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RESUMO

ANALISE DO POTENCIAL CITOGENOTOXICO DE Malva sylvestris L. E Malva
parviflora L.

AUTORA: Céssia Becker Bock
ORIENTADORA: Solange Bosio Tedesco

Tratamentos com plantas medicinais fazem parte da cultura de diversas regides do
mundo. Porém, é necessario estudar o efeito delas no organismo humano, e a
citogenética é uma boa ferramenta para essas investigacoes. O teste de Allium cepa
€ uma excelente alternativa, sendo utilizado como bioindicador de genotoxicidade de
extratos de plantas. Espécies da familia Malvaceae, como Malva sylvestris L. e Malva
parviflora L. s&o utilizadas pela populacdo em geral como antifingico, anti-
inflamatdrio, analgésico, antioxidante e outros. O objetivo do estudo foi analisar o
potencial citogenotéxico delas. Este trabalho foi dividido em dois artigos: o primeiro
trata do cultivo de 44 mudas de M. parviflora, entre novembro e dezembro de 2020,
por 36 dias em casa de vegetacdo. As mudas foram divididas em dois grupos, sendo
um com protegdo com Sombrite 70% e o outro recebeu a luz que incide na estufa
plastica. Apds colhidas, metade das plantas foram armazenadas em congelador e a
outra metade foi desidratada em ambiente controlado. A andlise do potencial
citogenotoxico foi realizada através do teste de A. cepa, no qual foram preparados
extratos aquosos de M. parviflora na concentracédo de 5 g.L?, com a parte aérea e
raizes da planta, frescas e secas. O segundo artigo foi realizado com M. sylvestris e
M. parviflora no periodo entre abril e maio de 2022, na mesma estufa, e a colheita foi
apos 38 dias. Metade das plantas foi armazenada em congelador e a outra parte,
desidratada em estufa. Foi feita a andlise do potencial citogenotoxico de extratos
aquosos destas espécies de Malva, preparados nas concentragcbesde 5g.Lte 15g.L
1 a partir da parte aérea e raizes das plantas, sendo metade frescas e o restante
desidratadas. O teste do potencial antigenotédxico foi feito com a parte aérea fresca,
em 5 g.L'l. Para os dois artigos, a metodologia do teste de genotoxicidade foi a
mesma: os bulbos de A. cepa foram colocados para enraizar em agua destilada e em
seguida colocados nos devidos tratamentos. Ap6s 24 horas, as raizes foram colhidas,
colocadas em fixador por mais 24 horas e em seguida armazenadas em alcool 70° em
refrigerador. A diferenca para o teste de antigenotoxicidade foi que primeiramente os
bulbos foram colocados em contato com glifosato 1,5% por 24 h, para depois serem
colocados nos tratamentos com o0s extratos aquosos. Os resultados do Artigo 1
mostraram que 0s extratos aquosos de M. parviflora testados na concentracéo de 5
g.Lt apresentam atividade antiproliferativa, porém nédo sao genotoxicos. Resultados
semelhantes foram encontrados no Artigo 2, no qual os extratos aquosos de M.
sylvestris e M. parviflora ndo sdo genotoxicos, mas também ndo sdo antigenotoxicos.

Palavras-chave: Teste de Allium cepa. Plantas medicinais. Extratos aquosos.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE CYTOGENOTOXIC POTENTIAL OF Malva sylvestris L. AND
Malva parviflora L.

AUTHOR: Cassia Becker Bock
ADVISOR: Solange Bosio Tedesco

Treatments with medicinal plants are part of the culture of many regions of the world.
However, it is essential to study their effect on the human organism, and cytogenetics
is a good tool for these investigations. The Allium cepa test is an excellent alternative
that is used as a bioindicator of genotoxicity of plant extracts. Species of the Malvaceae
family, such as Malva sylvestris L. and Malva parviflora L. are used by the general
population as antifungal, anti-inflammatory, analgesic, antioxidant and others. The
objective of the study was to analyze their cytogenotoxic potential. This research was
done in two articles: the first one consisted in the cultivation of 44 M. parviflora
seedlings, between November and December 2020, for 36 days in a greenhouse. The
seedlings were divided into two groups: one protected with 70% Sombrite and the other
received the light that fell on the plastic greenhouse. After being harvested, half of the
plants were stored in a freezer and the other half were dehydrated in a controlled
environment. The cytogenotoxic potential analysis was performed using the A. cepa
test, in which aqueous extracts of M. parviflora were prepared at a concentration of 5
g.L, with the aerial part and roots of the plant, fresh and dry. The second article was
carried out with M. sylvestris and M. parviflora in the period between April and May
2022, in the same greenhouse, and they were harvested after 38 days. Half of the
plants were stored in a freezer and the other part was dried in a kiln. The analysis of
the cytogenotoxic potential of agueous extracts of these Malva species was carried
out, prepared at concentrations of 5 g.L-*and 15 g.L* from the aerial part and roots of
the plants, half of them were fresh and the rest dehydrated. The antigenotoxic potential
test was performed with the fresh aerial part, at 5 g.L"'. For both articles, the
methodology of the genotoxic test was the same: the A. cepa bulbs were placed to root
in distilled water and then placed in the proper treatments. After 24 hours, the roots
were harvested, placed in a fixative for another 24 hours and then stored in 70° alcohol
in a refrigerator. The difference for the antigenotoxicity test was that the bulbs were
first placed in contact with 1.5% glyphosate for 24 h, and then placed in treatments
with aqueous extracts. The results of Article 1 showed that the aqueous extracts of M.
parviflora tested at 5 g.L* exhibited antiproliferative activity, but are not genotoxic.
Similar results were found in Article 2, in which aqueous extracts of M. sylvestris and
M. parviflora are not genotoxic, but neither are antigenotoxic.

Keywords: Allium cepa test. Medicinal plants. Aqueous extracts.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem uma ampla e diversa quantidade de compostos
organicos que podem gerar certas acoes fisiolégicas no corpo humano, e por isso, ha
centenas de anos elas tém sido usadas para tratar doencas (AKHTAR et al., 2018) e
infeccdes. Esse uso de plantas e seus produtos na cura de doencas é conhecido como
fitoterapia, considerado parte da medicina popular. E utilizada de forma complementar
aos tratamentos  biomédicos ou suprindo a falta de recursos
financeiros e tecnoldgicos, bem como sendo uma opc¢ao de cuidado a saude (SILVA
et al., 2022).

As plantas medicinais sdo aquelas que ajudam no tratamento de doencas,
podendo até mesmo curar, por meio de seus principios ativos (BRASIL, 2018). No
Brasil, com o intuito de levar a populacdo o acesso as plantas medicinais e
fitoterapicos com seguranca, efetividade e qualidade, em 2008 o Ministério da Saude
criou o Programa/Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF),
gue incentiva e monitora o uso e a distribuicdo destes tratamentos alternativos nas
unidades bésicas de sautde, junto ao Sistema Unico de Saude (SUS), alinhada com a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS. A iniciativa tem
como fundamentos a valorizacdo dos conhecimentos tradicionais, o fundamento
cientifico, a geracao de emprego, qualificacao de produtores, incentivando a producdo
nacional e o uso sustentavel da biodiversidade (BRASIL, 2022).

O governo brasileiro possui também a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude, a RENISUS, criada em 2009 com a
finalidade de orientar pesquisas e estudos das espécies incluidas, principalmente das
nativas (BRASIL, 2021). Dentre as 71 espécies listadas, esta a Malva sylvestris L.

Conhecida popularmente como malva, malva-de-banho, malva-alta, malva-
rosa e outros, a Malva sylvestris L. (Figura 1) inteira possui propriedades
terapéuticas, mas em geral, seus efeitos farmacoldgicos sdo atribuidos as folhas e
as flores, principalmente devido a presenca de alguns flavonoides e mucilagens
nestas partes (MIKAILI et al., 2012). A espécie pertence a ordem Malvales e familia
Malvaceae. E utilizada como medicinal desde a antiguidade, quando também era
servida como hortalica e citada na literatura etnofarmacolégica como capaz de

suavizar a irritacdo dos tecidos e reduzir inflamacgdes (PAUL, 2016). E uma planta
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bianual/perene, distribuida principalmente pela Europa, Africa do Norte e Asia e
cresce geralmente em areas umidas (PAUL, 2016).

M. sylvestris € uma planta herbacea ereta, com 0,5 a 1,5 m de altura, estipula
de 5 x 3 mm e lamina foliar de 3-9 x 3-8 cm, reniforme, lobada, margem crenada e
glabrescente. Possui bractéolas do epicalice lanceoladas a ovaladas, de 2 mm de
largura, flores axilares, calice com 3-6 mm de comprimento e persistente no fruto,
corola rosa-arroxeada com 2,5 cm de didmetro, pétalas de 0,7 a 2,2 cm de
comprimento, marginadas. Fruto tipo esquizocarpo pardacento ou acinzentado
guando maduro, com 0,7 cm de diametro, 9-11 mericarpos suavemente reticulados
(OLIVEIRA et al., 2019).

Figura 1 - Malva sylvestris L. cultivada em casa de vegetagéo.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Da mesma ordem, familia e género, a Malva parviflora L. (Figura 2) € conhecida
como malva-de-botica, malva-de-dente entre outros nomes populares, e muitas vezes
confundida com a M. sylvestris. O p6 seco ou a infusao feita de folhas e raizes é usada
para limpar feridas e machucados (ZAYED et al., 2017). Extratos da planta também
apresentam funcdo antibacteriana, antidiabética, antifingica, anti-inflamatoria,
antioxidante, neuroprotetiva e outras (NASER et al., 2022), além de ser usada para

dor de cabeca, febre, infecgdes intestinais, Ulceras, bronquite, dor de garganta e tosse
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(ABKAR et al., 2014). E vastamente distribuida, incluindo na Europa, Asia, Austrélia,
Nova Zelandia e América do Norte e Sul (BAUQUIER et al., 2016), inclusive no bioma
Pampa (TEIXEIRA et al., 2016).

M. parviflora € uma planta herbacea decumbente a ereta de 0,4 a 1,8 m de
altura, com estipula 2-8 x 3-6 mm. Lamina foliar reniforme, lobada, base auriculada,
margem crenada; glabrescente. Flores nas axilas foliares, bracteas do involucro
lineares a lanceoladas, calice de 0,2 a 0,7 cm, chegando nos frutos; corola
esbranquicada com parte lilas, 0,7 cm diametro; pétalas de 0,4-0,7 cm,
marginalizadas. Fruto tipo esquizocarpo pardacento a acinzentado quando maduro,
com 0,7 cm de diametro, com 10 a 11 mericarpos com projecdes levemente aladas
(OLIVEIRA et al., 2019).

Figura 2 - Malva parviflora L. cultivada em casa de vegetagéo.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

As espécies vegetais sintetizam uma variedade de metabdlitos que sado
classificadas de acordo com sua fung¢édo. Os metabolitos primarios sado essenciais para
crescimento, desenvolvimento e garantia da sobrevivéncia da planta em seu habitat,
como as proteinas, acidos graxos, clorofila e outros, e os metabdlitos secundarios sdo
usados para funcdes acessorias (MIRANDA et al., 2013).
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Metabolitos secundarios sdo pequenas moléculas organicas e ndo essenciais
sintetizadas pelas plantas para seu desenvolvimento normal, mas Sao necessarias
para reproducdo e para mecanismos de defesa contra bactérias, fungos, virus e outros
(ANAND et al., 2019). Algumas fun¢des especificas dos metabdlitos secundarios
podem ser citadas, como a protecdo das plantas contra os herbivoros e contra a
infeccdo por microrganismos patogénicos (defesa), atracao (através do odor, cor ou
sabor) de animais polinizadores e dispersores de sementes, além de atuarem como
agentes na competicédo planta-planta e nas simbioses plantas-microrganismos (TAIZ
& ZEIGER, 2017). A producdo deles € influenciada por fatores ambientais, que
causam diferentes influéncias na concentracdo desses componentes quimicos na
planta (PEREIRA et al., 2022).

