cromossémicas (Figura
2) no controle positivo com glifosato 3%. Entre as alteracdes, foi possivel observar
pontes durante as fases de anafase e telofase. Também com glifosato 3%, Frescura
et al. (2013b) estudando extratos vegetais medicinais de Psychotria brachypoda e
Psychotria birotula, usados no Brasil, observaram 102 alteracbes, tais como
cromossomos desorganizados, quebras cromossémicas e micronucleos, conferindo
acao genotoxica. Estudos de Hister et al. (2017), que avaliava uma espécie de Rubus
sp, encontraram 15 alteracdes cromossdmicas no controle positivo 1%. Ja Tedesco et
al. (2015), os quais avaliaram extratos aquosos de Citrus sinensis, ndo encontraram
células em divisdo, conferindo apenas efeito antiproliferativo ao glifosato na

concentracao 9,6%.
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Figura 2: Setas indicam aberragbes cromossomicas encontradas no controle positivo
(glifosato 3%).

A- Célula em tel6fase com ponte; B- Célula em anafase com ponte.
Fonte: Adaptada de Frescura et al. (2012).

2.4 TESTE Allium cepa.

O teste Allium cepa € aplicado para determinar o potencial genotoxico e
antiproliferativo de plantas sendo utilizado como excelente bioindicador vegetal
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Este teste esta validado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e existe correlacéo positiva do teste de A. cepa com outros
tipos celulares, animais incluindo também humanos (HERRERO et al., 2012). O
método de avaliacdo de alterac6es cromossdmicas em raizes de A. cepa € validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das NacbGes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para andlise e
monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA;
RODRIGUES, 1999).

Segundo Christofoletti (2008), os testes de aberracbes cromossémicas e
microndcleos em células de A. cepa mostraram-se eficientes para a avaliagcdo dos
efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos das aguas de um ambiente Iéntico.

Assim como Alvim et al. (2011) e Oliveira et al. (2011), que comprovaram a
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citogenotoxicidade de efluentes téxteis e existéncia de um potencial genotoxico
decorrente da presenca de substéncias toxicas na agua do rio Paraiba do Sul,

respectivamente.

Ja os efeitos dos extratos aquosos de plantas medicinais tém sido relatados
por Varios autores, tais como Rossato et al. (2010), Frescura et al. (2012), Silva et al.
(2014); Hister et al. (2017); Ubessi et al. (2019); Rodrigues et al. (2020) os quais
observaram, nas espécies Pluchea sagittalis, Luehea divaricata, Hymenaea
stigonocarpa, Rubus sp., Matricaria chamomilla e Myrocarpus frondosus, a diminuigdo
da proliferacdo celular da ponta das raizes de Allium cepa tratadas com diferentes
concentragbes. Algumas plantas, tais como Phyllanthus niruri, Citrus sinensis e
Peltodon longipes, estudadas por Neves et al. (2014), Tedesco et al. (2015) e Kuhn et
al. (2015a), demonstraram, além de efeito antiproliferativo, um ndmero significativo de
aberracdes cromossdmicas, conferindo potencial genotéxico. Muitos autores utilizam
glifosato como controle positivo, tais como Tedesco et al. (2012), estudando extratos
aquosos de Mentha pulegium L.; Trapp et al. (2016; 2020) analisando Commelina
erecta e Plectranthus barbatus, respectivamente e, Pereira et al. (2019), avaliando

extratos aquosos de cascas de Handroanthus chrysotrichus.

Alguns outros autores encontram mutacdes nos controles positivos, tais como
Frescura et al. (2013a), que observaram alteragcbes no glifosato 3%, avaliando
extratos de Psychotria brachypoda e Psychotria birotula. Analisando extratos de
Allophylus edulis, Richardia brasiliensis Gomes e Sambucus australis, todas com
controle positivo 1%, Pasqualli et al. (2015), Dorneles et al. (2017) e Tedesco et al.
(2017), encontraram alteracdes cromossémicas. Quando a concentracédo do controle
positivo foi de 2% Gindri et al. (2015) e Hister et al. (2019), estudando Urera baccifera
e Psidium cattleianum e encontraram, respectivamente, 59 e 45 alteracées. Quando
o glifosato utilizado foi de 2,5%, Trapp et al. (2015), avaliando Prunus myrtifolia

encontraram oito alteracdes.

