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Resumo

Curcuma longa L. (Zingiberaceae) agafrao-da-terra é originaria do sudeste asiatico e possui rizomas
contendo curcumina que confere usos medicinais e condimentares. Nesse estudo, foram avaliados os
efeitos toxicos, citotoxicos e genotdxicos do infuso do rizoma de Curcuma longa L. sobre o sistema teste
vegetal Allium cepa. Foi utilizada a infusdo do rizoma triturado em trés concentragées: 10, 20, 40 mg.mL"",
além de um controle negativo (dgua destilada) e um controle positivo (glifosato). Os efeitos de toxicidade
foram obtidos pelo comprimento médio das raizes. Analisou-se o aspecto citotdxico e genotoxico pelo indice
mitético e pelo indice de aberragdes cromossdmicas, respectivamente. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Dunnett 5%. Observou-se que a concentragao
de 10 mg.mL" é segura. A concentrag&o de 40 mg.mL" foi tdxica por inibir significativamente o crescimento
radicular dos bulbos. Nas concentragdes 20 e 40 mg.mL"" houve atividade antiproliferativa, com redugéo
significativa do indice mitético. Além disso, na concentragdo de 20 mg.mL™" foi observada a presencga de
célula binucleada e na concentragdo de 40 mg.mL-' observou-se cromossomos retardatarios, células
binucleadas e ponte telofasica.
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Avaliagao da toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade do infuso dos rizomas Silva et al
de Curcuma longa L. (Zingiberaceae)

Palavras-chave: Acafrao-da-terra. Allium cepa. Analise citogenética.

Abstract

Curcuma longa L. (Zingiberaceae) saffron is originally from Southeast Asia has rhizomes containing curcumin
that confer medicinal and flavoring uses. In the present study the toxic cytotoxic and genotoxic effects of
Curcuma longa L. rhizome infusion on the Allium cepa plant test system was evaluated. The infusion of crushed
rhizome was used in three concentrations: 10, 20, 40 mg.mL-", in addition to a negative control (distilled water)
and a positive control (glyphosate). Toxicity effects were obtained by the average length of roots. The cytotoxic
and genotoxic aspects were analyzed microscopically at any stage of the cell cycle, using the mitotic index and
the chromosomal aberration index, respectively. The data were subjected to analysis of variance and means
were compared by the Dunnett 5% test. It was observed that the concentration of 10 mg.mL™" is safe. The
concentration of 40 mg.mL™" was toxic for significantly inhibiting the root growth of the bulbs. At 20 and 40
mg.mL-" concentrations there was antiproliferative with a significant reduction in the mitotic index. Furthermore,
at a concentration of 20 mg.mL™" the presence of binucleated cells was observed and at 40 mg.mL" delayed

chromosomes binucleate cells and telophasic bridge were observed.

Keywords: Turmeric. Allium cepa. Cytogenetics analysis.

Introducgao

O uso de plantas medicinais para a profilaxia ou tratamento de doencgas clinicas € uma pratica milenar, que
envolve o conhecimento popular e atualmente o conhecimento cientifico. Esses vegetais sdo utilizados

como matéria-prima para a produgao de fitoterapicos e outras terapias medicamentosas!!.

As plantas produzem diversos compostos organicos que podem ser divididos em metabdlitos primarios e
secundarios@. Os produtos secundarios exercem uma variedade de fungbes nas plantas e, além disso, os
compostos sintetizados por esses organismos apresentam propriedades medicinais. Por exemplo,
elementos secundarios que atuam na defesa das plantas contra patdgenos microbianos podem ser

empregados em medicamentos antimicrobianost!.

Segundo a Organizagéo Mundial da Saude, cerca de 70% a 90% da populagéo mundial usufrui da medicina
tradicional e, por esta pratica, busca suprir suas necessidades basicas de saude, sendo que a medicina
tradicional faz uso de espécies vegetais e de seus principios bioativos. No Brasil, o uso de plantas

medicinais € uma pratica comum, sendo passada de gerag&o em geragaoldl.

O uso e a comercializagédo de plantas medicinais foram estimulados pelas industrias que buscavam fontes
naturais de medicamentos devido aos efeitos colaterais provocados por farmacos sintéticos. Entretanto,
muitas das plantas utilizadas pela populagéo brasileira ndo foram estudadas ou, ainda, os constituintes

provenientes do seu metabolismo secundario ndo foram identificados e validados como medicamentosl®l,

No meio popular existe uma percepgéo de que o uso de espécies vegetais para tratamento de doengas é
algo totalmente natural, barato, seguro e eficaz. Entretanto, a utilizagdo de plantas na alimentagdo e na
terapéutica deve ser restrita a espécies devidamente identificadas e conhecidas, visto que algumas

espécies vegetais podem provocar intoxicagbesd. Para que uma planta seja considerada toxica é
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necessario que algum produto de seu metabolismo secundario ao ser inalado, ingerido ou em contato com

o ser humano, provoque alteragées patologicas, distirbios no organismo ou até mesmo o 6bitol€l,