O metabolismo secundario pode ser visto como a capacidade de adaptacao e
sobrevivéncia em resposta a estimulos e estresses do ambiente. Devido as relevantes
atividades bioldgicas, os metabdlitos secundéarios das plantas tém sido importantes
fontes de ativos para medicina tradicional, perfumaria e matéria-prima industrial
(YANG et al., 2018). Por serem uma resposta ao estresse ambiental, para a maioria
das plantas sao fatores externos como a temperatura, disponibilidade de agua, luz e
nutrientes que podem afetar expressivamente 0s processos associados ao
desenvolvimento delas, e também a capacidade de sintetizar os metabdlitos
secundarios.

De acordo com Yang et al. (2018), as plantas medicinais possuem uma
composicdo quimica complexa e variavel, e o tipo e quantidade de metabdlitos
secundérios sdo determinados de acordo com o ambiente. Em resposta a radiagéo
solar, as plantas podem se adaptar a mudancas ambientais pelo acumulo e liberacéo
de metabdlitos secundarios. Os principais fatores relacionados a radiacdo solar
incluem o fotoperiodo (duracdo do dia), a intensidade, a direcdo e qualidade
(frequéncia de onda) (ZORATTI et al., 2014). Além disso, um fator individual
geralmente pode interagir com outros fatores (uma alta radiacdo solar é
frequentemente acompanhada de temperatura elevada e deficiéncia de agua). Assim,
diferencas no sombreamento podem alterar estes metabdlitos e suas quantidades,
podendo influenciar na genotoxicidade.

A fim de analisar e indicar o potencial genotoxico e antiproliferativo de uma
espécie, € muito utilizado o teste de Allium cepa L., aplicado como excelente
bioindicador vegetal (TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012). O teste é validado
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pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e ha correlacdo positiva do teste com
outros tipos celulares tanto para animais n&o-humanos, quanto humanos
(HERRERO et al., 2012). Comparando com testes em animais, o teste de A. cepa
evita 0 uso deles e as consequentes questbes éticas, tem maior custo-beneficio,
fornece uma boa quantidade de dados, e é uma técnica facil e acessivel (TEDESCO
& LAUGHINGHOUSE, 2012). A espécie tem genoma diploide (2n = 2x = 16) com
Cromossomos monocéntricos e relativamente grandes, apropriados para observacao
no microscépio, sendo essa mais uma vantagem do seu uso (BONCIU et al., 2018).
Os efeitos das infusGes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de A. cepa
foram relatados por varios autores, como Tedesco et al. (2017) com Sambucus
australis, Hister et al. (2019) com Psidium cattleianum, Rodrigues et al. (2021) com
Myrocarpus frondosus, Pereira et al. (2022) com Phyllanthus tenellus, entre outros. Os
principais efeitos observados foram a mutagenicidade e antimutagenicidade, assim
como o aumento ou diminuicdo da proliferacédo celular da ponta de raizes de A. cepa
tratadas com diferentes concentracdes, de diferentes espécies de plantas medicinais.
Além da grande utilizacdo nos testes de citogenotoxicidade de plantas
medicinais, 0 sistema teste de A. cepa pode ser utilizado para o monitoramento da
poluicdo ambiental e avaliagdo do potencial mutagénico de muitos compostos
quimicos (TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012), sendo validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e o Programa Ambiental das Nacfes
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para andlise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA & RODRIGUES, 1999).
Assim, este estudo teve o objetivo de analisar o potencial citogenotoxico dos
extratos aquosos de Malva parviflora feitos a partir de mudas cultivadas em duas
condi¢cbes de luminosidade e duas formas de planta (fresca e desidratada); verificar e
comparar o potencial citogenotéxico e antigenotoxico dos extratos aquosos de Malva

sylvestris e M. parviflora, a partir de plantas frescas e secas.
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1.1 METODOLOGIA
1.1.1 Artigo 1

1.1.1.1 Cultivo em casa de vegetacao

O cultivo de M. parviflora foi feito entre os meses de novembro e dezembro de
2020, a partir de mudas jovens, de um mesmo lote, adquiridas no comércio local de
Santa Maria (Rio Grande do Sul, Brasil). As plantas foram cultivadas em vasos de
plastico de 3 L, com o substrato composto de turfa, calcario e casca de pinus
compostada, na estufa plastica do Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) e receberam agua de uma a duas vezes ao dia (Figura 3).
Foram feitos dois grupos com 22 plantas cada, totalizando 44 plantas. O grupo A foi
protegido com tela de sombreamento do tipo Sombrite de 70% na cor preta, com a
finalidade de diminuir a incidéncia de luz solar (Figura 4), enquanto as plantas do
grupo B receberam luz solar natural que incide na estufa (Figura 5). No total, as
plantas ficaram durante o periodo de 36 dias em casa de vegetacao, sendo 0s seis
primeiros dias para aclimatacdo no local, e em seguida foram coletadas para a

continuacado dos experimentos.

Figura 3 - Mudas de Malva parviflora L. em estufa plastica.

AN

Fonte: Acervo pessoal da autora (2020).
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Figura 4 - Mudas de Malva parviflora L. com sombreamento.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2020).

Figura 5 - Mudas de Malva parviflora L. sem sombreamento.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2020).

1.1.1.2 Coleta e armazenamento

ApoOs os 36 dias as plantas foram coletadas, sendo que a metade do material
foi armazenado em congelador (assim, sdo considerados frescos) e a outra parte foi
desidratada (seca) em ambiente controlado no Laboratorio de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade (Labcitogen) da UFSM, com temperatura de aproximadamente 20°C,

e armazenados em local seco.
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1.1.1.3 Teste de citogenotoxicidade

A analise do potencial citogenotoxico M. parviflora foi realizada no Laboratério
de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade da UFSM, por meio do sistema de teste
Allium cepa. Foram analisadas as células da regido meristeméatica do bioindicador
vegetal, a fim de se observar possiveis mudancas na divisdo celular e alteracbes
cromossOmicas. Para o teste de citogenotoxicidade foram realizados oito tratamentos,
além do negativo (dgua destilada) e positivo (glifosato 1,5%), totalizando 10
tratamentos (Tabela 1), e feitas repeticdes com quatro bulbos de Allium cepa (cebola)
para cada um dos tratamentos (Figura 8).

Os bulbos tiveram suas raizes antigas retiradas e foram colocados para
enraizamento em agua destilada por quatro dias, no més de abril de 2021. Apés esse
periodo, os bulbos foram transferidos para os extratos aquosos de M. parviflora, que
foram preparados a partir da decoccao da parte aérea (folhas e caules) e das raizes,
ambos na concentracdo de 5 g.L'. A agua destilada foi utilizada como controle
negativo do experimento, e o glifosato o controle positivo, a uma concentracéo de
1,5%, conforme Souza et al. (2010). Os tratamentos permaneceram em contato com
os bulbos enraizados por 24 horas e posteriormente as raizes foram coletadas e
fixadas em etanol: &cido acético (3:1) por 24 horas. O material foi entdo armazenado
em etanol 70% sob refrigeracao até ser utilizado para analise.

Tabela 1 - Tratamentos para o teste de citogenotoxicidade de Malva parviflora L.

GRUPO A (com tela de sombreamento)

GRUPO B (sem tela de sombreamento)

T1: Controle negativo (agua destilada)

T2: Controle positivo (glifosato 1,5%)

T3A: Extrato aquoso das folhas e caules secos
na concentragao 5 g.L?

T4A: Extrato aquoso das raizes secas na
concentragdo 5 g.L*!

T5A: Extrato aquoso das folhas e caules frescos
na concentragao 5 g.L?

T6A: Extrato aquoso das raizes frescas na
concentracéo 5 g.L!

T1: Controle negativo (agua destilada)

T2: Controle positivo (glifosato 1,5%)

T3B: Extrato aquoso das folhas e caules secos
na concentragdo de 5 g.L*!

T4B: Extrato aquoso das raizes secas na
concentragéo 5 g.L*!

T5B: Extrato aquoso das folhas e caules
frescos na concentragdo 5 g.L?

T6B: Extrato aquoso das raizes frescas na
concentracéo 5 g.L™!

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Figura 6 - Bulbos de Allium cepa L. durante enraizamento em agua destilada.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2021).

Figura 7 - Controles e extratos aquosos de Malva parviflora L. prontos para o teste de Allium cepa L.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2021).
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Figura 8 - Bulbos de Allium cepa L. nos diferentes tratamentos com extratos aquosos de Malva
parviflora L.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2021).

1.1.2 Artigo 2

1.1.2.1 Cultivo em casa de vegetacao

O cultivo em estufa de M. sylvestris foi feito a partir de mudas produzidas entre
novembro e dezembro de 2021 através de sementes doadas pela Prof* Dr2 Leyza
Paloschi de Oliveira (Universidade Alto Vale do Rio do Peixe- UNIARP), e de mudas
de M. parviflora oriundas de floricultura de Santa Maria (Rio Grande do Sul, Brasil). As
plantas foram cultivadas em vasos de plastico tamanho 12 (Figuras 9 e 10), com o
substrato composto de duas partes de turfa, calcario e casca de pinus compostada, e
uma parte do substrato Agrinobre, composto de turfa de esfagno, vermiculita
expandida, casca de arroz carbonizada, calcario dolomitico, fertilizante NPK e
micronutrientes, na estufa do Departamento de Biologia da UFSM. As plantas
receberam luz natural que incide na estufa. Com o tempo de aclimatacao, as plantas
permaneceram por um periodo de 38 dias em casa de vegetacdo e em seguida foram

coletadas para as analises.
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Figura 9 - Malva sylvestris L. (bancada da frente) e Malva parviflora L. (bancada de tras) na primeira
semana, durante o periodo de aclimata¢éo na estufa.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Figura 10 - Malva sylvestris L. (bancada de tras) e Malva parviflora L. (bancada da frente) na quarta
semana.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).
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1.1.2.2 Coleta e armazenamento

Apés os 38 dias, as plantas foram coletadas e metade das mudas foi
desidratada em estufa Medclave Modelo 3 no Labcitogen/ UFSM com temperatura de
aproximadamente 60°C (Figura 11), e o restante foi armazenado em congelador.

1.1.2.3 Teste de citogenotoxicidade e antigenotoxicidade

A analise do potencial citogenotéxico e antigenotoxico de M. sylvestris e M.
parviflora foi realizada no Labcitogen/ UFSM, por meio do sistema teste Allium cepa,
no qual foram analisadas as células da regido meristematica do bioindicador vegetal,
a fim de se avaliar possiveis alteracdes na diviséo celular e nos cromossomos durante
o ciclo celular. Para o teste de citogenotoxicidade foram feitos 20 tratamentos (Tabela
2), e cinco para o teste antigenotoxico (Tabela 3), ambos com as duas espécies.
Foram feitas repeticdes com trés bulbos de A. cepa para cada um dos tratamentos.

Os bulbos de cebola tiveram suas raizes antigas raspadas e em seguida
colocados para enraizamento em agua destilada por quatro dias em maio de 2022.
Apos esse periodo, foram transferidos para os extratos aquosos de cada populacéo
de M. sylvestris e M. parviflora (Figuras 12 e 13, respectivamente). Para o teste de
citogenotoxicidade os extratos aquosos da parte aérea fresca e seca, bem como das
raizes de M. sylvestris e M. parviflora foram preparados por decocgédo de 5 g.L? e 15
g.Lt. Como no Artigo 1, a 4gua destilada foi utilizada como controle negativo do
experimento e para o controle positivo, o glifosato a uma concentragéo de 1,5%. Os
tratamentos permaneceram em contato com as raizes dos bulbos pelo periodo de 24
horas (Figura 14).