Conforme as concentracdes de glifosato vdo aumentando, também tem -se
registros de alteracBes cromossbmicas, tal como no estudo de Campomanesia
xanthocarpa e Punica granatum, com glifosato 4,6% e 9,8%, onde Pastori et al. (2013)
e Kuhn et al. (2015b) encontraram cromossomos quebrados, pontes e micronucleos.
Observando Mikania cordifolia, Dias et al. (2014) encontraram 70,5% e 53,5% de

aberracbes nos controles positivos com glifosato 10%. Ja Pastori et al. (2015)
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observaram, dentre outras alteracdes, células desorganizadas e cromossomos
atrasados em estudos de Polygonum punctatum. Assim como Coelho et al. (2017),
gue utilizando a concentracdo de 15% em estudos de Echinodorus grandiflorus and
Sagittaria montevidensis, também encontraram células desorganizadas e

cromossomos perdidos.

O sistema teste vegetal A. cepa apresenta-se como um ideal bioindicador
primario para testes em infusdes de plantas medicinais devido ao seu baixo custo,
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os
estudos de prevencdo de danos a saude humana (BAGATINI et al., 2007; LESSA et
al., 2017).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO DE Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) E APLICACAO DOS
TRATAMENTOS.

Na ultima semana do més de Dezembro de 2020, as mudas de Stevia
rebaudiana Bertoni (Bertoni), com cerca de trinta dias e trinta centimetros (cm), foram
adquiridas no comeércio local (Figura 3) e transplantadas em vasos de 3,5 L que
continham compostos organicos. Esses compostos possuiam terra, esterco de aves,
bagaco de cana, cascas de acacia, calcario, turfa e tanino. As plantas foram mantidas
em aclimatacdo por 6 dias em ambiente protegido (estufa) do Laboratério de
Citogenética Vegetal e Genotoxicidade (Labcitogen), Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas (CCNE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (Figura 4),
recebendo apenas agua a vontade. No sétimo dia as plantas foram divididas em cinco
grupos com seis plantas cada, e, no Labcitogen, o glifosato Shadow, na concentracao
48% foi diluido em 1 L de agua destilada, para posterior aplicacdo nos grupos (Figura
5).

A tabela 1 demonstra a divisdo dos grupos e o tratamento que cada um

recebeu.
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Figura 3: Mudas de estévia adquiridas em comércio local.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020

Figura 4: Mudas de estévia rebaudiana em periodo de aclimatacéao.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020
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Figura 5: Dilui¢des do herbicida glifosato em 1 L de agua destilada.

1- 2 mL de glifosato 48% diluido em 1 L de agua destilada; 2- 1 mL de glifosato 48% diluido em 1 L de
agua destilada; 3- 0,5 mL de glifosato 48% diluido em 1 L de agua destilada; 4- 0,25 mL de glifosato
48% diluido em 1 L de agua destilada.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020.

Tabela 1 — Tratamento recebido por cada grupo.

Grupo Tratamento
1 Testemunha (dgua a vontade)
2 20 mL de glifosato na diluicdo de 0,25 mL L*
3 20 mL de glifosato na diluigdo de 0,5 mL L*
4 20 mL de glifosato na diluicdo de 1 mL L*
5 20 mL de glifosato na diluicdo de 2 mL L?

Aos onze dias de cultivo, no periodo da tarde, as plantas, que tinham cerca

guarenta cm, foram arrancadas com raiz e levadas ao Labcitogen, onde 3 plantas de
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cada tratamento foram deixadas para secar naturalmente em cima das bancadas por
cerca de 60 dias. Apds, foram guardadas em sacos plasticos até o dia do experimento.
As outras 3 foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas em congelador, no

mesmo laboratério.

3.2 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR E GENOTOXICIDADE PELO TESTE
IN VIVO DE Allium cepa.

O experimento foi realizado em Agosto de 2021 no Laboratério de Citogenética
Vegetal e Genotoxicidade, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade

Federal de Santa Maria.

Para o preparo dos extratos as folhas de estévia foram pesadas, colocadas em
agua fervida e abafadas por 10 minutos (infusédo). Foram utilizadas 1,5gL'e3gL?
de folhas frescas e secas. Em seguida, os extratos foram coados e resfriados a
temperatura ambiente (Figura 6). Apds, foram utilizados como tratamento nos bulbos
de A. cepa.

Figura 6: Extratos aquosos de estévia utilizados como tratamento nos bulbos de

Allium cepa.

Fonte: Arquivo pessoal, Santa Maria (RS), 2020.
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O meristema das raizes de A. cepa foi utilizado para a avaliacao das aberracdes
cromossOmicas e para determinar os indices mitéticos. Na etapa inicial, 88 bulbos de
cebola, adquiridos em uma feira realizada em Santa Maria/RS, tiveram suas raizes
raspadas e foram colocadas para enraizar em copos plasticos, com cerca de 50 mL
de agua destilada, por sete dias.

