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CAPITULO 14

AVALIACAO DA TOXICIDADE DO
EXTRATO AQUOSO DE Curcuma longa
Linn. E Bixa orellana L., FRENTE AO
TESTE COM Artemia salina Leach.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas e substancias natu-
rais com finalidades terapéuticas, culturais e cu-
linria remonta a tempos imemoriais, represen-
tando uma parte significativa do patrimonio
cultural de muitas comunidades ao redor do
mundo (SILVA et al., 2010). Entre as substan-
cias de origem vegetal que desempenham pa-
péis multifacetados nas praticas tradicionais, a
Curcuma longa Linn. (acafréo) e Bixa orellana
L. (urucum), emergem como protagonistas, en-
contrando aplicacGes na pele dos povos origina-
rios e na culinéria de diversas culturas.

A C. longa, popularmente conhecida como
acafrdo-da-terra, tem sido reverenciada por suas
propriedades medicinais, conferindo-lhe o sta-
tus de um dos ingredientes mais valioso da me-
dicina tradicional em muitas partes do mundo.
Além disso, o acafrdo é amplamente utilizado
na culinéria devido ao seu sabor a cor vibrante
que confere aos pratos (SUETH-SANTIAGO et
al., 2014). Por sua vez a B. orellana, ou uru-
cum, é uma fonte natural de corante bastante
exploradora na culinaria, sobretudo na América
Latina, conferindo uma coloracéo caracteristica
dos pratos tradicionais (SILVA et al., 2020)
Além disso, as sementes de urucum tambem
tém sido utilizadas em praticas culturais, inclu-
indo pinturas corporais em comunidades indi-
genas.

No entanto, apesar da longa historia de uso
e tradicOes associadas a essas diferencas, a ava-
liacdo abrangente de sua toxicidade permanece
uma questdo relativamente pouco explorada.
Diversas aplicacfes tradicionais envolvem o
contato direto com a pele ou a ingestdo dessas
substancias, o que destaca a necessidade de de-
terminar os niveis de seguranca de exposi¢do
para garantir a seguranca e a satde daqueles que
fazem uso delas (LEDA, 2019).

Nesse contexto, 0 presente capitulo se pro-
pde a realizar uma avaliacdo minuciosa da toxi-
cidade de diferentes concentracdes das tinturas
da C. longa e da B. orellana, empregando o tes-
te com Artemia salina Leach como modelo de
estudo. A A. salina € um organismo marinho
amplamente utilizado em estudos de toxicidade
devido a sua sensibilidade a varias substancias
quimicas (MARTINS, 2023).

Os resultados deste estudo tém o potencial
de fornecer informac0es cruciais para orientar a
utilizacdo responsavel dessas variaces em
aplicacdes tradicionais e contemporaneas, con-
siderando tanto os aspectos culturais como as
questdes de seguranca alimentar e de produtos
de cuidados com a pele. A proposta de pesquisa
visa aprofundar o conhecimento sobre as tintu-
ras da C. longa Linn. (acafrdo) e B. orellana L.
(urucum), substancias que sdo amplamente uti-
lizadas na pele por povos originarios e na culi-
naria de varias culturas em todo o0 mundo. Essas
tinturas sdo valorizadas por suas propriedades
terapéuticas, bem como por suas aplicagdes es-
téticas e gastrondmicas. No entanto, a falta de
dados cientificos abrangentes sobre a toxici-
dade quimica em diferentes concentragdes re-
presenta uma lacuna significativa no conheci-
mento.

Esta pesquisa é justificada por varias razdes:
Uso tradicional e cultural, tanto o acafrdo como
0 urucum tém sido usados historicamente por
populacOes indigenas em praticas tradicionais
de cura, rituais e pinturas corporais. E funda-
mental entender os impactos da exposic¢ao con-
tinua a essas tinturas, a fim de respeito e preser-
vacao das tradic¢Ges culturais dos povos origina-
rios. Como também Seguranca e Saude Publica,
a medida que essas diferencas ganham
popularidade. Diante disso, o presente estudo
tem como objetivo, avaliar a toxicidade de dife-
rentes concentracGes de tintura de Curcuma
longa Linn. (acafrdo) e Bixa orellana L. (uru-
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cum), em relacdo ao teste com Artemia salina
Leach, a fim de determinar os niveis seguros de
exposicao a essas tinturas, contribuindo para a
preservacdo das praticas culturais dos povos
originarios que utilizam essas variagdes em
suas tradicdes, bem como para a seguranca ali-
mentar, garantindo o uso responsavel e seguro
dessas substancias na culinaria e em produtos
de cuidado com a pele.