O teste antigenotoxico (Figura 15) foi feito a partir da decocgéo da parte aérea
e raizes frescas na concentracédo de 5 g.L?, sendo que os bulbos de A. cepa foram
expostos ao glifosato 1,5% pelo periodo de 24 horas, e apos, colocados nos
tratamentos com o0s extratos aquosos, também por 24 horas. Além disso, um grupo
foi colocado em &gua destilada para recuperacdo de possiveis alteracdes
cromossOmicas e comparacao com aqueles colocados nos extratos da planta.

Posteriormente, as raizes foram coletadas e fixadas em etanol: 4cido acético
(3:1) por 36 horas. O material foi entdo passado para frascos contendo etanol 70% e

armazenado sob refrigeracéo até ser utilizado para analise.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados no teste de citogenotoxicidade, feitos a partir de extratos aquosos de

Malva sylvestris L. e Malva parviflora L.

T1: Controle positivo (glifosato 1,5%)
T2: Controle negativo (agua destilada)

T3: Parte aérea fresca de M. sylvestris em 5
g.L?

T4: Parte aérea fresca de M. sylvestris em 15
g_L-ll

T5: Parte aérea seca de M. sylvestrisem 5 g.L-
1

T6: Parte aérea seca de M. sylvestris em 15 g.L-

1

T7: Raizes frescas de M. sylvestris em 5 g.L1

T8: Raizes frescas de M. sylvestris em 15 g.L?

T9: Raizes secas de M. sylvestris em 5 g.L1

T10: Raizes secas de M. sylvestris em 15 g.L?

T11: Flores frescas de M. sylvestris em 5 g.L*

T12: Parte aérea fresca de M. parviflora em 5
g.L?

T13: Parte aérea fresca de M. parviflora em 15
g.L?

T14: Parte aérea seca de M. parvifloraem 5 g.L?

T15: Parte aérea seca de M. parviflora em 15
g.L?

T16: Raizes frescas de M. parvifloraem 5 g.L!

T17: Raizes frescas de M. parviflora em 15 g.L
1

T18: Raizes secas de M. parvifloraem 5 g.L*

T19: Raizes secas de M. parviflora em 15 g.L?

T20: Flores frescas de M. parvifloraem 5 g.L*

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Tabela 3 - Tratamentos para o teste antigenotéxico, feitos a partir dos extratos aquosos de Malva

sylvestris L. e Malva parviflora L.

T21: Glifosato + agua

T22: Glifosato + extrato aquoso da parte aérea fresca de M. sylvestris concentragédo 5 g.L*

T23: Glifosato + extrato aquoso das raizes frescas de M. sylvestris na concentragédo 5 g.L*

T24: Glifosato + extrato aquoso da parte aérea fresca de M. parviflora na concentracdo 5 g.L?

T25: Glifosato + extrato aquoso das raizes frescas de M. parviflora na concentragéo 5 g.L*

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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Figura 12 - Extratos aquosos de Malva sylvestris L. para o teste de citogenotoxicidade.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Figura 13 - Extratos aquosos de Malva parviflora L. para o teste de citogenotoxicidade

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).
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Figura 14 - Bulbos de Allium cepa L. nos tratamentos com extratos aquosos de Malva sylvestris L. e
Malva parviflora L. para o teste de citogenotoxicidade.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Figura 15 - Bulbos de Allium cepa L. nos tratamentos com extratos aquosos de Malva sylvestris L. e
Malva parviflora L. para o teste de antigenotoxicidade.

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

1.1.2.4 Preparacéao de laminas

Para analise e contagem das células de Allium cepa foram preparadas duas
laminas por bulbo e contadas 500 células por lamina, totalizando 1000 células por
bulbo (repeticdo) e 3000 células por tratamento. As laminas foram preparadas
utilizando a metodologia adaptada de Guerra & Souza (2002), onde as raizes foram
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos, em seguida lavadas em agua destilada e sua
regido meristematica retirada e corada com orceina acética 2%. Essa regido foi
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esmagada com auxilio de um bastédo de vidro e sobre este material foi colocada uma
laminula de vidro.

Com auxilio de microscopia Optica em aumento de 40X foram analisadas as
células de raizes de A. cepa submetidas aos tratamentos, levando em consideracéo
as fases da divisao celular e alteragcdes cromossémicas encontradas. Posteriormente
foi calculado o indice mit6tico (IM) dos tratamentos, baseando-se na porcentagem de
células em divisdo encontradas, e o indice genotoxico (IG) relacionado a quantidade
de alteracdes celulares encontradas.

1.1.2.5 Anélise Estatistica

O delineamento utilizado no teste de A. cepa foi o inteiramente casualizado. Os
dados do Artigo 1 foram submetidos ao teste de Qui-Quadrado, com 5% de
probabilidade de erro, utilizando o programa estatistico BIOESTAT 5.0 (AYRES et al.,
2007) e o teste de Scott-Knott (p < 0,05), utilizando o programa estatistico SISVAR
5.6 (FERREIRA, 2014). No Artigo 2 também foi utilizado o teste de Scott-Knott.
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RESUMO

Por muitos séculos, o tratamento com plantas medicinais foi o Unico meio
acessivel para varios grupos étnicos e na atualidade as plantas ainda sdo muito
utilizadas no tratamento de diversas enfermidades, além de serem matéria-prima para
varios farmacos. No entanto, muitas dessas plantas podem apresentar efeitos
genotoxicos desconhecidos, tornando o seu consumo um risco para a saude.
Espécies como Malva parviflora L. tém sido utilizadas pela populacdo em geral para
fins medicinais: antifingico, anti-inflamatorio, analgésico e antioxidante. Neste estudo
foi feita a analise do potencial citogenotdxico de extratos aquosos desta espécie de
Malva atraves do teste de Allium cepa, que serve como bioindicador de genotoxicidade
de extratos de plantas. Foram cultivadas 44 mudas de M. parviflora por 36 dias, entre
novembro e dezembro de 2020. O material vegetal foi cultivado em casa de
vegetacdo, em dois grupos: metade das plantas foi protegida com tela de
sombreamento, e a outra metade ndo. Os extratos aquosos foram preparados a partir
da parte aérea e das raizes (frescas e desidratadas), na concentracédo de 5 g.L1. Os
bulbos de A. cepa ficaram por 24 horas nos tratamentos, além dos controles negativo
(dgua destilada) e positivo (glifosato 1,5%). As raizes dos bulbos foram coletadas,
colocadas no fixador por 24 horas, transferidas para alcool 70% e armazenadas em
refrigerador. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento, e
analisadas células em divisdo e anotadas as alteracbes cromossdmicas encontradas,
calculados os indices mitdtico e genotoxico e feita analise estatistica pelo teste de

1 Artigo com intencdo de submissdo na revista Acta Scientiarum. Biological Sciences.
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Qui-Quadrado e teste de Scott-Knott. Os resultados obtidos mostraram que o0s
extratos aguosos de Malva parviflora na concentracdo de 5 g.L' apresentaram
atividade antiproliferativa, porém nao genotoxica. O modo de cultivo é relevante, ou
seja, com e sem sombreamento as folhas frescas apresentam diferenca na
proliferacédo celular, porém o mesmo nao ocorre com as folhas secas.

Palavras-chave: Allium cepa. Plantas medicinais. Extratos aquosos. indice mitético.
Genotoxicidade.

2.1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo recursos medicamentosos menos ou hao-toxicos,
facilmente acessiveis e econdmicos (FATHI et al.,, 2022). Por muitos séculos, o
tratamento com estas plantas foi o Unico recurso disponivel para varios grupos étnicos,
e atualmente as plantas continuam sendo frequentemente utilizadas para o tratamento
de patologias em muitos paises (GASPARETTO et al., 2011), incluindo o Brasil. Além
de fazerem parte da cultura, seu uso pode ser influenciado pelo alto custo dos
remédios, pela dificuldade de acesso a consultas médicas (OLIVEIRA et al., 2019), e
h& crescente tendéncia da volta do uso de recursos naturais como uma alternativa aos
remédios sintéticos (LIU et al., 2022).

No entanto, muitas dessas plantas podem apresentar efeitos citogenotéxicos
desconhecidos, tornando seu uso um risco para a saude. Um teste que tem sido
amplamente utilizado para avaliar a toxicidade de extratos de plantas € o teste de
Allium cepa, que serve como bioindicador de genotoxicidade (HISTER et al., 2017;
PEREIRA et al., 2019). O teste é executado com a finalidade de indicar o potencial
genotoxico e antiproliferativo de plantas e sendo um excelente bioindicador vegetal,
validado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com boa sensibilidade e grande
correlacdo com testes com mamiferos (TEDESCO & LAUGHINGHOUSE, 2012).

Malvaceae Juss. € uma familia botanica com rica diversidade de espécies
utilizadas para varios fins, como medicinal, téxtil e ornamental (OLIVEIRA et al., 2019).
Sendo uma das 10 familias de angiospermas mais ricas do Brasil (The Brazil Flora
Group, 2021), € composta por cerca de 280 géneros (World Flora Online, 2022a) e
861 espécies (Flora e Funga do Brasil, 2022). Possui distribuicdo cosmopolita, com
um numero elevado de espécies nos tropicos (OLIVEIRA et al., 2019). O género Malva
compreende cerca de 140 espécies (World Flora Online, 2022b), e pode ser
considerado como herbacea anual ou bianual (LIU et al., 2022). As espécies do género
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sdo muito utilizadas pelos efeitos diurético, laxativo, antisséptico, anti-inflamatério e
cicatrizante (SHARIFI-RAD et al., 2019).

Malva parviflora L. € conhecida como malva, malva-de-botica, e outros nomes
populares. A espécie € nativa da Europa e Asia, mas naturalizada em varios paises e
atualmente é quase cosmopolita (World Flora Online, 2022c). No Brasil, € cultivada
nas regides Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina). E uma
planta herbacea decumbente a ereta, de 0,4 a 1,8 m de altura, folha reniforme e possui
flores brancas com partes lilas (DE OLIVEIRA et al., 2019). O p6 seco ou a infusédo
feita de folhas e raizes é usada para limpar feridas e machucados (ZAYED et al.,
2017). Extratos da planta também apresentam funcéo antifingica, anti-inflamatoria,
analgésica e antioxidante (ZAYED et al., 2012). Abkar et al. (2014) relatam ser usada
para dor de cabeca, febre, infeccdes intestinais, Ulceras, bronquite, dor de garganta e
tosse. Os principais compostos encontrados na espécie e que geram estas funcoes,
sdo escopoletina e &acido oleandlico (MEDRANO-JIMENEZ et al., 2019), além de
polifendis, flavonoides, esteroides, terpenos, saponinos e taninos (NASER et al.,
2022).

Espécies vegetais podem sintetizar uma variedade de metabdlitos que sao
classificados de acordo com a sua funcao, sendo que os metabdlitos secundarios sao
usados para sua defesa, além de outras fun¢cdes (MIRANDA et al., 2013). Fatores
como a incidéncia de radiacdo ultravioleta, sazonalidade, ritmo circadiano e
temperatura, entre outros, influenciam na sua producdo (GOBBO-NETO & LOPES,
2007). Desta forma, diferencas no sombreamento podem alterar estes metabdlitos e
suas quantidades, podendo afetar a genotoxicidade. Ressalta-se que os agentes
clastogénicos podem agir sobre os cromossomos, sendo considerados genotoxicos,
e gue citotoxicidade se refere a inibicdo ou aumento da divisdo celular.