Ap6s o enraizamento, foram divididos em 22 grupos (tratamentos) (Tabela 2)
cada um com quatro bulbos (repeticdes) para serem submetidos aos tratamentos por
um periodo de 24 horas (Figura 7). A 4gua destilada foi utilizada como controle
negativo do experimento e, para o controle positivo, 31,25 mL L' de glifosato,

conforme citado por Souza et. al. (2010).

Tabela 2 — Tratamentos utilizados no teste Allium cepa.

Tratamentos

T1: Controle negativo (agua destilada)
T2: Controle positivo (31,25 mL L de glifosato (1, 5%))
T3: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia do grupo testemunha (agua)

T4: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L™*
T5: Extrato de 1, 5 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*

T6: Extrato de 1, 5 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 1 mL L*

T7: Extrato de 1, 5 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 2 mL L*

T8: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia do grupo testemunha (agua)

T9: Extrato de 3 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L™
T10: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T11: Extrato de 3 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 1 mL L*
T12: Extrato de 3 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas com glifosato 2 mL L*

T13: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia do grupo testemunha (agua)

(continuacao)
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados no teste Allium cepa.

Tratamentos

T14: Extrato de 1, 5 g L- de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T15: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T16: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 1 mL L*
T17: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 2 mL L*
T18: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia do grupo testemunha (agua)
T19: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L
T20: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T21: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 1 mL L*

T22: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas com glifosato 2 mL L*

Figura 7: Bulbos de Allium cepa submetidos aos tratamentos.

Da esquerda para direita encontram-se o0s tratamentos T1 ao T22.
Fonte: Aquivo pessoal, Santa Maria (RS), 2020.

Decorrido o tempo de tratamento, as raizes foram coletadas e fixadas em
etanol: acido acético (3:1) por 24 horas e posteriormente armazenadas sob
refrigeracdo em etanol 70% até a confeccao das laminas.
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Na etapa seguinte, para o preparo das laminas (Figura 8) as radiculas foram
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos e, apos, lavadas em agua destilada. A regido
meristematica foi corada com uma gota de orceina acética 2% (segundo GUERRA,;
SOUZA, 2002), esmagada com auxilio de um pequeno bastdo de vidro e sob o
material, aplicada a laminula de vidro. As I[aminas foram observadas com auxilio de
microscopia Optica em aumento de 40X e analisadas. No microscopio, foi feita a
contagem total de células em divisdo e interfase, entdo calculado o indice mitético (IM)
baseando-se na porcentagem de células em divisdo. Para andlise das laminas, foram
contadas 1000 células por bulbo, totalizando 4000 células por grupo de bulbos para
cada um dos 22 tratamentos, totalizando 88.000 células analisadas. O indice mit6tico
pode ser obtido pela divisdo do numero de células em divisdo pelo nimero total de
células observadas multiplicado por 100, obtendo-se o valor do IM em porcentagem
(%). Na analise, o potencial genotoxico foi relacionado a quantidade de alteracdes
cromossbémicas encontrados, tais como pontes anafasicas, cromossomos perdidos e

micronucleos.

Figura 8: Laminas identificadas (T18 e T19), para analise em microscopio.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020.

3.3 ANALISE ESTATISTICA



29

O delineamento experimental utilizado no experimento foi o inteiramente
casualizado (DIC) com 4 repeticdes. Os resultados obtidos pelo teste de Allium cepa
foram avaliados pelo teste Qui- quadrado (x?), através do software BioEstat versao 5.3
(AYRES, 2007), com margem de erro de 5%.

Para a analise das alteracbes cromossdmicas, foi considerado que cada lamina
avaliada representou uma repeticdo. Assim, dentro de cada tratamento teve-se a
avaliacdo de oito laminas. Os dados relacionados as altera¢cées cromossdmicas foram
analisados pela analise de variancia e teste de comparacdo de médias por Scott &
Knott (1974) em nivel de 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TESTE Allium cepa L.

4.1.1 Capacidade antiproliferativa dos extratos aquosos de Stevia rebaudiana

Bertoni (Bertoni).

O ciclo celular foi analisado no sistema in vivo de Allium cepa e os resultados
obtidos referentes ao numero total de células analisadas, interfase, divisdo celular e

os indices mitéticos (IM) de cada tratamento estdo apresentados na Tabela 3.

Com base no IM, podemos observar que o T4 nado diferiu do controle negativo
(T1), porém, diferiu significativamente de todos os outros tratamentos. O controle
negativo (dgua) (T1), com IM= 4,6% diferiu significativamente do controle positivo
(glifosato 1,5%) (T2), com IM= 1,5%, demonstrando diminui¢cao de divisdes celulares.
Quando comparados, os tratamentos T21 e T22 apresentaram o mesmo IM
encontrados no controle positivo (T2) (IM=1,6%). Apenas T18 e T19 apresentaram

IM= 1,5%, inferior ao encontrados em T2 e nao diferiram significativamente.