Diante do exposto, sdo necessarios estudos que avaliem a toxicidade de plantas medicinais utilizadas pela
populagéo, colaborando para elucidagdo sobre seu consumo, eficacia e complicagdes. Nesse quesito, 0
sistema teste Allium cepa é utilizado para analisar os efeitos de extratos vegetais, visando detectar o
potencial toxico, citotoxico e genotdxico de seus constituintes. Através desse teste é possivel observar
alteragdes cromossOmicas que possam ocorrer na divisdo celular de células meristematicas da raiz de

cebola, sendo que as alteragdes sdo provocadas pela substancia ou produto testado®19.

Dentro da familia Zingiberaceae, o género Curcuma apresenta aproximadamente 70 espécies. Dentre as
espécies utilizadas na area medicinal, destaca-se a Curcuma longa, conhecida popularmente como
acafrdo-da-terra, acafrdo-da-india, curcuma e gengibre dourado . A curcuma apresenta grande
importancia na medicina popular, sendo amplamente utilizada para a terapéutica ou prevengao de diversas
doengas. A curcumina é o pigmento que compde predominantemente os rizomas do arbusto perene
Curcuma longa e tem como principio ativo o diferuloilmetano. Esse pigmento é o principal responsavel pelas

agoOes farmacologicas da plantal213],

Contudo, a toxicidade de espécies vegetais empregadas na medicina tradicional € um grave problema de
saude publica e tem se tornado uma preocupagéo no meio cientifico que envolve estudos farmacolégicos.
Portanto, o presente estudo buscou avaliar os possiveis efeitos toxicos, citotdxicos e genotdxicos do infuso
de rizomas de Curcuma longa (agafrdo-da-terra) em diferentes concentragbes sobre o sistema teste vegetal
Allium cepa, elucidando a concentracdo segura que pode ser utilizada nos tratamentos, advertindo a

populacdo sobre os riscos e efeitos desta no organismo.

Material e Métodos

Coleta, lavagem e secagem dos rizomas

Os rizomas de Curcuma longa foram coletados no municipio de Ressaquinha, Minas Gerais, na Latitude
(DMS) = 21°07'35.1"S e Longitude (DMS) = 43°53'10.2"W. As coletas ocorreram no més de julho de 2021,
quando ocorre o amarelamento e secamento da parte aérea da planta indicando que os rizomas estédo
prontos para a colheita. Ap6s a coleta os rizomas foram selecionados e lavados em &agua corrente,

posteriormente fatiados transversalmente a cada 1 cm com lamina inoxidavel.

Em seguida, as fatias foram transferidas a peneiras, visando secagem natural por trés dias. Apds secagem,
procedeu-se a trituragem e, utilizando peneiras (60 mesh) obteve-se o pé que foi acondicionado em
recipientes e transportado ao Laboratério Interdisciplinar de Formagao de Educadores (LIFE), do Instituto

Federal do Sudeste de Minas Gerais - Campus Barbacena para realizagdo do experimento.
Preparo das infusdes

O po serviu ao preparo das infusdes. A concentragdo usual dos rizomas de agafrdo-da-terra é de 10
mg.mL-"4. No presente estudo, foi utilizada essa concentragdo, além de duas superiores (20 e 40

mg.mL-"). No preparo das infusdes, o p6 dos rizomas foi acondicionado em recipientes (1 L), adicionada
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agua destilada fervente e mantido em infusdo por 10 minutos. Apds a filtragédo, a solugdo permaneceu

em temperatura ambiente até resfriamento.

No experimento foram utilizadas as trés infusdes e dois controles: agua destilada e glifosato. Os trés
tratamentos (T) obtidos a partir da infus&o foram: T1 = 10 mg.mL""; T2 =20 mg.mL™"; T3 =40 mg.mL"". Além
de um controle negativo (CN), constituido de agua destilada, e um controle positivo (CP), constituido pelo
herbicida glifosato na concentracdo 10% obtido em agua destilada. Nessa concentragéo, o glifosato é citado

como causador de aberragdes cromossdmicas e redutor de divisdo celular em raizes de cebolal,
Montagem do experimento

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢des,
totalizando 20 bulbos de cebola. Visando a obtengdo de raizes, os bulbos foram colocados na borda
superior de copos de poliestireno (200 mL) preenchidos com agua destilada (150 mL), estando, as bases
dos bulbos submersas por 48 horas. Apds enraizamento, os bulbos foram transferidos aos copos de
poliestireno contendo o mesmo volume dos tratamentos e controles (T1, T2, T3, CN e CP) e mantidos em
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, estes foram retirados, colocados sobre bandejas e
coletadas cinco radiculas de cada bulbo, totalizando 20 por tratamento. Estas foram transferidas a frascos
(50 mL) contendo Fixador Carnoy 3:1 a temperatura ambiente (24 horas), em seguida, transferidas para

alcool 70% e mantidas na geladeira até a analise.
Montagem das laminas e contagem das células

As radiculas foram cuidadosamente imersas em HCI 1N por 5 minutos, a seguir lavadas em agua destilada
e colocadas sobre uma lamina de vidro utilizada em microscopia. Com o auxilio de um bisturi, retirou-se a
coifa para obter a area do meristema apical que apresenta plena atividade celular e descartou-se o restante

do material.