Pesquisas sobre a genotoxicidade de M. parviflora sdo escassas e necessarias.
Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar se 0 sombreamento e a parte da planta

interferem no potencial citogenotoxico de extratos aquosos de M. parviflora.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Cultivo em casa de vegetacao

O cultivo de M. parviflora foi feito no periodo entre novembro e dezembro de
2020, a partir de mudas adquiridas no comércio local de Santa Maria (Rio Grande do
Sul, Brasil). As plantas foram cultivadas em vasos de plastico de 3 L, com o substrato
composto de turfa, calcario e casca de pinus compostada, na estufa plastica do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e
receberam agua ao menos uma vez ao dia. Foram feitos dois grupos com 22 plantas
cada, totalizando 44. No grupo A foi utilizada tela de sombreamento do tipo Sombrite
de 70% na cor preta, para que as mudas recebessem menos incidéncia de luz solar,
e as do grupo B receberam a luz solar natural que incide na estufa. No total, as plantas
ficaram durante 36 dias em casa de vegetacdo, sendo 0s seis primeiros para
aclimatacdo no local. A temperatura média minima do periodo foi de 17,8 °C, e a
maxima, 29,6 °C.

2.2.2 Coleta e armazenamento

Apos os 36 dias as plantas foram coletadas, sendo que metade do material foi
guardado em congelador e a outra parte foi seca em ambiente controlado no
Laboratério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade (Labcitogen) da UFSM, com

temperatura de aproximadamente 20°C, e em seguida armazenado em local seco.

2.2.3 Teste de citogenotoxicidade

A andlise do potencial citogenotéxico de M. parviflora foi realizada no
Labcitogen/UFSM, por meio do sistema de teste Allium cepa. Os bulbos das cebolas
tiveram suas raizes antigas raspadas e foram colocados em agua destilada para novo
enraizamento por quatro dias, no més de abril de 2021. Apds esse periodo, foram
transferidos para os extratos aquosos de M. parviflora, preparados a partir da parte
aérea (folhas e caules) e das raizes, na concentracdo de 5 g./L't. O material vegetal
foi pesado e os extratos foram feitos por decocc¢ao por 10 minutos com agua destilada.
O controle negativo do experimento foi a agua destilada e o controle positivo, 0
glifosato na concentracao de 1,5%, conforme Souza et al. (2010). Para o teste, foram



33

feitas repeticbes com quatro bulbos de A. cepa para cada tratamento. Foram
realizados 10 tratamentos: T1 = Controle negativo (agua destilada), T2 = Controle
positivo (glifosato 1,5%), T3 = Parte aérea fresca com sombreamento, T4 = Parte
aérea fresca sem sombreamento, T5 = Parte aérea seca com sombreamento, T6 =
Parte aérea seca sem sombreamento, T7 = Raizes frescas com sombreamento, T8 =
Raizes frescas sem sombreamento, T9 = Raizes secas com sombreamento e T10 =
Raizes secas sem sombreamento. Os bulbos enraizados permaneceram em contato
com os tratamentos por 24 horas. Posteriormente, as raizes foram coletadas e fixadas
em etanol: acido acético (3:1) por 24 horas, em temperatura ambiente. O material foi
entdo passado para outros frascos contendo etanol 70% e armazenado sob

refrigeracdo até ser utilizado para analise.

2.2.4 Preparacao de laminas

Para andlise das células de A. cepa foram feitas duas laminas por bulbo e
contadas 500 células por lamina, totalizando 4000 células por tratamento. As laminas
foram preparadas utilizando a metodologia adaptada de Guerra & Souza (2002) onde
as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos, em seguida lavadas em agua
destilada e tiveram sua regido meristematica retirada, colocada em lamina de vidro e
corada com orceina acética 2%. Apds, foi feita a técnica de esmagamento, que
consiste em moer o material com auxilio de um pequeno bastéo de vidro. Sobre este
material foi colocada uma laminula de vidro e retirado o excesso de corante. Com
auxilio de microscopia optica (Leica- DM500) em aumento de 40X foram analisadas
as 500 células por lamina, levando em considerag¢édo o ciclo celular: interfase e a
divisdo celular (profase, metafase, anafase e teldfase), e alteragbes cromossdmicas

encontradas (quebras, micronucleos, pontes anafasicas e telofasicas).

2.2.5 Andlise estatistica

O delineamento utilizado no teste de A. cepa foi 0 inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes. Os dados referentes a divisdo celular, indice mitético (IM),
foram comparados pelo teste Qui-Quadrado (p < 0,05), utilizando o programa
estatistico BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007). As irregularidades cromossémicas,
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indice genotoxico (IG), foram comparados pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05),
utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de um grande numero de plantas medicinais serem conhecidas e
usadas na medicina popular, estudos mais detalhados da atividade biologica e
farmacolégica de muitas permanecem faltando (CIAPPINA et al., 2017). A maioria
delas ndo sao suficientemente estudadas quanto a citotoxicidade e mutagenicidade,
mas podem ser monitoradas pelo sistema de teste de Allium cepa (TEDESCO et al.,
2015).

Os resultados obtidos das analises da parte aérea e raizes de M. parviflora
cultivada nas condicbes com e sem sombreamento no periodo de novembro e
dezembro de 2020, sob o sistema de teste A. cepa estdo registrados na Tabela 1.
Nela, sdo mostrados os diferentes tratamentos feitos com os extratos aquosos, além
dos controles negativo (dgua destilada) e positivo (glifosato 1,5%), e sdo apresentados
resultados desses tratamentos: o indice mitético, nimero de células em interfase e

em divisao.

Tabela 1 - Numero de células de Allium cepa L. analisadas em diferentes condi¢cdes do extrato aquoso
de Malva parviflora L., na concentragcdo de 5g.L1, células em interfase, em diviséo e o indice
mitético, em cada tratamento.

Tratamento Células Células em Células em Indice Mitético
Analisadas Interfase Divisao (%)
T1-CN 4000 3859 141 3,52 a*
T2- CP 4000 3864 136 3,4 ab
T3- PAFCS 4000 3858 142 3,55 ab
T4- PAFSS 4000 3916 84 2,1de
T5- PASCS 4000 3923 77 1,92 ef
T6- PASSS 4000 3910 90 2,25d
T7- RFCS 4000 3869 129 3,22 ab
T8- RFSS 4000 3887 113 2,82 bc
T9- RSCS 4000 3860 140 3,5a
T10- RSSS 4000 3848 152 3,8a

Fonte: Elaborado pelas autoras (2022).

T1 = Controle Negativo (dgua destilada), T2 = Controle Positivo (glifosato 1,5%), T3 = Parte aérea
fresca com sombreamento, T4 = Parte aérea fresca sem sombreamento, T5 = Parte aérea seca com
sombreamento, T6 = Parte aérea seca sem sombreamento, T7 = Raizes frescas com sombreamento,
T8 = Raizes frescas sem sombreamento, T9 = Raizes secas com sombreamento, T10 = Raizes secas
sem sombreamento. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste de Qui-Quadrado.
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Observando a Tabela 1, é possivel notar que os tratamentos T1 (controle
negativo- agua destilada), T9 (extrato de raizes secas com sombreamento) e T10
(extrato de raizes secas sem sombreamento) apresentaram os maiores valores de
indice mitético (proliferacdo celular), mas nao diferindo entre si, e nem dos
tratamentos T2 (controle positivo- glifosato), T3 (extrato de parte aérea fresca com
sombreamento) e T7 (extrato de raizes frescas com sombreamento), (x2 T1XT2=
0.093; T1XT3=0.004; T1XT7=0.546; T1XT9=0.004; T1XT10=0.429; T2XT3=0.134;
T2XT7=0.188; T2XT9=0.060; T2XT10=0.922; T3XT7=0.639T3XT9=0.015;
T3XT10=0.353; T7XT8=0.176; T7XT9=0.460; T9XT10=0.512).

O T8 (raizes frescas sem sombreamento) nédo diferiu do T2 (controle positivo),
T3 (parte aérea fresca com sombreamento) e T7 (raizes frescas sem sombreamento),
mas diferiu da agua (T1), apresentando indice mitotico (IM) de 2,82%. Entretanto,
diferiu de T4 (parte aérea fresca sem sombreamento), TS5 (parte aérea seca com
sombreamento) e T6 (parte aérea seca sem sombreamento), que apresentaram 0s
menores valores. Desses, houve uma diminuicdo do IM em relacdo a agua, e essa
gueda indica atividade antiproliferativa.

Comparando os extratos aquosos feitos a partir da parte aérea (T3 a T6) em
relacdo aos preparados com raizes (T7 a T10), os tratamentos T3 a T6 tiveram no
geral IM menores que os T7 a T10. Excetuando o T3, todos os demais extratos de
parte aérea de malva foram diferentes estatisticamente do controle negativo,
diminuindo a divisdo celular. Apenas T10 teve IM maior que da agua, do T9 foi
semelhante, e de T7 e T8 foi menor, mas apesar disso, ndo séo diferentes
estatisticamente. Resultados que diferem de Bispo et al. (2021), em que o extrato
aquoso de Erythrina fusca aumentou o IM de A. cepa.

Sobre os extratos aquosos feitos com a parte aérea seca (T5 e T6), com e sem
sombreamento, houve reducdo do IM em relacdo ao T1 (controle negativo), entdo é
possivel dizer que sao antiproliferativos. No trabalho de Trapp et al. (2020), o extrato
aquoso de Plectranthus barbatus seco néo afetou o IM, diferindo do encontrado com
M. parviflora. JA os extratos das raizes secas, com e sem sombreamento foram
semelhantes ao T1, também diferindo do artigo citado. Ainda em Trapp et al. (2020),
0s extratos feitos com plantas frescas e secas aumentou a divisao celular, o que nos

extratos de M. parviflora, aconteceu somente com o T7, e T8 nao, diferindo do artigo.
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Os tratamentos sem sombreamento tiveram IM menor (T4= 2,1%, T6= 2,25%
e T8= 2,82%) em relacdo ao T1 (3,52%), exceto T10 (3,8%), com valor préximo de
T1. Este resultado concorda com Pereira et al. (2022), em que foi analisada a
genotoxicidade de Phyllanthus tenellus sob diferentes luminosidades, e as plantas
sem sombreamento também provocaram uma reducéo no IM de A. cepa em relacéo
aos tratamentos. A causa desse IM menor é provavel que seja pelo cultivo das plantas
em estufa ter sido feito entre novembro e dezembro de 2020 (final da primavera), que
teve maior incidéncia de luz direta e consequentemente temperaturas mais altas no
substrato e nas plantas, 0 que causa um maior estresse nesse grupo do que no grupo
com sombreamento. Esse estresse faz com que as plantas produzam mais
metabolitos secundarios, que influenciam no ciclo celular de A. cepa (PEREIRA et al.,
2022). Ja o grupo de plantas com sombreamento (T3, T5, T7 e T9), que tiveram menos
estresse por receberem menor incidéncia de luz solar, tiveram os valores parecidos
com do T1 e ndo podem ser considerados antiproliferativos.

Em suma, extratos aquosos de parte aérea de malva sem sombreamento, de
material fresco ou seco (T4 e T6), extratos de parte aérea seca com sombreamento
(T5) e também extrato de raizes frescas sem sombreamento (T8), foram o0s
tratamentos que mais reduziram o IM, sendo considerados citotoxicos. Por outro lado,
0S extratos aquosos preparados a partir de raizes secas, independente de
sombreamento (T9 e T10), podem ser considerados seguros para 0 consumo, uma
vez que ndo apresentaram atividade citotoxica. Assim como extratos de material
fresco oriundo de plantas com sombreamento também nao séo citotdxicos.