As concentracdes de 1,5 g Lt de folhas frescas de estévia do grupo testemunha

(T3) diferiram significativamente de todos os outros tratamentos, com excecao de T4,
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gue obteve o mesmo IM= 6,2%. Os tratamentos T5; T8; T9; T15; T16; T17 e T20 n&o
diferiram significativamente entre si. Os IM variaram de 2,3% (T20) 3, 45% (T9).
Também néo diferiram entre si os tratamentos T6; T7; T12; T13 e T14. Os IM tiveram
uma variacao 3,7% (T14) a 4,1% (T13). O tratamento T11 diferiu de todos os demais

tratamentos.

Em comparagdo com a agua (IM= 4,6%), T8, T13 e T18 demonstraram uma
significativa reducao da proliferacdo celular, com excecéo de T3, que apresentou IM=
6,2%. Quando comparado as plantas frescas do grupo testemunha, é possivel
observar que o T3 (IM= 6,2%) e T8 (IM= 3,3%) diferiram significativamente e
mostraram que, conforme o aumentou a concentragdo de folhas frescas, houve
diminuicdo do IM. O mesmo ocorreu nas plantas secas, onde T13 e T18 (IM= 1,5%),
também diferiram entre si e houve diminuicédo do IM. Com excecéo do tratamento T10
(IM= 6,2%), todos os demais tratamentos em que as folhas, frescas ou secas, de
Stevia receberam aplicacbes de glifosato, mostraram diminui¢cdo significativa das

divisdes celulares em comparagao com o controle positivo (T1) (IM= 4,6%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero de células meristematicas de Allium cepa analisadas em interfase,
em divisio e o0s indices mitéticos (IM) dos controles e
tratamentos com extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana Bertoni

(Bertoni).
Total de Células Células indice
Tratamentos células em em mitético
analisadas interfase divisao (%)
T1: Controle negativo 4000 3816 184 46b
(dgua destilada)
T2: Controle positivo (31,25 mL L de 4000 3936 64 16f
glifosato (1, 5%))
T3: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 3753 247 6,2 a
estévia do grupo testemunha (agua)
T4: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 3808 192 48b
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L™
T5: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 3877 123 3,0d
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T6: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 3844 156 39c

estévia tratadas com glifosato 1 mL L

(continuacéo)
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Tabela 3 - Numero de células meristeméaticas de Allium cepa analisadas em interfase,
em divisio e o0s indices mitéticos (IM) dos controles e
tratamentos com extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana Bertoni

(Bertoni).
Total de Células Células indice
Tratamentos células em em mitdtico
analisadas interfase divisdo (%)
T7: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 3844 156 39c
estévia tratadas com glifosato 2 mL L
T8: Extrato de 3 g L-! de folhas frescas de 4000 3867 133 3,3d
estévia do grupo testemunha (agua)
T9: Extrato de 3 g L de folhas frescas de 4000 3862 138 3,45d
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T10: Extrato de 3 g L-' de folhas frescas de 4000 3753 247 6,2a
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T11: Extrato de 3 g L-! de folhas frescas de 4000 3897 103 25e
estévia tratadas com glifosato 1 mL L
T12: Extrato de 3 g L-' de folhas frescas de 4000 3837 163 40c
estévia tratadas com glifosato 2 mL L™
T13: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 3836 164 41c
estévia do grupo testemunha (agua)
T14: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 3851 149 3,7c
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T15: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 3881 119 29d
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T16: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 3885 115 2,8d
estévia tratadas com glifosato 1 mL L™
T17: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 3878 122 3,0d
estévia tratadas com glifosato 2 mL L™
T18: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 3939 61 15f
estévia do grupo testemunha (agua)
T19: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 3939 61 15f
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T20: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 3905 95 2,3d
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T21: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 3929 71 16f
Stevia tratadas com glifosato 1 mL L
T22: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 3935 65 16f

Stevia tratadas com glifosato 2 mL L™

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de x? em
nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Os resultados encontrados corroboram com estudos de Pereira et al. (2019),
gue também encontraram efeito antiproliferativo no controle positivo 1,5%, avaliando
extratos aquosos de cascas de Handroanthus chrysotrichus pelo teste de Allium cepa.
Em trabalhos semelhantes, com glifosato em concentracdes de 1%, 2%, 2,5% e 3%,
Dorneles et al. (2017), Rodrigues et al. (2019), Trapp et al. (2015) e Frescura et al.
(2012), também encontraram diminuicdo celular, aferindo extratos aquosos de
Richardia brasiliensis, Myrocarpus frondosus, Prunus myrtifolia e Luehea divaricata,

respectivamente.

