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Resumo

O objetivo foi avaliar a toxicidade das tinturas de malva 10% (Malva sylvestris) e caléndula 10% (Calendula
officinalis), através do bioensaio com Artemia salina. Os nduplios foram obtidos e transferidos para tubos de ensaio,
0s quais continham tinturas de malva e caléndula em diferentes concentracdes (25, 50, 75, 150, 250, 500, 750 e 1000
ug/ml), e substancias controle (dgua salina e clorexidina 0,12%). O teste foi realizado em triplicata e 0s nauplios vivos
foram contados ap6s 24 h. A concentragdo letal média (CL50) foi obtida e submetida a analise Probit através do
software StatPlus®. As curvas de sobrevivéncia e testes de LogRank foram realizados para as tinturas comparando
com os controles, através do software GraphPad® Prism. A CL50 (ug/ml + erro-padréo) para a malva foi de 276,08 +
41,12, e para a caléndula 268,95 + 44,09, sendo ambas as tinturas consideradas ativas. Verificou-se diferenca
estatistica na curva de sobrevivéncia tanto para a malva quanto para a caléndula quando comparadas com solucéao
salina (p<0,0001), indicando maior toxicidade das tinturas. Também houve diferenca estatistica quando as tinturas
foram comparadas a clorexidina (p<0,0001), indicando maior toxicidade da clorexidina. Ndo houve diferenca na taxa
de sobrevivéncia dos nauplios, quando analisadas as tinturas de malva e caléndula (p = 0,8089). Péde-se concluir que
as tinturas de malva 10% e caléndula 10% apresentaram toxicidade moderada frente a Artemia salina.
Palavras-chave: Malva; Calendula; Fitoterapia; Testes de toxicidade aguda.

Abstract

The objective was to evaluate the toxicity of tinctures of mallow 10% (Malva sylvestris) and marigold 10%
(Calendula officinalis), through the bioassay with Artemia salina. The nauplii were obtained and transferred to test
tubes, which contained mallow and marigold tinctures in different concentrations (25, 50, 75, 150, 250, 500, 750 and
1000 pg/ml), and the control substances (saline water and 0.12% chlorhexidine. The test was performed in triplicate
and live nauplii were counted after 24 h. The mean lethal concentration (LC50) was obtained and submitted to Probit
analysis using the StatPlus® software. Survival curves and LogRank tests were performed for the tinctures compared
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to controls, using the GraphPad® Prism software. The LC50 (ug/ml + standard deviation) for mallow was 276.08 +
41.12, and for marigold 268.95 + 44.09, both tinctures being considered active. There was a statistical difference in
the survival curve for both mallow and marigold when compared to saline solution (p<0.0001), indicating greater
toxicity of the tinctures. There was also a statistical difference when the tinctures were compared to chlorhexidine
(p<0.0001), indicating greater toxicity of chlorhexidine. There was no difference in the survival rate of nauplii, when
the mallow and marigold tinctures were analyzed (p = 0.8089). It was concluded that the tinctures of mallow 10% and
marigold 10% presented moderate toxicity against Artemia salina.

Keywords: Malva; Calendula; Phytotherapy; Toxicity tests, acute.

Resumen

El objetivo fue evaluar la toxicidad de las tinturas de malva 10% (Malva sylvestris) y caléndula 10% (Calendula
officinalis), mediante el bioensayo con Artemia salina. Los nauplios se obtuvieron y transfirieron a tubos de ensayo,
los cuales contenian tinturas de malva y caléndula en diferentes concentraciones (25, 50, 75, 150, 250, 500, 750 y
1000 pg / ml), y las sustancias de control (agua salina 'y 0.12% clorhexidina. La prueba se realizd por triplicado y se
contaron los nauplios vivos después de 24 h. La concentracion letal media (CL50) se obtuvo y se someti6 a analisis
Probit utilizando el software StatPlus®. Se realizaron curvas de supervivencia y pruebas de LogRank para los tintes
en comparacién con los controles, utilizando el software GraphPad® Prism. La CL50 (ug/ml + desviacion estandar)
para malva fue 276,08 + 41,12 y para caléndula 268,95 + 44,09, considerandose ambos colorantes activos. Hubo una
diferencia estadistica en la curva de supervivencia tanto para la malva como para la caléndula en comparacién con la
solucién salina (p <0,0001), lo que indica una mayor toxicidad de las tinturas. También hubo una diferencia
estadistica cuando se compararon los tintes con la clorhexidina (p <0,0001), lo que indica una mayor toxicidad de la
clorhexidina. No hubo diferencia en la tasa de supervivencia de nauplios, cuando se analizaron las tinturas de malva 'y
caléndula (p = 0,8089). Se concluy6 que las tinturas de malva 10% y caléndula 10% presentaron toxicidad moderada
frente a Artemia salina.