Os tratamentos com extratos de plantas de Malva com sombreamento (T3, T7
e T9) tiveram IM semelhantes entre si e com a agua destilada, exceto T5. Por outro
lado, o IM de raizes dos bulbos tratados com extratos das plantas sem sombreamento
(T4, T6, T8 e T10) variou. Li et al. (2020) destacam que as plantas medicinais séo
compostas de uma grande variedade de compostos quimicos relacionados a fatores
externos, como as condi¢cdes ambientais e idade da planta. O controle de fatores
abidticos € importante para manter a qualidade de plantas medicinais cultivadas, ja
gue os mesmos podem variar de acordo com os fatores externos.

Percebe-se que 0 sombreamento ocasionou diferencas em relacdo aos
extratos aquosos da parte aérea (T3, T4, T5 e T6), mas ndo em relacdo as raizes (T7,
T8, T9 e T10). Além disso, a secagem da parte aérea (T5 e T6) potencializou o efeito

de citotoxicidade de M. parviflora, pelos compostos terem ficado mais concentrados.
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De acordo com Naser et al. (2022), a parte aérea da espécie possui flavonoides,
taninos, saponinos, alcaloides e fendis, bem como as raizes, mas em menor
concentragao.

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados das alteracbes cromossdmicas
causadas pelos diferentes tratamentos. E possivel observar que apareceram células
irregulares em todos os tratamentos, inclusive no controle negativo em agua, como
também ocorreu em Tedesco et al. (2015), Sharma et al. (2018), Silva et al. (2018),
Hister et al. (2019) e Pinheiro et al. (2022), mas, esses valores representam menos
de 1% (0,35% a 0,92%). Somente no tratamento com glifosato, que € conhecidamente

genotoxico, o valor de IG foi acima de 1%.

Tabela 2 - Numero de células de Allium cepa L. analisadas em diferentes condi¢cdes do extrato aquoso
de Malva parviflora L., na concentracdo de 5 g.L1, com células irregulares e indice genotéxico
(IG), em cada tratamento.

Tratamento Células Células indice
Analisadas Irregulares Genotoxico %
T1-CN 4000 15 0,37 a*
T2- CP 4000 41 1,02 a
T3- PAFCS 4000 21 0,52 a
T4- PAFSS 4000 19 0,47 a
T5- PASCS 4000 18 0,45 a
T6- PASSS 4000 16 0,42 a
T7- RFCS 4000 37 0,92 a
T8- RFSS 4000 21 0,55 a
T9- RSCS 4000 18 0,47 a
T10- RSSS 4000 14 0,35a

Fonte: Elaborado pelas autoras (2022).

T1 = Controle Negativo (agua destilada), T2 = Controle Positivo (glifosato 1,5%), T3 = Parte aérea
fresca com sombreamento, T4 = Parte aérea fresca sem sombreamento, T5 = Parte aérea seca com
sombreamento, T6 = Parte aérea seca sem sombreamento, T7 = Raizes frescas com sombreamento,
T8 = Raizes frescas sem sombreamento, T9 = Raizes secas com sombreamento, T10 = Raizes secas
sem sombreamento. *Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste de Scott-Knott.

De acordo com a Tabela 2, todos os tratamentos foram estatisticamente
semelhantes entre si, sendo que em todos (exceto o tratamento positivo) as alteracdes
foram menores de 1%. Os tratamentos feitos com os extratos aquosos da parte aérea
de M. parviflora (T3 a T6) tiveram IG semelhantes, maiores que da agua, mas sem
diferenca estatistica. Assim, do ponto de vista estatistico, apesar de algumas
irregularidades terem sido encontradas, ndo é possivel afirmar que os tratamentos

testados possuem potencial genotoxico.
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O tratamento T7, extrato aquoso de raizes frescas com sombreamento, foi o
gue teve o IG mais perto do tratamento positivo T2 (glifosato 1,5%). Comparando com
o T1 (dgua destilada), os tratamentos feitos a partir de raizes tiveram tanto o maior
valor de IG, significando que sdo mais genotéxicos (T7), quanto o menor IG observado
no tratamento T10 (raizes secas sem sombreamento), 0 mais semelhante ao controle
negativo.

Os tratamentos com raizes frescas independente de sombreamento, T7
(0,92%) e T8 (0,55%), foram os que apresentaram |G mais altos. Estes resultados se
assemelham com Bispo et al. (2021) nas analises com extratos de parte aérea e raizes
de Erythrina fusca, onde todas as concentracdes avaliadas apresentaram alteracées.
Apenas o T10 teve o IG menor que da &gua destilada (0,35% e 0,37%,
respectivamente), ndo diferindo dela estatisticamente e sendo possivel afirmar que
seu consumo é seguro.

Na Figura 1 é possivel observar varias células meristeméaticas de raizes de
cebola em interfase e em divisdo. Na Figura 1A, ha células em interfase e uma célula
em tel6fase. J& na Figura 1B, observa-se as células em interfase, metafase e tel6fase

normal, mas também algumas irregulares, como pontes anafésicas.

Figura 1 - Células da regido meristemética de Allium cepa L. observadas em microscopia Gptica com
aumento de 40x. A - diviséo celular normal; B - divisdo celular com irregularidades. Circulo
vermelho - interfase; circulo amarelo - metafase; circulo roxo — metéfase irregular; circulos
verdes - anéfase irregular; circulo azul - tel6fase

Fonte: Acervo pessoal das autoras (2022).

Altyar et al. (2022) pesquisaram sobre Ulceras gastricas e mucilagem extraida
da folha e do fruto de M. parviflora e foi concluido que sédo seguros, sendo a dose letal
acima de 5 g/kg. Ulcera gastrica € uma doenca que pode surgir como efeito colateral
de remédios para tratamento de varias doencas (como os anti-inflamatorios), demora

a sarar e atinge muitas pessoas em todo o mundo, e além de atrapalhar a vida no dia
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a dia, pode ocorrer complicacdes fatais como sangramento gastrico e perfuracdes
(CARLOTTO et al., 2019). Altyar et al. (2022) concluiram que o uso da M. parviflora
junto com drogas padrao reduziram significativamente a contagem de Ulceras, estas
gue poderiam ser evitadas ou serem menos graves se fosse utilizado os anti-
inflamatorios naturais (como a espécie de Malva em questéo) desde o comeco. Além
disso, os autores também mostraram que a mucilagem das folhas inibiu 47,99% da
tosse quimicamente induzida e foi mais eficaz que dos frutos, apoiando assim o
tradicional uso das folhas da espécie para tratar tosse.

El-Naggar et al. (2020) avaliaram o efeito profildtico de diferentes
concentracfes de nanoemulsdo de extrato de folhas de M. parviflora que combinado
com iogurte, combate a colite ulcerativa induzida em ratos. Essa combinagdo pode
ser um suplemento alimentar saudavel, como uma boa via para produtos medicinais
naturais. Os resultados indicaram que essa hanoemulsdo do extrato de folhas da
espécie contribuiu para a reducdo da inflamacdo e para neutralizar o estresse
oxidativo.

O estudo de Medrano-Jimenez et al. (2019), sobre a atividade anti-inflamatéria
do extrato hidroalcodlico das folhas de M. parviflora na doenca de Alzheimer em
camundongos magros e obesos, mostrou a supressao da neuroinflamacdo, o que
sugere que pode ser efetivamente usada para prevenir ou atrasar a doenca.

Os presentes dados indicam inumeros beneficios de tratamentos com M.

parviflora, mas ainda ha necessidade de um maior aprofundamento e mais testes.

2.4 CONCLUSAO

Os extratos aquosos de Malva parviflora em determinadas condi¢ces possuem
atividade antiproliferativa, como os extratos preparados na concentracdo de 5 g.L da
parte aérea fresca sem sombreamento, da parte aérea seca com e sem
sombreamento, e raizes frescas com e sem sombreamento.

Apesar de irregularidades terem sido visualizadas, todos os tratamentos sao
estatisticamente iguais, ndo sendo possivel afirmar que os extratos aquosos de M.
parviflora possuem atividade genotoxica.

Os extratos aquosos de M. parviflora preparados com parte aérea fresca com
sombreamento diferiram dos extratos sem sombreamento, 0 que mostra que o modo

de cultivo é relevante. Porém, ha espaco para aprofundamento na pesquisa.
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RESUMO

As plantas medicinais fazem parte da histéria da humanidade e séo recursos
importantes no tratamento de saude de quem procura alternativas aos farmacos
industrializados, ou tem nelas a Unica op¢éo de tratamento. Malva sylvestris L. e Malva
parviflora L. sdo utilizadas por grande parte da populacdo mundial e possuem acao
anti-inflamatoria, antifangica, diurética e outras. Porém, a utilizacdo de extratos de
plantas pode ser prejudicial sem pesquisa prévia. O objetivo deste artigo foi analisar
a capacidade citogenotoxica e antigenotéxica de M. sylvestris e M. parviflora, através
do teste de Allium cepa L., que é considerado um excelente bioindicador vegetal. Para
isto, as mudas foram cultivadas em casa de vegetacao por 38 dias, colhidas, medidas,
pesadas e metade de cada espécie foi armazenada em congelador, e o restante foi
desidratado em estufa. Para o teste de citogenotoxicidade foram feitos os tratamentos
na concentracdo de 5 g.L! e 15 g.L! da parte aérea, de flores e de raizes das duas
espécies de Malva, com o material fresco e seco, e utilizada agua destilada como
tratamento negativo, e glifosato a 1,5% como tratamento positivo. Os bulbos de A.
cepa permaneceram por 24 horas nos extratos. Para o teste de antigenotoxicidade,
os bulbos foram expostos ao glifosato 1,5% por 24 horas e em seguida expostos a
tratamentos feitos com a parte aérea e raizes frescas das duas espécies, por mais 24
h. Apés os testes, as raizes dos bulbos foram coletadas, fixadas em etanol: acido
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acético (3:1) por 36 horas, e em seguida armazenadas em alcool 70% em refrigerador.
Para a analise em microscopia, as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento, e observadas as fases da divisdo celular e irregularidades. Os
resultados obtidos mostram que os extratos aquosos de M. sylvestris e M. parviflora
nao possuem potencial genotoxico, nem antigenotdxico, mas alguns tratamentos,
especialmente os com extratos de M. parviflora, apresentaram citotoxicidade, pois
reduziram a divisdo celular de A. cepa.

Palavras-chave: Allium cepa. Plantas medicinais. Extrato aquoso.
Antigenotoxicidade.

3.1 INTRODUCAO

Ao longo da maior parte da histéria, a natureza e especialmente as plantas tém
sido fonte de medicamentos para uma ampla quantidade de doengas (CRAGG et al.,
2014) e problemas de saude, e como um resultado da experiéncia acumulada das
geracbes passadas, atualmente todas as culturas do mundo possuem um
conhecimento extensivo sobre plantas medicinais (AL-SNAFI, 2019). H& uma
crescente busca por estes tipos de tratamento, e seu uso pode ser influenciado por
fatores como a condicdo econémica, o preco elevado dos remédios e o dificil acesso
de quem mora longe de hospitais e postos de saude (OLIVEIRA et al., 2019). Porém,
é relevante ressaltar que o uso indiscriminado de chas e derivados pode causar mais
danos que beneficios a saude, principalmente devido ao desconhecimento de seus
constituintes quimicos (HISTER et al., 2019).