Muitos autores também observaram efeito antiproliferativo (citotdxico) sob o
teste de A. cepa, tais como Rossato et al. (2010), em infusdes de Pluchea sagittalis
cultivadas em campo, nas concentracdes de 2,5 g dm™=3; 5 g dm™3 e 25g dm™3. Assim
como Frescura et al. (2012) e Coelho (2013), os quais também observaram esse efeito
em extratos de folhas (6 g L e 30 g L) e cascas (32 gL' e 160 g L) de Luehea
divaricata e extratos de Echinodorus grandiflorus e Sagittaria montevidensis nas
concentracdes de 6 g L* e 24 g LX. Assim como 0s extratos aquosos de estévia, 0s
extratos de folhas secas e frescas de Rubus sp também possuem efeito
antiproliferativo (HISTER et al.,2017), assim como extratos de folhas secas de
Origanum majorana L. (BALDONI, 2017) e extratos aquosos de Phyllanthus tenellus
sob condicdes distintas de luminosidade (PEREIRA, 2020)

De acordo com a Tabela 3, é possivel observar que, conforme a concentracao
do extrato aquoso de folhas secas e frescas aumentou, houve diminuicdo do indice
mitético, o que também ocorreu nas maiores concentracdes (16 g L) de extratos
aquosos de folhas frescas e secas de Allophylus edulis (PASQUALLI et al., 2015). O
mesmo foi encontrado por Coelho et al. (2017), onde a maior concentracéo, 24 g L,
do extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus, inibiu a proliferacdo e a concentracéo
de 6 g L estimulou a divisdo celular. O mesmo comportamento foi encontrado por
Frescura (2012) nos extratos aquosos de Psychotria brachypoda nas concentracdes
de5gLte20gL?e Frescura et al. (2012), nos extratos aquosos extratos de folhas
(6gL'e30glL?')ecascas (32gLte 160 gL?) de Luehea divaricata.

Segundo Coelho (2013), alguns compostos podem ser responsaveis pela
inibicdo celular. A estévia possui os compostos pirogalol, &cido 4-metoxibenzdico,
acido p-cumaérico, 4-metilcatecol, acidos sinapico, cinamico (KIM et al., 2011) e os
edulcorantes esteviosideo e rebaudiosideo A (BONDAREV et al.,, 2001). Esses
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compostos atribuem propriedades antibacteriana, antissépticas, anti-inflamatoria
(HOSSAIN et al., 2017) e contraceptivas (NUNES; PEREIRA, 1988; MELLIS, 1999;
HOSSAIN et al., 2017) a espécie e, podem ser responsaveis pela acdo antiproliferativa

em altas concentragoes.

Os extratos tratados com diluicdes de glifosato apresentaram indices mitéticos
menores que o controle negativo (agua), demonstrando acao citotoxica, o que, pode
ter sido efeito do herbicida. Estudos de herbicidas utilizados na agricultura sob o teste
de A. cepa, vem sendo relatado por Kruger (2009), o qual analisou os agrotdxicos
glifosato, fention, betaciflutrina e mancozeb e todos reduziram as divisdes celulares,
incluindo o glifosato nas concentracdes de 20 uL LY, 15 puL LY, 10 uL Lte5puL L. O
numero de divisbes foi tdo baixo, que impossibilitou as analises das fases do ciclo
celular, obrigando a ser feito um segundo experimento nas concentracdes de 1 pL L
1L2puL Lt 3puL Lte 4 pyL L, que também apresentaram efeito citotéxico. O herbicida
trifluralina também avaliado pelo teste A. cepa mostrou significativa reducéo dos
indices mitéticos nas concentracbes de 0,84 ppm; 1,67 ppm e 3,34 ppm
(FERNANDES, 2005). Barzotto et al. (2017), encontraram citoxicidade nas
concentracdes 130 pL L e 260 pL L de glifosato. Segundo Santos (2020), o herbicida
clethodim apresentou inibicdo do crescimento radicular em todas as concentracdes
utilizadas (1,92 g L*,0,96gL*,048gL*% 0,24gL%012gL?t e0,06gLY).