Palabras clave: Malva; Calendula; Fitoterapia; Pruebas de toxicidad aguda.

1. Introducéo

A natureza é fonte de uma ampla variedade de plantas reconhecidas pelos seus valores medicinais, o que levou a
descoberta de varios ativos quimicos farmacologicos, utilizados em diferentes formas farmacéuticas (Benso et al., 2015). As
plantas medicinais sdo empregadas na medicina popular, sendo um recurso importante no processo de prevencao e tratamento
de doengas (Barroso et al., 2021; Hocayen et al., 2012).

As plantas medicinais tém sido cada vez mais estudadas, por apresentarem eficacia comprovada, menor resisténcia
microbiana, menor toxicidade a curto e longo prazo, gerar poucos efeitos adversos e pelo baixo custo (Bohneberger et al.,
2019; Razavi et al., 2011). Uma das &reas que se observa uma crescente utilizacdo dos fitoterapicos € na Odontologia
(Bohneberger et al., 2019; Domingues et al., 2021), pois muitas plantas apresentam atividades farmacoldgicas, anti-
inflamatéria, antifingica, analgésica, antibiotica, antivirais, antibiofilme e de cicatrizacdo de feridas, agdes importantes para o
tratamento de doengas bucais (Aradjo et al., 2021; Faria et al., 2011; Mahyari et al., 2016; Simdes & Oliveira Filho, 2021,
Sousa et al., 2021; Tanideh et al., 2020). Dentre as plantas medicinais pode-se destacar a malva (Malva sylvestris) e a
caléndula (Calendula officinalis), devido a eficacia, por serem de facil aquisicdo e muito utilizadas (Freires & Rosalen, 2016;
Oliveira, 2021; Vinagre et al., 2011).

A malva pertence a familia Malvaceae, é uma planta nativa da Europa, Africa e Asia, conhecida popularmente como
malva, malva-alta, malva-silvestre, malva-verde, malva-selvagem (Bohneberger et al., 2019). Suas folhas, flores e raizes sdo
muito utilizadas, devido as propriedades anti-inflamatorias, antisséptica, antioxidante, anticancer, antitlcera calmantes,
emolientes e antimicrobianas. Sendo indicada na Odontologia, para tratamento dos processos inflamatérios da boca, na doenca
periodontal e de feridas em mucosa, além disso, possui agdo frente as bactérias formadoras do biofilme dental e a¢do anti-carie
comparavel com a clorexidina, com menos efeito citotoxico (Benso et al., 2015; Bohneberger et al., 2019; Braga, Pires, &
Magalhdes, 2018; Kovalik et al., 2014; Razavi et al., 2011; Simdes & Oliveira Filho, 2021; Sousa et al., 2021). Seus principais

constituintes quimicos sdo mucilagem, taninos, naftaquinonas, dleos essenciais, flavonoides, eugenol, fitol e acidos
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cumarinico, clorogénico, cafeico, oleico, palmitico e estearico (Bohneberger et al., 2019; Kovalik et al., 2014; Oliveira, 2021;
Razavi et al., 2011; Sousa et al., 2021). Na Odontologia a malva é muito utilizada como colutérios bucais (Kovalik et al.,
2014).