Grande parte das plantas medicinais, apesar de serem muito usadas, ainda
nao foram suficientemente estudadas, e menos ainda quanto ao potencial genotoxico
delas (TEDESCO et al., 2017). Para o consumo de extratos de plantas ser seguro, ha
a necessidade de testes genotoxicos, e o teste de Allium cepa L. é um excelente
bioindicador para este fim. O uso do teste de A. cepa para verificar o potencial
genotoxico de agentes quimicos, fisicos e biolégicos tem uma longa histéria na
literatura cientifica (BONCIU et al., 2018), € validado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e possui grande correlagdo a testes com mamiferos (TEDESCO &
LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

Malvaceae Juss. € uma familia botanica cosmopolita, com maior distribuigdo
nos tropicos e é utilizada para fins medicinais, téxteis e ornamentais (OLIVEIRA et al.,
2019). De acordo com The World Flora Online (WFO, 2022a) é composta por cerca

de 280 géneros, e € uma das 10 familias de angiospermas mais ricas do Brasil (The
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Brazil Flora Group, 2021). O género Malva € conhecido pela capacidade diurética,
laxante, expectorante, antisséptica, anti-inflamatdria e outras, e compreende 146
espécies (WFO, 2022b), dentre elas estdo a Malva sylvestris L. e a Malva parviflora
L., muito utilizadas para fins medicinais.

Malva sylvestris L. € conhecida como malva, malva-de-banho, malva-alta,
malva-rosa, entre outros nomes populares e é nativa da Asia, Europa e Norte da Africa
(BARROS et al., 2010). No Brasil, ela ocorre em parte do sudeste (Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Sdo Paulo) e do Sul (Parana e Santa Catarina), sendo possivel a
ocorréncia no Espirito Santo e no Rio Grande do Sul (Flora e Funga do Brasil). A
espécie é herbacea de 0,5 a 1,5 m de altura, ereta, possui folhas alternadas, tricoma
da face adaxial fasciculado e simples; flores com invélucro; bracteas florais
lanceoladas a ovais; herbacea ereta; pétalas de 7 a 20 mm de comprimento, rosas; 9
a 11 mericarpos, levemente reticulados.

Malva parviflora L. € conhecida como malva, malva-de-botica, malva-de-dente
e outros. E nativa da Europa e Asia (WFO, 2022c), e no Brasil, ela ocorre no Sul
(Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina) e em parte do Sudeste (Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e do Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul), de acordo com
a Flora e Funga do Brasil (2022). Planta herbacea decumbente a ereta, de 0,4 a 1,8
m de altura; possui folhas alternadas, tricoma da face adaxial fasciculado e simples;
flores com invélucro, pétalas esbranquicadas de 4 a 7 mm; de comprimento; bracteas
florais lineares a lanceoladas; superficie adaxial da lamina glabrescente, tricoma
simples; mericarpos lateralmente reticulados (ou extremamente reticulados) com
projecdes levemente aladas.

Informacdes sobre a toxicidade de M. sylvestris sdo poucas, e sobre a M.
parviflora sdo ainda mais escassas. Levando em consideracdo estes fatos e a
necessidade de estudos mais atuais, os objetivos desse trabalho foram verificar se a
parte da planta e a concentragdo utilizadas interferem na citotoxicidade e

antigenotoxicidade das duas espécies de Malva.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cultivo em casa de vegetacao
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As mudas de M. sylvestris foram produzidas a partir de sementes doadas pela
Prof2 Dr2 Leyza Paloschi de Oliveira (Universidade Alto Vale do Rio do Peixe-
UNIARP), e as de M. parviflora foram adquiridas de uma floricultura de Santa Maria
(Rio Grande do Sul, Brasil). O cultivo das espécies ocorreu entre abril e maio de 2022,
na estufa do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). Foram utilizados vasos plasticos de tamanho 12 com substrato composto de
turfa, calcario e casca de Pinus compostada. As mudas ficaram 38 dias na estufa,
sendo os oito primeiros para aclimatacao no local.

3.2.2 Coleta e armazenamento

Apos o periodo na casa de vegetacao, as plantas foram coletadas. Metade de
cada espécie foi armazenada em congelador, e o restante foi colocado para secagem
em estufa Medclave Modelo 3, e apds, armazenadas em local seco no Laboratério de
Citogenética e Genotoxicidade da Universidade Federal de Santa Maria (Labcitogen/
UFSM).

3.2.3 Teste de citogenotoxicidade e antigenotoxicidade

A analise do potencial citogenotoxico e antigenotoxico de M. sylvestris e M.
parviflora foi realizada no Labcitogen/UFSM, por meio do sistema de teste Allium cepa.
Os bulbos de cebola tiveram suas raizes antigas raspadas e colocados em agua
destilada para novo enraizamento por cinco dias, no més de maio de 2022. Ja
enraizados, foram transferidos para os extratos aquosos das duas espécies de Malva,
que foram preparados a partir da parte aérea (folhas e caules) e das raizes, na
concentragdo de 5 g.L*e 15 g.L1. O material vegetal foi pesado e os extratos foram
feitos por decocc¢édo por 10 minutos com agua destilada.

A agua destilada foi utilizada como o controle negativo do experimento e o
glifosato na concentracdo de 1,5% para o controle positivo conforme, Souza et al.
(2010). Foram feitas repeticdes com trés bulbos de A. cepa para cada tratamento, e
realizados 25 tratamentos: T1 Controle negativo (agua destilada), T2 Controle positivo
(glifosato 1,5%); de Malva sylvestris: T3 Parte aérea fresca a 5 g.L%, T4 Parte aérea
fresca a 15 g.L1, T5 Parte aérea seca a 5 g.L, T6 Parte aérea seca a 15 g.L?, T7

Raizes frescas a 5 g.L !, T8 Raizes frescas a 15 g.L%, T9 Raizes secasa 5 g.L?, T10
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Raizes a 15 g.L, T11 Flores frescas a 5 g.L'; de Malva parviflora: T12 Parte aérea
frescaa5g.Lt, T13 Parte aérea frescaa 15 g.L, T14 Parte aéreasecaa5g.Lt, T15
Parte aérea seca a 15 g.L, T16 Raizes frescas a 5 g.L™!, T17 Raizes frescas a 15
g.L, T18 Raizes secas a 5 g.L!, T19 Raizes a 15 g.L%, T20 Flores frescas a 5 g.L ™.
T21 Glifosato 1,5% + agua, T22 Glifosato + Parte aérea fresca de M. sylvestrisa 5 g.L-
1, T23 Raizes frescas de M. sylvestris a 5 g.L1, T24 Glifosato + Parte aérea fresca de
M. parviflora 5 g.L, T25 Glifosato + raizes frescas de M. parviflora 5 g.L™.

Para o teste de citogenotoxicidade (T3 a T20), os bulbos enraizados
permaneceram em contato com os tratamentos por 24 horas. Posteriormente, as
raizes foram coletadas e fixadas em etanol: acido acético (3:1) por 36 horas. O
material foi entdo passado para outros frascos contendo etanol 70% e armazenado
sob refrigeracdo até ser utilizado para analise.

Para o teste de antigenotoxicidade (T21 a T25) os bulbos foram expostos a
glifosato 1,5% por 24 h e apds esse periodo, foram colocados nos extratos aquosos
das espécies de Malva por mais 24 h, e entdo as raizes do bioindicador vegetal foram

coletadas e seguiram 0 mesmo procedimento citado acima.

3.2.4 Preparacao de laminas

Para analise do ciclo celular de raizes de cebola foram feitas duas laminas por
bulbo e contadas 500 células por lamina, totalizando 3000 células por tratamento. As
laminas foram preparadas utilizando a metodologia adaptada de Guerra & Souza
(2002): as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos, em seguida lavadas
em agua destilada e tiveram sua regido meristematica retirada, a qual foi colocada em
lamina de vidro e corada com orceina acética 2%. Apos, foi feita a técnica de
esmagamento, que consiste em moer o material, com auxilio de um pequeno bastéo
de vidro. Sobre este material foi colocada uma laminula de vidro e retirado o excesso
de corante. Com auxilio de microscopia Optica (Leica DM500) em aumento de 40X
foram analisadas as células, levando em consideracéo o ciclo celular: interfase e a
divisédo celular (préfase, metafase, anafase e teléfase), e alteracdes cromossdémicas

encontradas (como quebras, micronucleos, pontes anafasicas e telofasicas).
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3.2.5 Andlise estatistica

O delineamento utilizado no teste de A. cepa foi o inteiramente casualizado,
com trés repeticoes. De cada repeticdo foram analisadas duas laminas. Os dados
referentes a divisdo celular (indice mitético - IM), e irregularidades cromossdmicas
(indice genotoxico - IG), foram comparados pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05),
utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2014).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais sao definidas pela etnobotéanica e pela etnofarmacologia
como aquelas espécies usadas na medicina tradicional, que contém elementos
benéficos que ajudam na cura e tratamento de doencas em humanos e/ou animais.
Os fitoquimicos medicinais sédo recursos importantes na descoberta de novas drogas,
ja que apenas uma pequena porcentagem tem sido investigada (ANAND et al., 2019).
Como exemplos de drogas bem-sucedidas derivadas de plantas medicinais ha a
Aspirina, de Filipendula ulmaria (L.) Maxim e a Codeina, que vem de Papaver
somniferum L., além de outras.

A Tabela 1 traz as informac@es do teste de Allium cepa realizado com extratos
aquosos de M. sylvestris e M. parviflora feitos com a parte aérea e raizes, nas
concentracdes de 5 g.Lte 15 g.L, mostrando a quantidade de células em interfase,
em diviséo e irregulares, bem como os indices mitético e genotédxico. Através do indice
mitotico, foi possivel observar trés grupos de tratamentos estatisticamente diferentes:

a, bec.

Tabela 1 - Células de Allium cepa analisadas em diferentes condi¢cdes de extratos aquosos de Malva
sylvestris e Malva parviflora.

(continua)
Tratamento Células Células  Células Indice Células indice
Analisadas em em Mitético % Irregulares Genotdxico %
Interfase Diviséao
T1-CN 3000 2894 151 5,03 a 10 0,33a
T2- CP 3000 2869 131 436b 53 1,76 a
T3-PAFMS 3000 2844 156 5,2a 43 1,43 a
59g.L?
T4-PAFMS 3000 2842 158 5,26 a 35 1,16 a
15¢g.L?
T5-PASMS 3000 2917 83 2,76 b 15 0,5a

59g.L?
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Tabela 1 - Células de Allium cepa L. analisadas em diferentes condices de extratos aquosos de
Malva sylvestris L. e Malva parviflora L.

(concluséo)

Tratamento  Células Células  Células Indice Células indice

Analisadas em em Mitético % Irregulares Genotdxico %
Interfase Divisao

T6-PASMS 3000 2945 55 1,83 ¢ 4 0,13 a

15¢g.L?

T7-RFMS 5 3000 2805 196 6,53 a 8 0,26 a

g.L?

T8-RFMS 15 3000 2849 156 52a 57 19a

g.L?

T9-RSMS 5 3000 2831 169 5,63 a 57 19a

g.L?

T10-RSMS 3000 2872 128 4,26 b 10 0,33 a

15g.L*?

T11-FFMS 5 3000 2852 148 4,93 a 93 3,1a

g.L?

T12-PAFMP 3000 2794 206 6,86 a 47 1,56 a

5g.L"

T13-PAFMP 3000 2802 198 6,6 a 23 0,76 a

15g.L*?

T14-PASMP 3000 2896 104 3,46 b 32 0,93 a

5¢g.L?

T15-PASMP 3000 2971 29 0,96 c 58 193 a

15g.L?

T16-RFMP 5 3000 2823 177 59a 27 0,9a

g.L?

T17-RFMP 3000 2881 119 3,96 b 100 3,26 a

15g.L?

T18-RSMP 3000 2882 118 3,93 b 44 1,46 a

5g.L?

T19-RSMP 3000 2896 104 3,46 b 18 0,6 a

15g.L*?