4.1.2 Genotoxicidade dos extratos aquosos de Stevia rebaudiana Bertoni
(Bertoni)

As alteracBes cromossOmicas estao apresentadas no valor total encontrado em
cada tratamento avaliado e na média de cada tratamento (Tabela 4). Em relacéo ao
teste de médias houve diferenca significativa entre os tratamentos, formando dois
grupos. O T3 demonstrou 0 maior numero de alteracdes (34) entre todos os
tratamentos, porém nao diferiu de T10, T8, T14, T12, T7,T6, T13, T16, T9, T17 e T11.
Todos esses tratamentos apresentaram os maiores valores em relacdo ao numero de
alteracfes. J4 os demais tratamentos néo diferiram da &gua, com menores valores de
alteracfes celulares, os quais correspondem entre 3 a 20 alteragdes. O numero de

irregularidades teve uma variacéo de 3 (T19) até 34 (T3) alteracOes celulares.
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Conforme a Tabela 4, observa-se que o controle positivo (T1) apresentou 64

alteracbes cromossOmicas, porém ndo diferiu significativamente da agua (T2). Em
estudos de Allophylus edulis (PASQUALLI et al., 2015), Prunus myrtifolia (TRAPP et
al., 2015) e Luehea divaricata (FRESCURA et al., 2012) em que o glifosato foi usado

como controle positivo nas concentracdes de 1%, 2,5% e 3%, respectivamente, foram

encontrados 4, 8 e 53 alteracdes, porém, essas diferiram do controle negativo.

Tabela 4 - Numero de células meristematicas de Allium cepa analisadas em
interfase, em divisdo e as alteracdes cromossdmicas dos controles e
tratamentos de extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana

Bertoni (Bertoni).

Total de Células Total
Tratamentos células em de Média
analisadas divisédo alteracfes
T1: Controle negativo 4000 184 0 0,00b
(dgua destilada)
T2: Controle positivo (31,25 mL L de 4000 64 13 1,75b
glifosato (1, 5%))
T3: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 247 34 4,38a
estévia do grupo testemunha (agua)
T4: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 192 20 1,88b
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T5: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 123 15 1,88b
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T6: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de 4000 156 22 2,75a
estévia tratadas com glifosato 1 mL L™
T7: Extrato de 1, 5 g L-* de folhas frescas de 4000 156 25 3,00a
estévia tratadas com glifosato 2 mL L
T8: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de 4000 133 27 3,25a
estévia do grupo testemunha (agua)
T9: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de 4000 138 19 2,36a
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T10: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de 4000 247 26 3,36 a
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T11: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de 4000 103 20 2,25a
estévia tratadas com glifosato 1 mL L*
T12: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de 4000 163 24 3,00 a

estévia tratadas com glifosato 2 mL L*

(continuacéo)
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Tabela 4 - Numero de células meristematicas de Allium cepa analisadas em
interfase, em diviséo e as alteracdes cromossomicas dos controles e
tratamentos de extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana

Bertoni (Bertoni).

Total de Células Total
Tratamentos células em de Média
analisadas diviséo alteracOes
T13: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 164 21 2,64 a
estévia do grupo testemunha (agua)
T14: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 149 28 3,12a
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L?
T15: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 119 13 1,63b
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L
T16: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 115 20 2,50a
estévia tratadas com glifosato 1 mL L*
T17: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de 4000 122 19 2,38a
estévia tratadas com glifosato 2 mL L*
T18: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 61 11 1,50b
estévia do grupo testemunha (agua)
T19: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 61 3 0,38b
estévia tratadas com glifosato 0, 25 mL L*
T20: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 95 14 1,88b
estévia tratadas com glifosato 0, 5 mL L*
T21: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 71 10 1,25b
Stevia tratadas com glifosato 1 mL L*
T22: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de 4000 65 9 1,13b

Stevia tratadas com glifosato 2 mL L*

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott & Knott em nivel de

5% de probabilidade de erro.

No extrato aquoso de 3 g L de folhas secas de estévia (T18) foram

encontradas 11 alteracfes cromossdmicas, porém nao diferiu significativamente do
controle negativo (agua destilada) (T1). Nos demais extratos aquosos de estévia que
receberam apenas agua foram observados 34, 27 e 21 alteracfes, as quais diferiram
significativamente do controle negativo, sendo conferido a eles, potencial genotoxico.
Entre as alteragbes observados, estdo células desorganizadas, quebras
cromossOmicas, cromossomos atrasados e pontes cromossdmicas demonstrados na

Tabela 5 e Figura 9.



36

Considerando o potencial genotoxico apresentado pelos extratos de folhas
frescas e secas de estévia que receberam somente 4gua, tem-se que o maior valor
de alteragbes cromossOmicas exibidas no grupo testemunha com concentracdo de
1,5 g L' representa 0,85% do total de células analisadas, o qual pode ser considerado
baixo, pois € menor que 1%. Por outro lado, se forem consideradas apenas as células
em divisdo, o potencial genotoxico chega a 13,76% e na concentracédo de 3 g L fica
acima de 20%.