A parte a ser analisada foi corada com orceina acética 2%, coberta com uma laminula e, em seguida,
macerada suavementel’Sl. As observagbes das laminas foram em microscépio dptico binocular (Nikon,
modelo Eclipse E-200). As imagens (ampliagdo 400X) foram fotografadas com celular Xiaomi Redmi Note
9S (48 megapixels) e analisadas no programa Image J. (Java Inc.). Foram preparadas 10 laminas de cada

concentragéo, analisadas 200 células em cada lamina, totalizando 2.000 células por tratamento.
Analise dos dados

Foram avaliados os efeitos tdxicos pelo crescimento radicular médio dos bulbos de cebola, os citotdxicos
pela analise das divisbes celulares e indice mitdtico e os genotéxicos pelo indice de alteragbes

cromossdmicast®, onde:

a) Comprimento Radicular Médio = somatério do comprimento das raizes / nimero de raizes medidas;

b) indice Mitdtico = numero de células em divis&do / nimero de células observadas X 100;

c) Indice de Aberragdes Cromossémicas = nimero total de células alteradas / nimero total de células
observadas X 100.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Dunnett 5%

utilizando-se o programa estatistico BioEstat 5.3.

Resultados e Discussao

Na TABELA 1 estéo contidos os resultados do teste de toxicidade das diferentes concentragdes da infusao
de agafrdo-da-terra sobre as raizes de Allium cepa. Apds 24 horas de tratamento as raizes apresentaram
coloragédo amarelada devido a curcumina, sendo que na concentragéo de 40 mg.mL™" (T3) e no controle

positivo (Glifosato) foi possivel observar danos macroscoépicos sobre as raizes.

TABELA 1: Comparagéo entre o comprimento radicular médio dos bulbos de cebola submetidas a trés concentragdes
de infusées do p6é de Curcuma longa (T1 =10 mg.mL™"; T2 = 20 mg.mL""; T3 = 40 mg.mL"") e aos controles negativo (CN)
e positivo (CP)

Tratamentos
Comprimento radicular (cm) CN T T2 T3 CP
3,15a* 2,93a 2,78a 2,56b 1,23c

Fonte: Autores, 2021.
*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.

A infusdo de agafrdo-da-terra na concentragdo de 40 mg.mL"' (T3) e o controle positivo (glifosato)
apresentou toxicidade sobre o sistema vegetal Allium cepa, visto que os dois tratamentos inibiram o
crescimento radicular da cebola, como pode ser observado na TABELA 1. O crescimento radicular &
regulado pela combinagéao da divisdo celular que ocorre em meristemas mitoticamente ativos e da expanséo
celular que acontece nos apices das raizesl'l. Portanto, a concentragdo de 40 mg.mL"' e o glifosato

provocaram disturbios de proliferagdo nas células meristematicas da cebola.

Na TABELA 2 esta expresso o numero total de células analisadas (2000), o numero de células em interfase
e em diferentes fases mitéticas, bem como os dados sobre o indice mitético de cada tratamento. Com os
resultados obtidos é possivel avaliar o efeito citotdxico das diferentes concentragdes da infusdo de Curcuma

longa sobre o sistema teste Allium cepa.

TABELA 2: Numero de células contabilizadas no ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase e teloéfase) em
meristemas de raizes Allium cepa e o indice mitético de trés concentragdes de infusdes do pé de Curcuma longa (T1 =
10 mg.mL"; T2 =20 mg.mL"; T3 = 40 mg.mL™") e aos controles negativo (CN) e positivo (CP).

Tratamentos
CN ™ T2 T3 CcP
Total de células 2000 2000 2000 2000 2000
Interfase 1856 1879 1914 1945 1940
Profase 100 89 72 47 44
Metafase 23 09 02 01 05
Anafase 06 10 05 03 06
Tel6fase 15 13 07 4 05
Total de mitoses 144a 1202 86b 55b 60b
indice Mitético 7,2a* 6,0a 4,3b 2,75b 3,0b

Fonte: Autores, 2021.
*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.
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Na TABELA 2, é possivel observar que o indice mitotico do tratamento T1 (10 mg.mL™") n&o diferiu
significativamente quando comparado com o controle negativo (agua destilada), reafirmando que tal dose
é segura. No entanto, com o aumento das concentragdes, os tratamentos T2, T3 e CP apresentaram uma
redugao significativa no indice mitético em relagao ao controle negativo. Fica caracterizada que a infusdo
de acafrdo-da-terra é citotoxica sobre as raizes de Allium cepa nas concentragdes 20 mg.mL™" (T2) e 40
mg.mL" (T3).