T20-FFMP 5 3000 2837 163 543 a 50 1,66 a

g.L?

Fonte: Elaborado pelas autoras (2022).

T1- CN = Controle negativo (agua destilada); T2- CP = Controle positivo (glifosato 1,5%); M. sylvestris:
T3- PAFMS = Parte aérea fresca a 5 g.Lt; T4- PAFMS = Parte aérea fresca a 15 g.L%; T5- PASMS =
Parte aérea seca a 5 g.L1; T6- PASMS = Parte aérea seca a 15 g.L%; T7- RFMS = Raizes frescas a 5
g.L'%; T8- RFMS = Raizes frescas a 15 g.L%; T9- RSMS = Raizes secas a5 g.L%; T10- RSMS = Raizes
secas a 15 g.L1; T11- FFMS = Flores frescas a 5 g.L-1. M. parviflora: T12- PAFMP = Parte aérea a 5
g.L%; T13- PAFMP = Parte aérea fresca a 15 g.L1; T14- PASMP = Parte aérea seca a 5 g.L%; T15-
PASMP = Parte aérea seca a 15 g.L!; T16- RFMP = Raizes frescas a 5 g.L'1; T17- RFMP = Raizes
frescas a 15 g.L1; T18- RSMP = Raizes secas a 5 g.L1; T19- RSMP = Raizes secas a 15 g.L1; T20-
FFMP = Flores frescas de a 5 g.L ™.

Os tratamentos que tiveram os menores indices mitéticos, e, portanto, sao
citotoxicos, pertencem ao grupo ¢, que sao o T15 (parte aérea seca de M. parviflora a
15 g.L 1) e T6 (parte aérea seca de M. sylvestris a 15 g.LY), 0,966% e 1,80%,

respectivamente. E possivel dizer que estes tratamentos s&o antiproliferativos, pois
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tiveram menores indices mitoticos quando comparados com o0 tratamento negativo
(dgua destilada), que teve IM de 5,03%.

Os tratamentos T5 (parte aérea seca de M. sylvestris a 5 g.L1), T14 (parte
aérea seca de M. parviflora a 5 g.L ), T19 (raizes secas de M. parviflora a 15 g.L™?),
T18 (raizes secas de M. parvifloraa 5 g.L?), T17 (raizes frescas de M. parviflora a 15
g.LY) e T10 (raizes secas de M. sylvestris a 15 g.L 1), e o T2 (controle positivo -
glifosato 1,5%) ndo séo estatisticamente diferentes entre si no que se refere ao 1M,
mas diferiram em relacdo a agua destilada (T1), ou seja todos estes tratamentos
reduziram a divisdo celular de A. cepa, demonstrando um efeito antiproliferativo.

Ja os tratamentos T11 (flores frescas de M. sylvestris a 5 g.L?), T8 (raizes
frescas de M. sylvestris a 15 g.L1), T3 (parte aérea fresca de M. sylvestris a 5 g.L1),
T4 (parte aérea fresca de M. sylvestris a 15 g.L 1), T20 (flores frescas de M. parviflora
a5 g.L?1), T9 (raizes secas de M. sylvestris a 5 g.L ), T16 (raizes frescas de M.
parviflora a 5 g.L1), T7 (raizes frescas de M. sylvestris a 5 g.LY), T13 (parte aérea
fresca de M. parviflora a 15 g.L!) e T12 (parte aérea fresca de M. parvifloraa 5 g.L™)
s&o estatisticamente iguais entre si e com a agua destilada (T1). E possivel perceber
gue os extratos das flores ndo séo diferentes estatisticamente entre si e nem da agua,
nao tendo efeito citotoxico.

Os extratos das plantas frescas tiveram maior IM em relacdo ao das plantas
secas. No geral, o IM dos extratos aquosos na concentracdo de 5 g.L™* foi maior que
em 15 g.L, resultado também encontrado em Rodrigues et al. (2021), em que
extratos aquosos de folhas e caules secos de Myrocarpus frondosus exibiram
capacidade antiproliferativa especialmente em maiores concentragoes.

Em relagdo a M. parviflora, os tratamentos com material seco (parte aérea e
raizes) nas duas concentragbes ou com material fresco na maior concentragao (15
g.L'Y) possuem efeito citotoxico de inibicdo da divisdo celular. Por outro lado, os
tratamentos com extratos aquosos de partes aéreas frescas, nas duas concentracgdes,
e raizes frescas e flores frescas, na concentracdo de 5 g.L, ndo apresentaram
citotoxicidade.

Em relagcdo a espécie M. sylvestris, apenas os tratamentos com extratos
aquosos da parte aérea seca, nas duas concentracoes, e de raizes secas, na maior
concentracdo, € que apresentaram esse efeito inibitorio sobre o IM. Nenhum dos

tratamentos com material fresco (parte aérea, raizes e flores) de M. sylvestris
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apresentou diferenca significativa do controle negativo, podendo esta espécie ser
considerada segura para 0 consumo de suas partes frescas.

Dos tratamentos com M. sylvestris, nota-se que o0s extratos aquosos feitos com
raizes apresentaram IM um pouco maior do que o0s extratos da parte aérea, enquanto
nos tratamentos com M. parviflora ndo houve esse padrdo. Os extratos de M.
sylvestris que podem ser considerados antiproliferativos foram os feitos a partir de
extratos aquosos da parte aérea seca nas concentracdes de 5 g.L*e 15 g.L?, e das
raizes secas em 15 g.L'1. Para M. parviflora, os tratamentos antiproliferativos foram
também a partir de extratos da parte aérea seca nas concentracées de 5 g.Lte 15
g.L, e das raizes frescas em 15 g.L ' e de raizes secasem 5g.L1e 15 g.L ™.

Os tratamentos que inibiram mais fortemente a diviséo celular foram os extratos
aquosos de parte aérea seca tanto de M. sylvestris (T6) como de M. parviflora (T15).
Esses resultados evidenciaram que os extratos de material seco das duas espécies
possuem atividade antiproliferativa, por terem inibido a divisao celular.

Comparando os tratamentos em relacdo ao indice genotoxico (IG), todos sao
estatisticamente iguais. Porém, olhando para a percentagem do IG, h& a seguinte
ordem crescente: T6, T7, T1, T10, T5, T19, T13, T16, T14, T4, T2, T3, T18, T12, T20,
T15, T8, T9, T1ll e T17.

A auséncia de genotoxicidade também foi observada em extratos
hidroalcéolicos de Morus nigra, de acordo com Santos et al. (2020). O mesmo
resultado foi encontrado por Pinheiro et al. (2022) com 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis.

Agentes genotoxicos sdo substancias que podem causar dano ao material
genético. Eles podem ter origem quimica, fisica ou biolégica (TUENTER et al., 2020),
como pesticidas, metais pesados, luz UV, bactérias e outros. Danos cumulativos no
DNA podem acarretar em mutagbes envolvidas no desenvolvimento de céancer,

inflamacgdes cronicas, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, entre outras.
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Figura 1 - Células da regidao meristematica de Allium cepa L. observadas em microscopia 6ptica com
aumento de 40x. A - anafase com cromossomos soltos; B - células em interfase.

Fonte: Acervo pessoal das autoras (2022).

A Tabela 2 traz os dados das células de A. cepa submetidas ao teste de

antigenotoxicidade com extratos aquosos de M. sylvestris e M. parviflora feitos com

parte aérea e raizes frescas na concentracdo de 5 g.L, os nimeros de células em

interfase, em divisdo e irregulares, bem como a porcentagem do indice mitético e

genotoxico.

Tabela 2 - Células de Allium cepa L. analisadas em diferentes condi¢des de extratos aquosos de

Malva sylvestris L. e Malva parviflora L. em relacdo a antigenotoxicidade.

Tratamento  Células Células  Células Indice Células indice

Analisadas em em Mitético %  Irregulares Genotdxico %
Interfase Diviséo

T1-CN 3000 2894 151 5,03 a 10 0,33 a

T2-CP 3000 2869 131 4,36 a 53 1,76 a

T21- G+A 3000 2872 128 4,26 a 52 1,73 a

T22- 3000 2871 129 43a 68 2,26 a

G+PAFMS 5

g.L?

T23- 3000 2903 97 323 a 48 16a

G+RFMS 5

g.L?

T24- 3000 2889 111 3,7a 46 1,53 a

G+PAFMP 5

g.L?

T25- 3000 2946 54 18b 30 la

G+RFMP 5

g.L?

Fonte: Elaborado pelas autoras (2022).

T1- CN = Controle negativo (dgua destilada); T2- CP = Glifosato 1,5%; T21- G+A = Glifosato 1,5% +
agua destilada; T22- G+PAFMS = Glifosato 1,5% + parte aérea fresca de M. sylvestris a 5 g.L1; T23-
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G+ RFMS = Glifosato 1,5% + raizes frescas de M. sylvestris a 5 g.L'1; T24- G+PAFMP = Glifosato 1,5%
+ parte aerea fresca de M. parviflora a 5 g.L1; T25- G+RFMP = Glifosato 1,5% + raizes frescas de M.
parvifloraa 5 g.L ™.

Agentes antigenotdxicos sdo 0os compostos que reduzem o dano causado por
agentes genotdxicos no DNA. Eles podem auxiliar na prevencao, atraso ou diminui¢cao
dessas condicdes (TUENTER et al., 2020). Sobre o0 indice mitético dos
tratamentos de antigenotoxicidade, & possivel notar que os tratamentos ficaram
divididos em dois grupos estatisticamente diferentes: os tratamentos T1 (controle
negativo), T2 (controle positivo), T21 (glifosato + agua destilada), T22 (glifosato + parte
aérea fresca de M. sylvestris a 5 g.L ), T23 (glifosato + raizes frescas de M. sylvestris
a 5 g.L') e T24 (glifosato + parte aérea fresca de M. parviflora a 5 g.L!) séo
estatisticamente iguais entre si, mas diferentes do T25 (glifosato + raizes frescas de
M. parviflora a 5 g.L?), que teve o menor indice mitético (1,80). Ou seja, 0 Unico pos-
tratamento que interferiu no IM foi 0 T25, e 0s outros foram estatisticamente iguais ao
controle negativo.

Quanto ao indice genotoxico, os tratamentos foram estatisticamente iguais.
Assim, é possivel dizer que ndo sdo genotoxicos. Porém, comparando o IG dos
tratamentos, 0 menor e mais discrepante foi do T1 (agua destilada), seguido do T25,
(glifosato + raizes frescas de M. parviflora), e em ordem crescente T24, T23, T21, T2
e T22. O maior IG foi do tratamento com glifosato + parte aérea fresca de M. sylvestris
a5 g.Lt. Isto é, os extratos aquosos de plantas frescas, tanto de M. sylvestris como
de M. parviflora, ndo tem a capacidade de reversdo das mutacdes que foram
ocasionadas pelo contato com o glifosato. Diferentemente, Tedesco et al. (2017)
encontraram efeito antigenotoxico de extratos aquosos feitos a partir de folhas de
Sambucus australis na concentragdo de 0.012 g.ml.

Analisando pacotes de chas vendidos no Sul do Brasil como Malva, Oliveira et
al. (2019) encontraram que ha um alto consumo de Pelargonium graveolens e Sida
cordifolia no lugar de M. sylvestris, que é a espécie com maior numero de
inconformidades. S. cordifolia estava presente em 80% das amostras, sendo que 65%
delas tinham o nome de M. sylvestris ou apenas o0 nome comum de malva. Um fator
qgue influencia nisso € que S. cordifolia € uma espécie amplamente distribuida no
Brasil, enquanto o género Malva €& de mais dificil cultivo, em condicbes com
temperaturas mais baixas e pouco encontrado em ecossistemas selvagens. O fato de

embalagens mostrarem o nome errado da planta a ser consumida é perigoso, ja que
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diferentes espécies possuem diferentes contraindicacdes, como a S. cordifolia que

nao € indicada para pessoas com problemas cardiovasculares.