Tabela 5 - Alteragbes cromossdmicas encontradas nos controles e tratamentos com
extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni).

Tratamentos MN* CD P* CR* Q* Total
T1: Controle negativo 0 0O O 0 0 0
(dgua destilada)
T2: Controle positivo (31,25 mL L* de glifosato (1, 5%)) 1 11 0 0 1 13

T3: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia do grupo 0 23 0 0 11 34
testemunha (dgua)

T4: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas 0 12 4 3 1 20
com glifosato 0, 25 mL L*

T5: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas 1 13 0 1 0 15
com glifosato 0, 5 mL L™

T6: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas 0 21 O 0 1 22
com glifosato 1 mL L*

T7: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas frescas de estévia tratadas 0 24 0 0 1 25
com glifosato 2 mL L*

T8: Extrato de 3 g L-!de folhas frescas de estévia do grupo 0 27 0 0 0 27
testemunha (agua)

T9: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas 0 19 0 0 0 19
com glifosato 0, 25 mL L*

T10: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas 0 26 0 0 0 26
com glifosato 0, 5 mL L™

T11: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas 0 20 O 0 0 20
com glifosato 1 mL L

T12: Extrato de 3 g L-* de folhas frescas de estévia tratadas 0 24 0 0 0 24
com glifosato 2 mL L

T13: Extrato de 1, 5 g L-* de folhas secas de estévia do grupo 0 18 3 0 0 21
testemunha (agua)

(continuacéo)
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Tabela 5 - Alteragbes cromossOGmicas encontradas nos controles e tratamentos com
extratos aquosos das folhas de Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni).

Tratamentos MN* CD* P* CR* Q* Total

T14: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 28 O 0 0 28
com glifosato 0, 25 mL L

T15: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 13 0 0 0 13
com glifosato 0, 5 mL L

T16: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 20 O 0 0 20
com glifosato 1 mL L?

T17: Extrato de 1, 5 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 19 O 0 0 19
com glifosato 2 mL L*

T18: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia do grupo 0 11 0 0 0 11
testemunha (agua)

T19: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 3 0 0 0 3
com glifosato 0, 25 mL L*

T20: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de estévia tratadas 0 14 0 0 0 14
com glifosato 0, 5 mL L

T21: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de Stevia tratadas 0 10 O 0 0 10
com glifosato 1 mL L*
T22: Extrato de 3 g L-! de folhas secas de Stevia tratadas 0 9 0 0 0 9

com glifosato 2 mL L*

*MN = Microndcleo; CD* = Células desorganizadas; P* = Ponte; CR* = Cromossomos
retardatérios; Q* = Quebras.

O mesmo comportamento genotéxico foi encontrado nos extratos aquosos de
folhas secas de duas populacdes de Citrus sinensis nas concentracbes de 6 g L' e
24 g L1 (TEDESCO et al., 2015), extratos aquosos de folhas de Campomanesia
xanthocarpa nas concentracdes de 6 mg mL* e 30 mg mL* (PASTORI et al., 2013),
extratos aquosos de folhas de Peltodon longipes nas concentracbes de5g Lt e 15g
Lt (KUHN et al.,, 2015a) e nos extratos aquosos de folhas frescas de malva-
santa/boldo (Plectranthus barbatus) (BEZERRA et al. 2016; FROTA et al., 2019).

A estévia apresentou mais alteracbes cromossdmicas nas menores
concentragfes, o que também foi observado em Eugenia uniflora nas concentracdes
de 6 gL'e 24 g L?! (KUHN et al., 2015¢c), em 5 g L' e 20 g L de Psychotria
brachypoda (FRESCURA, 2012), em 6 g dm3 e 24 g dm3de duas populacées de
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Echinodorus grandiflorus (COELHO, et al., 2017) e em extratos de Polygonum
punctatum nas concentragdes de 0,4 g mL*e 2,4 g mL™.

Figura 9: Alteragbes cromossdmicas encontradas nos extratos aquosos de Stevia
rebaudiana Bertoni (Bertoni) que receberam apenas agua.

Células com alteragcdes cromossdmicas encontradas nos extratos de 1,5g L e 3 g L de folhas secas
e frescas de estévia que receberam apenas agua. A- Cromossomos quebrados. B- Ponte
cromossbmica e cromossomos atrasados. C- Ponte cromossémica. D- Cromossomos desorganizados.
E- Ponte cromossdmica e cromossomos atrasados. F- Cromossomos quebrados. G- Ponte
cromossbmica e cromossomos quebrados. H, |- Cromossomos desorganizados. J- Cromossomos
guebrados. K, L- Cromossomos atrasados. Escala = 10 ym.