A caléndula é uma planta herbéacea pertencente a familia Asteraceae, € uma planta nativa da regido do Mediterraneo,
norte da Africa e Asia, e amplamente disseminada no Brasil. E conhecida popularmente como caléndula, malmequer,
maravilha dos jardins, margarida dourada, sendo utilizadas para o preparo de fitoterapicos e também com fins ornamentais.
Utiliza-se as flores e folhas, sendo os principais constituintes quimicos as saponinas triterpénicas, carotenoides, flavonoides,
polissacarideos, hidroxicumarinas e sesquiterpenos (Bohneberger et al., 2019; Gazim et al., 2007; Uribe-Fentanes et al., 2018).
A caléndula é utilizada na Odontologia para tratamento de estomatites aftosas, como irrigantes no tratamento endodéntico e
ap6s exodontias, pela acdo antimicrobiana, anti-inflamat6ria, analgésica, antiedematosa, por promover hemostasia,
antirreabsortivos e auxiliar na cicatrizagdo, devido ao efeito colagenogénico e no metabolismo dsseo, preservando 0 0sso
alveolar (Alexandre et al., 2018; Bohneberger et al., 2019; Faria et al., 2011; Gupta et al, 2020; Mahyari et al., 2016; Nufiez et
al., 2021; Parente et al., 2009; Uribe-Fentanes et al., 2018).

Apesar de serem produtos naturais, eles podem apresentam toxicidade e, por esse motivo, necessitam serem testados,
para que sejam utilizadas com seguranca. Um dos testes frequentemente utilizados, é o da toxicidade aguda com Artemia
salina, como avaliagcdo preliminar de toxicidade (Hocayen et al., 2012; Martins et al., 2021; Meyer et al., 1982). A Artemia
salina € um microcrustaceo, utilizado para esse tipo de teste por serem sensiveis as variagdes ambientais, pela facilidade da
aquisicao dos cistos de Artemia salina e por permanecer viavel no estado seco durante anos, apresentar baixo custo, fornece
uma grande quantidade de nauplios e por ser uma alternativa a outros ensaios que utilizam animais (Freires et al., 2016; Meyer
et al., 1982; Pelka et al., 2000). Através desse ensaio é obtida a concentragdo letal média (CL50), que é a concentracdo de um
produto quimico no ar ou na agua que leva a morte de 50% de uma populacdo em teste num tempo pré-estabelecido, sendo
consideradas tdxicas as substancias que apresentarem valores de CL50 abaixo de 1000 pug/ml (Bueno & Piovezan, 2015;
Martins et al., 2021; Meyer et al., 1982; Minho, Gaspar, & Domingues, 2017; Queiroz & Lima, s/d).

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade das tinturas de malva 10% e caléndula 10% através
do bioensaio com Artemia salina.

2. Metodologia

Trata-se de uma pesquisa laboratorial, de natureza quantitativa (Pereira et al., 2018), onde foi testado a toxicidade de
tinturas de malva e caléndula, as quais foram obtidas de acordo com as diretrizes da Farmacopeia Brasileira (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2021), na Farmécia Fleming Manipulacdo (Ponta Grossa, Parana, Brasil). Utilizou-se o bioensaio com
Artemia salina, de acordo com a técnica descrita por Meyer et al. (1982).

Os cistos secos de Artemia salina (Maramarpet, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil) foram obtidos em loja de
aquarismo. Os cistos (3 g) foram incubados em um aquério de vidro com agua salina artificial (30 g de sal marinho para 1,5 |
de &gua destilada) a temperatura de 28° C e com aeragdo constante, simulando o ambiente natural da Artemia salina (dgua
salina rasa). Foi mantida iluminagdo constante (20 W), e o pH mantido entre 8 e 9, controlado com bicarbonato de sodio e
verificado através de tira universal de pH. As larvas ndo receberam alimentacdo durante o periodo do estudo (Martins et al.,
2021; Meyer et al., 1982).

Ap0s 30 horas (periodo de eclosdo dos cistos), os nauplios de Artemia salina foram coletados com pipetas plésticas de
3 ml e 10 nduplios foram transferidos para cada tubo de ensaio (tinturas de malva e caléndula nas diferentes concentraces,
controle positivo e negativo). O teste foi realizado em triplicata.
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Foram testadas as seguintes concentracfes das tinturas de malva e caléndula a 10%: 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 150 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml e 25 pg/ml. Utilizou-se solucdo salina como controle negativo e
digluconato de clorexidina 0,12% (Clorexidin, Dentalclean, Londrina, Parand) como controle positivo. O controle negativo foi
utilizado para se ter certeza de que a mortalidade observada nos nauplios era resultante da toxicidade aos compostos e ndo
devido a falta de alimentagdo. E a clorexidina como controle positivo, devido ao fato da malva e da caléndula serem ativos
interessantes para serem adicionados em enxaguatorios, tornando-se possivel verificar a toxicidade das tinturas frente aos
nauplios e comparar com uma substancia muito utilizada como enxaguatério bucal.