Pontes e Limal'® obtiveram resultados similares ao deste trabalho, no qual buscaram avaliar os efeitos da
tintura de curcumina sobre o sistema teste Allium cepa. Os autores constataram que a dose usual 8 gotas/100
mL n&o promoveu alteragdes significativas dos indices mitéticos, j& os demais tratamentos 15 gotas/100 mL

e 30 gotas/100 mL foi capaz de inibir a divisdo celular das raizes, fator esse que indica a citotoxicidade.

Na avaliagéo dos aspectos genotdxicos das diferentes infusdes de agafrdo-da-terra foi utilizado o indice de
Aberragdes Cromossémicasl®, sendo observadas e quantificadas modificagbes em qualquer fase da
mitose (TABELA 3).

TABELA 3: Numero de aberragdes cromossOmicas no sistema teste Allium cepa submetido a trés concentragdes de
infusées do p6 de Curcuma longa (T1 = 10 mg.mL""; T2 = 20 mg.mL™"; T3 = 40 mg.mL"") e aos controles negativo (CN) e
positivo (CP)

Tratamentos

Aberragoes CN T T2 T3 CP
Anafase com ponte 00 00 00 00 06
Cromossomos soltos 00 00 00 00 00
Cromossomos retardatarios 00 00 00 01 00
Célula binucleada 00 00 01 04 00
Disturbios metafasicos 00 00 00 00 03
Micronucleos 00 00 00 00 00
Profase com cromossomo isolado 00 00 00 01 15
Telofase com ponte 00 00 00 01 05
Total 00 00 01 07 29

indice de aberragdes cromossdmicas 00a* 00a 0,05a 0,35a 1,45b

Fonte: Autores, 2021.

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.

O controle positivo (Glifosato), seguido pelo tratamento T3 (40 mg.mL™") apresentou os maiores indices de
aberragdes cromossdmicas, no entanto as aberragdes promovidas pelo tratamento T3 ndo apresentou
diferenga significativa em relagado ao controle negativo (agua destilada), indicando que nas concentragdes
avaliadas a infusdo dos rizomas de Curcuma longa nao apresentaram genotoxicidade. No presente estudo
€ notdria a genotoxicidade do herbicida glifosato sobre o sistema teste Allium cepa, que apresentou o maior

indice de aberragdes cromossdémicas.

No estudo de Mendonga et al.'¥! foi avaliado a citotoxicidade e genotoxicidade da curcumina sobre células
PC12 e verificado que as concentragbes de curcumina até 5,0 g/mL ndo induziram, significativamente,
aberragdes cromossémicas, assim como no presente estudo. Entretanto, tais autores verificaram que nas

concentragdes acima de 10,0 g/mL houve indug&o significativa no aumento de micronucleos e de células
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binucleadas. Por isso, afirmaram que em concentragdes elevadas a curcumina deixa de desempenhar seu
papel protetor e age no sentido contrario provocando alteragbes nas células.

As aberragbes cromossdmicas promovidas pelo tratamento T3 (40 mg.mL"') podem ser observadas na
FIGURA 1.

FIGURA 1: Comparagdo entre as fases mitéticas normais e anormais (aberragdes cromossémicas) observadas no
sistema teste Allium cepa no controle negativo (4gua destilada) e no tratamento T3 (40 mg.mL™"' de Curcuma longa).

Fonte: autores, 2021.
A- Células em interfase normal; B- Célula em anafase normal; C- Célula em tel6fase normal; D- Célula binucleada; E-

Anafase com cromossomos retardatarios; F- Teléfase com ponte.
Conclusao

Pelo sistema teste Allium cepa pode-se concluir que a infusdo do p6 de rizomas de Curcuma longa é segura
e sem toxicidade na concentragdo de 10 mg.mL-'. Na concentragdo de 40 mg.mL" a planta pode gerar
toxicidade e citotoxicidade.

As concentragdes de 20 e 40 mg.mL"! sdo citotoxicas, com capacidade antiproliferativa verificada na
reducdo do indice mitotico. Foi detectada agéo genotdxica em células nas concentragdes de 40 mg.mL™",

mas novos testes necessitam ser realizados visando obter diferencgas significativa.

Com isso, pelo estudo, pode-se perceber que a Curcuma longa possui atividade téxica e citotoxica, a

depender da concentragéo, o que requer atengéo na dosagem utilizada popularmente.
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