Fonte: Aquivo pessoal, Santa Maria (RS), 2020.
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Os extratos aquosos que receberam as diluicbes do glifosato apresentaram
alteracdes cromossémicas, porém, nem todos diferiram significativamente do controle
negativo. Nas folhas frescas (Figura 10) foi observado uma maior quantidade de
diferencas significativas, sendo eles o T6, T7, T9, T10, T1l1l e T12, os quais
apresentaram respectivamente, 22, 25, 19, 26, 20 e 24 alteracdes e foram
considerados genotdxicos. Nas folhas secas (Figura 11), somente trés extratos
diferiram significativamente e considerados genotoxicos, o T14, T16 e T17, os quais
apresentaram, respectivamente, 28, 20 e 19 alteracoes.

Figura 10: Alteragbes cromossomicas encontradas nos extratos de folhas frescas de
Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) que receberam glifosato.

Células com altera¢des cromossdmicas encontradas nos extratos de 1,5 g.L-1 e 3 g.L-1 de folhas
frescas que receberam glifosato. A- Micronucleo. B- Cromossomos retardatérios. C- Cromossomo
guebrado. D- Cromossomos retardatarios. F- Cromossomos desorganizados. G- Ponte cromossdmica
e cromossomos atrasados. Escala = 10 ym.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020.
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Figura 11: Alteragcdes cromossdmicas encontradas nos extratos de folhas secas de
Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) que receberam glifosato.

Células com alteracGes encontradas nos extratos de 1,5 g L de folhas secas que receberam glifosato.
A- Cromossomos desorganizados e quebra cromossémica. B- Microndcleo. C- Cromossomos
desorganizados.

Fonte: Arquivo Pessoal, Santa Maria (RS), 2020

Os herbicidas vém sendo estudados pelo teste de A. cepa e sédo considerados
potencialmente genotdxicos, podendo ser o causador desse efeito nos extratos. Sob
o teste de A. cepa, Kriger (2009), encontrou potencial genotéxico em fention,
betaciflutrina, mancozeb e glifosato. Nas concentracfes de 1 pL/L, 2 pL/L, 3uL/L e 4
puL/L do glifosato, foi encontrado alteragdes celulares significativas, e, nas duas
maiores concentragdes, ocorreu aumento nas pontes cromossémicas e cromoss6mos
retardatarios. Barzotto et al. (2017), também encontraram genotoxicidade nas
concentragdes de 130 pl/L e 260 pl/L de glifosato. O herbicida flumioxazina foi
considerado genotoxico nas concentracdes de 0,5 g/L e 1,0 g/L (PARVAN et al., 2020).
Ja4 o herbicida trifluralina, nas concentracdes de 0, 42; 0, 84 e 1,67ppm, foi
considerado mutagénico para allium cepa e a concentracdo de 3, 34 ppm foi

considerada toxica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que, o teste Allium cepa é um método eficiente para detectar acdes
citotbxicas e genotoxicas e, neste estudo, foi possivel observar que o0s extratos
aquosos na concentracdo 3 g L de folhas frescas e 1,5 g L' e 3 g L™ de folhas secas
de Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni) apresentaram potencial antiproliferativo, assim
como 0s extratos aquosos provenientes dos tratamentos com glifosato, com excecéo

de 3 g L%, que recebeu 0,5 mL L2,

Em relagcéo a genotoxicidade, os extratos aquosos na concentracdo de 1,5g L-
1'e 3 g L! de folhas frescas e 1,5 g L de folhas secas de estévia, demonstram
potencial genotdxico, assim como 0s extratos aquosos oriundos dos tratamentos com
glifosato nas concentragbes de 1,5 g L%, 3 g L' de folhas frescas e 1,5 g L de folhas

Secas.

A acao antiproliferativa pode estar relacionada a acdo genotdxica da estévia,
pois conforme o aumento da concentracdo das folhas frescas e secas, menor o

numero de alteracdes cromossdmicas encontradas.

Os extratos aquosos provenientes dos tratamentos de glifosato apresentaram
alteracdes cromossdmicas, porém ndo diferiram do controle negativo (agua). Foi
observado que as plantas de estévia que receberam apenas agua apresentaram a
maior média de alteracbes cromossdmicas, porém, considerando o total de células
analisadas, esse valor é menor que 1%, portanto, considerado de baixa

genotoxicidade.

Existem poucos trabalhos sobre os efeitos do glifosato aplicado em estévia,
portanto o resultado dessa pesquisa pode ser utilizado para auxiliar futuros estudos

nessa area.

Salienta-se que estudos fitoquimicos sdo necessarios, para avaliar se os efeitos
genotéxicos dos extratos que receberam glifosato sdo causados pelo herbicida ou

pelos metabdlitos secretados pelas plantas.
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