Os nauplios vivos foram contados ap6s 24h. Foram considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo
de movimento quando observado proximo a uma fonte luminosa, durante 10 segundos. Cada tubo de ensaio foi avaliado por
duas pessoas. Quando havia divergéncia nas contagens, o procedimento era repetido pelos operadores.

Para avaliar CL50, os dados foram submetidos a analise de Probit através do software StatPlus® (AnalystSoft, USA),
apos 24 h de exposicdo as substancias testadas. As tinturas foram consideradas ativas quando os valores foram menores que
1000 pg/ml. Curvas de sobrevivéncia e testes de LogRank foram realizados para os extratos comparando com os controles

negativo e positivo, através do software GraphPad® Prism (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).

3. Resultados

Os valores de CL50 * erro-padrdo e os respectivos intervalos de confianca, de todas as preparagdes das plantas

medicinais estdo apresentados na Tabela 1. O nivel de intervalo de confianca foi de 1%.

Tabela 1 — Dados de toxicologia obtidos para as plantas medicinais no bioensaio de Artemia salina.

Planta Medicinal CLso Erro-padréo Limite inferior Limite superior
(g/ml) (ug/ml) (1g/ml)
Malva 276,08 41,12 169,18 382,98
Caléndula 268,95 44,09 155,33 384,57

Fonte: Autores.

As concentracfes de 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 150 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml e 25 pg/ml
foram utilizadas para o célculo da CL 50, em que é estabelecida a Concentracdo Letal para 50% da Artemia salina. Foram
realizadas as curvas de sobrevivéncia e testes de LogRank para todas as concentracdes testadas para se chegar ao resultado da
CL50. Foi representado o percentual de sobrevivéncia na concentracdo de 250 pg/ml por ser a concentracdo que mais se
aproximou do valor obtido da CL50 para a malva 276 pug/ml e para a caléndula 268 pg/ml.

As curvas de sobrevivéncia dos nauplios testadas com as tinturas de malva 10% e caléndula 10%, nas concentragdes
de 250pg/ml, estdo representadas nas Figuras 1 e 2 respectivamente, contra 0s respectivos grupos controle negativo e positivo,

acompanhados dos valores calculados na andlise estatistica para o teste de LogRank, durante 24 h.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.26255

Research, Society and Development, v. 11, n. 3, €20511326255, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i3.26255

Figura 1 - Porcentagem de sobrevivéncia dos nauplios de Artemia salina, malva versus solucdo salina e malva versus

digluconato de clorexidina.
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Verificou-se diferenca estatistica na curva de sobrevivéncia para a malva (p < 0,0001) quando comparada com

solucdo salina. Quando a malva foi comparada com o digluconato de clorexidina, observou-se diferenca significante (p <

0,0001), indicando que o digluconato de clorexidina é mais toxico que a tintura de malva.

Figura 2 - Porcentagem de sobrevivéncia dos nduplios de Artemia salina, caléndula versus solucéo salina e caléndula versus

digluconato de clorexidina.
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Verificou-se diferenca estatistica na curva de sobrevivéncia, quando a tintura de caléndula foi comparada com solucéao

salina (p < 0,0001), demonstrando maior toxicidade da caléndula. Quando a caléndula foi comparada com o digluconato de

clorexidina, observou-se diferenca significante (p < 0,0001), indicando que o digluconato de clorexidina apresenta maior

toxicidade que a caléndula.

Né&o foi observada diferenca na taxa de sobrevivéncia da Artemia salina, quando analisadas as tinturas de malva e
caléndula (p = 0,8089), segundo o teste de Logrank, como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Porcentagem de sobrevivéncia dos nauplios de Artemia salina frente a amostras de malva versus caléndula.
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4. Discussao

Optou-se por utilizar as tinturas a 10%, porque se aproxima da realidade de pacientes que possuem doengas bucais e
utilizam como tratamento, a malva e a caléndula na forma de cha. Além disso, facilita o trabalho de diluicdo das diferentes
solucdes aquosas a serem testadas a partir do preparo das tinturas a 10%.