3.4 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo evidenciaram que 0s extratos aquosos de M.
sylvestris e M. parviflora, independente de secagem ou da parte da planta utilizada,
ndo possuem potencial genotdxico. Os extratos feitos a partir da parte aérea seca das
duas espécies em 5 g.Lt e 15 g.L! podem ser considerados antiproliferativos, bem
como 0s extratos feitos a partir das raizes secas em 15 g.L e das flores frescas em 5
g.L't de M. sylvestris e das raizes frescas em 15 g.L e de raizes secasem 5 g.L'e
15 g.Lt de M. parviflora.

Os extratos aquosos de M. parviflora preparados a partir de material seco (parte
aérea e raizes) nas duas concentracdes ou com material fresco na maior
concentracdo possuem efeito citotdxico antiproliferativo, inibindo a divisdo celular. Em
relacao aos extratos aquosos da espécie M. sylvestris, apenas aqueles da parte aérea
seca, nas duas concentracdes, e de raizes secas, na maior concentracdo, € que
apresentaram essa atividade antiproliferativa.

Os extratos aquosos de M. parviflora de partes aéreas frescas, nas duas
concentracles, e raizes frescas e flores frescas, em 5g.L?, ndo apresentaram
citotoxicidade. Tampouco os extratos aquosos de material fresco (parte aérea, raizes
e flores) de M. sylvestris, nas duas concentracfes testadas, podendo assim serem
considerados seguros para 0 consumo.

Extratos aquosos de M. sylvestris e M. parviflora a partir do material vegetal
fresco em 5 g.L ™! ndo sdo antigenotéxicos.

E de suma importancia a correta identificacio das espécies comercializadas,

para um uso mais efetivo e com menos riscos para saude.
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4 DISCUSSAO GERAL

O teste de Allium cepa se mostrou como um 6timo bioindicador vegetal de
citogenotoxicidade e antigenotoxicidade, concordando com Tedesco &
Laughinghouse 1V (2012). A Figura 16 mostra as células meristeméticas de A. cepa
sob tratamentos de M. parviflora, evidenciando o fato de que o bioindicador vegetal
possui cromossomos relativamente grandes e de facil observacdo em microscépio,
sendo possivel distinguir com facilidade as fases da divisdo celular, como metafase

nas imagens a e d.

Figura 16 - Células meristematicas de Allium cepa L. em aumento de 40x. a - seta indicando metafase;
b- setas indicando préfase; c- seta indicando anafase; d- seta indicando metafase.
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Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

7

O género Malva é morfologicamente diverso, mas algumas espécies
dificiimente s&o distinguidas desta forma (GARCIA et al., 2009). De acordo com a
pesquisa realizada por Martins et al. (2015) sobre a classificacdo das “malvas
brasileiras”, aproximadamente 21 espécies sdo conhecidas com esse nome. Oliveira
et al. (2019) analisando espécies de Malva comercializadas no Oeste do estado de
Santa Catarina (Brasil) encontraram inconformidades em 68% dos rétulos analisados,
variando entre constar apenas o nome popular e ter o nome cientifico de uma espécie

e 0 material vegetal ser de outra. Isso é perigoso porque se estiver sendo
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comercializada uma espécie medicinal com o nome de outra, quem a consome nao
sabe 0 que esta ingerindo, nem as contraindica¢cdes. Por isso, € fundamental que se
tenha a correta identificagcéo.

Observando a Figura 17, é possivel encontrar algumas diferencas entre as
duas espécies: a flor de M. sylvestris € maior e com a coloracdo rosa-arroxeada e as
folhas sdo levemente mais escuras, enquanto M. parviflora possui flores menores e

brancas com pequena parte lilas, e folhas mais claras com tricomas mais evidentes.

Figura 17 - Malva sylvestris L. (esquerda) e Malva parviflora L. (direita).

Fonte: Acervo pessoal da autora (2022).

Oliveira et al. (2019) caracterizam a coloracdo dos esquizocarpos das duas
espécies de Malva como pardacentos a acinzentados, e na Figura 18 é possivel
observar que os de M. parviflora possuem coloragdo mais escura e pardacenta,
enguanto os esquizocarpos de M. sylvestris sdo de cor mais clara. Os mericarpos de
M. parviflora possuem projecdes levemente aladas, enquanto os de M. sylvestris sao

mais arredondados. O tamanho das estruturas € semelhante nas duas espécies.
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Figura 18 - Esquizocarpos e mericarpos de Malva parviflora L. (A, B e C) e de Malva sylvestris L. (D, E
eF).

vy

Fonte: Acervo pessoal da autora (2023).

Apesar do Brasil ser rico em biodiversidade e plantas medicinais, a maioria das
plantas na lista da RENISUS é exotica (PALHARES et al., 2015). A espécie M.
sylvestris consta na lista, mas além de ser exética, ela é muito dificil de ser encontrada
no Brasil. Por outro lado, a M. parviflora ocorre no bioma Pampa (TEIXEIRA et al.,
2016) e é frequentemente encontrada em pétios e terrenos, e consequentemente,
mais utilizada que a outra espécie. Assim, seria importante haver um maior estimulo
para pesquisa desta espécie para posterior inclusdo na RENISUS e consumo mais
seguro.

De acordo com a revisdo bibliografica de Azab (2017) o consumo de M.
sylvestris é seguro de todas as formas, e o teste genotdxico ndo foi estatisticamente
significativo. Analisando o indice genotéxico, foi possivel observar que o IG
encontrado foi inversamente proporcional a concentracdo do extrato aquoso, ou seja,
foi maior nos extratos de 5 g.L"* do que nos de 15 g.L1. J& com os extratos aquosos
de M. parviflora houve esse padrao apenas nos tratamentos com a parte aérea fresca
e raizes secas.

Foi possivel observar que as mudas de M. parviflora cultivadas para o Artigo 1,
entre novembro e dezembro de 2020 sofreram estresse por conta das altas
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temperaturas da época, perdendo folhas e morrendo. Porém, esse estresse pode ter
aumentado os metabolitos secundarios de interesse na medicina tradicional. Assim,
hé a necessidade de analises fitoquimicas. As mudas da espécie cultivadas entre abril
e maio se desenvolveram muito bem e tiveram indice mit6tico maior.

Em sintese, além do calor, 0 ndo sombreamento também pode ter ajudado para
a diferenca nos resultados encontrados no teste de A. cepa, pois 0s extratos aquosos
de parte aérea de M. parviflora sem sombreamento, de material fresco ou seco (T4 e
T6), extratos de parte aérea seca com sombreamento (T5) e também extrato de raizes
frescas sem sombreamento (T8), foram os tratamentos que mais reduziram o IM,
sendo considerados citotoxicos.

Yuan et al. (2016) observaram o grande numero de potenciais medicamentos
que por varios motivos, ndo avangaram para o uso clinico e comercial. Porém, também
destacam o impressionante progresso da pesquisa multidisciplinar em produtos
naturais que tem sido feita nos ultimos anos, e que segue em ritmo acelerado.

As propriedades medicinais das plantas estdo associadas com os metabdlitos
secundarios, e alguns tipos especificos sao sintetizados apenas em certas condicoes,
entdo para se ter produtos de qualidade, € necessario cultivar as plantas medicinais
em ambientes cuidadosamente controlados. Yang et al. (2018) dizem que o uso de
estresse ambiental pode fornecer uma maneira potencial e lucrativa de aumentar o
acumulo de compostos bioativos, melhorar a qualidade e reduzir as pressfes de
colheita excessiva de plantas medicinais.

Muitos metabolitos secundarios de interesse sdo acumulados nas raizes, mas
a colheita delas é destrutiva para as plantas. Kusuma et al. (2017) apontam que a
producado deles geralmente € maior em tecidos diferenciados, e que tem aumentado
0 interesse em desenvolver raizes adventicias de espécies de plantas medicinais em
cultivo in vitro. Porém, com os extratos aquosos de M. sylvestris e M. parviflora é
possivel notar que ndo ha a necessidade de 0s extratos aquosos serem feitos com
raizes, ja que nao ha diferenca significativa no indice genotéxico entre as raizes e
partes aéreas, mas ha no indice mitotico.

Em relacdo a época do ano, quando o calor ndo era mais tao forte, o que mais
influenciou as diferencas entre os tratamentos foi a secagem do material vegetal. Isto
porque com a secagem ocorre a evaporacao da agua presente nos tecidos vegetais,
0 que pode ampliar a concentracdo dos metabolitos secundarios. Também ha

diferenca entre as duas espécies, indicando que cada uma possui peculiaridades em
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relacdo a seus metabolitos produzidos. Nesse sentido, os tratamentos que tiveram
efeito citotdxico através da reducado da proliferacao celular foram os extratos aquosos
de material fresco e seco (raizes e parte aérea) de M. parviflora, e 0s extratos aquosos
da parte aérea e raizes secas de M. sylvestris.

Ha varios medicamentos e moléculas derivados de plantas medicinais que
deram certo: Aspirina, que veio de Filipendula ulmaria (L.) Maxim; Papaverina, de
Papaver somniferum L.; Artemisinina, de Artemisia annua L.; Camptotecina, de
Camptotheca acuminate Decne, entre outros.

Um grande esforco deve ser feito para explorar e avaliar a potencial
caracterizacdo molecular dos compostos medicinais, com auxilio de bancos de dados
e grupos interdisciplinares. No final, a descoberta de novas medicagfes mais efetivas
e menos toxicas, vai beneficiar a populacdo mundial (ANAND et al., 2020).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo, é possivel destacar a inexisténcia de mudas de M.
sylvestris para comprar, nas regides Sudeste e Sul do Brasil; a incorreta identificacédo
das espécies de Malva de vendedores de plantas; a dificuldade em identificar mudas
sem flor; e o fato de o género ndo estar muito adaptado com o calor que ocorre em
Santa Maria- RS.

As propriedades medicinais das plantas estdo associadas com os metabdlitos
secundarios, que por sua vez sdo influenciados pelo ambiente. Assim, a fim de se ter
plantas medicinais de qualidade, € necessario que sejam cultivadas em ambientes
controlados.

As espécies do género Malva estdo mais habituadas com climas frios, fato que
foi evidente quando comparados os periodos do ano em que os cultivos em casa de
vegetacao foram feitos. As mudas de Malva parviflora cultivadas entre novembro e
dezembro de 2020 tiveram um crescimento menor e menos quantidade de folhas,
gquando comparadas as cultivadas entre abril e maio de 2022. Porém, ha a
necessidade de estudos fitoquimicos para analisar qual a melhor forma de cultivo a
fim de ter plantas com mais quantidades de propriedades medicinais.

O sombreamento néo influencia a citotoxicidade das raizes de Malva parviflora,
em contrapartida faz diminuir os potenciais efeitos citotoxicos da parte aérea, uma vez
gue ele diminui o estresse causado pelo calor e radiacdo solar. Os extratos aquosos
de Malva sylvestris e Malva parviflora ndo sao genotdxicos. Para M. parviflora, a
secagem do material vegetal ndo influencia a citotoxicidade que se mostrou presente
nos extratos de parte aérea e raizes frescas e secas nas duas concentracdes
testadas; por outro lado na espécie M. sylvestris apenas 0s extratos de parte aérea e
raizes secas que apresentaram efeito antiproliferativo, mais acentuado na maior
concentracdo, de 15 g.L.

N&o é possivel dizer que M. sylvestris e M. parviflora possuem potencial

antigenotoxico, ja que ndo houve diferenca estatistica nos tratamentos.
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