Os resultados da CL50 (malva = 276,08 ug/ml e caléndula = 268,95 pug/ml) obtidos através do bioensaio com Artemia
salina, indicaram toxicidade moderada para as tinturas avaliadas, pois apresentaram valores para CL50 entre 100 a 500 pg/ml
(Amarante et al., 2011). Tanto a tintura de malva 10%, quanto a de caléndula 10%, apresentaram maior toxicidade quando
comparadas a solucdo salina, essa diferenca era esperada, pois a solucédo salina € o meio em que a Artemia salina vive. Porém,
guando comparadas ao digluconato de clorexidina, substancia contida frequentemente em produtos odontoldgicos, as duas
tinturas apresentaram menor toxicidade.

Em um estudo que utilizou a mesma metodologia e avaliou a toxicidade da tintura de roma, o resultado da CL50 néo
diferiu dos resultados do presente estudo, sendo também considerada de moderada toxicidade (Martins et al., 2021). As tinturas
de malva e caléndula apresentaram menor toxicidade quando comparadas ao 6leo essencial de copaiba (80,77 pug/ml) e éleo
essencial de geranio (55,04 pug/ml), contudo apresentaram maior toxicidade quando comparada ao éleo essencial de capim-
lim&o (900,7 pg/ml) e a tintura de aroeira (607,87 pg/ml) (Lima et al., 2021; Martins et al., 2021).

Ao consultarmos a literatura observamos que os resultados de toxicidade dos fitoterapicos em ensaios com Artemia
salina apresentam bastante variagdo, o que pode ser justificado por serem compostos por diferentes constituintes quimicos,
apesar de muitas vezes apresentarem atividades farmacoldgicas semelhantes. Esses aspectos devem ser considerados na
escolha das plantas medicinais.

Agentes naturais foram adicionados em enxaguat6rios bucais comerciais, visando a reducdo de efeitos colaterais em
comparagdo com 0s agentes convencionais. Braga et al. (2018) compararam a efetividade da malva com diferentes
enxaguatdrios bucais e verificaram que a malva possui acdo anticarie comparavel aos demais enxaguatorios bucais. Portanto,
pode ser uma interessante alternativa a clorexidina, uma vez que € um agente natural com baixo potencial citotoxico (Benso et
al., 2015). O que corrobora com os resultados do presente estudo, pois observamos que as tinturas de malva e caléndula
apresentam menor toxicidade quando comparada a clorexidina 0,12%.

Resultados semelhantes pOde ser verificado na pesquisa clinica de Vinagre et al. (2011) que compararam o0

desempenho de um enxaguatério bucal contendo tintura de caléndula, com um colutdrio com clorexidina a 0,12%, na melhoria
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da saude periodontal. Concluiram que o enxaguatério fitoterapico pode ser sugerido, pois contribui com a salde periodontal,
apresentando o mesmo desempenho do colutério com clorexidina. Além da desvantagem ja apresentada em relacdo a maior
toxicidade da clorexidina, quando utilizada por um periodo de tempo mais longo pode causar manchamento dental, alteracdo
do paladar e lesBes descamativas na mucosa bucal, o que pode ser evitado ao utilizar enxaguatérios contendo fitoterapicos
(Aradjo et al., 2021; Pegoraro et al., 2015).

O bioensaio realizado com Artemia salina, mostrou-se bastante viavel pelo custo acessivel, o material ser de facil
aquisicao, ndo precisar de equipamentos especiais e ser seguro. Apesar da técnica fornecer resultados confiaveis, ser possivel
controlar as variaveis, trata-se de uma avaliacdo preliminar de toxicidade, necessitando de avaliagSes com outras metodologias
para utilizacdo segura em humanos. Além disso, deve-se comparar tinturas de diferentes fornecedores e avaliar a toxicidade
das tinturas de malva e caléndula quando presentes em formulacGes de enxaguatdrios.

5. Considerac0es Finais

Pbde-se concluir que as tinturas de malva 10% e caléndula 10% apresentaram toxicidade moderada frente a Artemia
salina.

Sugere-se a realizagdo de pesquisas que avalie a toxicidade e possiveis efeitos adversos de diferentes formulagdes
contendo malva e caléndula, para que possam ser utilizadas clinicamente com seguranca, visto que as propriedades das plantas
medicinais testadas permitem diferentes aplica¢des clinicas.
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