METODO

Trata-se de uma pesquisa laboratorial, de
natureza quantitativa (PEREIRA et al., 2018),
onde foi testado a toxicidade de tinturas de aca-
frdo e urucum, as quais foram obtidas de acordo
com as diretrizes da Farmacopeia Brasileira
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2021). Utilizou-se o bioensaio com A. salina, de
acordo com a técnica descrita por Meyer et al.,
(1982). Os cistos secos de A. salina foram obti-
dos em loja de aquarismo. Os cistos (3 g) foram
incubados em um aquério de vidro com agua
salina artificial (36 g de sal marinho para 1 L de
agua destilada) a temperatura de 28 °C e com
aeracgéo constante, simulando o ambiente natu-
ral da A. salina (agua salina rasa). Foi mantida
iluminacdo constante (20 W), e o pH mantido
entre 8,5 e 9, controlado com bicarbonato de sé-
dio e verificado através de tira universal de pH.
As larvas ndo receberam alimentacdo durante o
periodo do estudo (MARTINS et al., 2021;
MEYER et al., 1982). Ap6s 24 horas (periodo
de eclosdo dos cistos), os nauplius de A. salina
foram coletados com pipetas plasticas de 3 mL
e 10 nauplius foram transferidos para cada tubo
de ensaio (tinturas de acafrdo e urucum nas
diferentes concentracdes, controle positivo e
negativo). O teste foi realizado em triplicata.
Foram testadas as seguintes concentracfes das
tinturas de acafrdo e urucum 1000 pg/mL, 750
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50

pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL. Utilizou-se
solucéo salina como controle negativo e dicro-
mato de potassio (K2Cr207) em concentracdo de
P.A. como controle positivo, cuja toxicidade
estd entre 20 e 40 ppm (SAM, 1993). O controle
negativo foi utilizado para se ter certeza de que
a mortalidade observada nos nauplios era
resultante da toxicidade aos compostos e nao
devido a falta de alimentacdo. E o dicromato
como controle positivo, devido ao fato do aca-
frdo e do urucum serem ativos interessantes
para serem adicionados em tinturas de pele e
corantes de alimentos, tornando-se possivel ve-
rificar a toxicidade das tinturas. Os nauplius vi-
vos foram contados ap6s 24 h. Foram con-
siderados vivos todos aqueles que apresentas-
sem qualquer tipo de movimento quando ob-
servado proximo a uma fonte luminosa, durante
10 segundos. Cada tubo de ensaio foi avaliado
por duas pessoas. Quando havia divergéncia
nas contagens, o procedimento era repetido
pelos operadores. Para avaliar CL50, os dados
foram submetidos a analise ap6s 24 h de
exposicdo as substancias testadas. As tinturas
foram consideradas ativas quando os valores
foram menores que 1000 pg/mL. Curvas de so-
brevivéncia foram realizados para os extratos
comparando com 0s controles negativo e posi-
tivo, através do software GraphPad® Prism
(GraphPad Software, San Diego, California,
EUA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios com 0 género Artemia sp. sao
usados como um organismo modelo de teste
marinho para estudos de ecotoxicidade devido
a sua facilidade de cultura, disponibilidade ime-
diata, baixo custo devido a rapidez, confianca e
baixo custo. Segundo Amarante (2011), a rela-
¢do entre o grau de toxicidade e a concentracédo
letal média (CL50) apresentada por extratos de
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plantas sobre larvas de A. salina, tanto extratos
organicos, quanto extratos aquosos com valores
de CL50 acima de 1000 pg/mL, estes, sdo con-
siderados atoxicos, baixa toxicidade quando a
CL50 for superior a 500 pg/mL; moderada para
CL50 entre 100 a 500 ug/mL e muito tdxico
quando a CL50 foi inferior 100 ug/mL.

No presente estudo foi testada a toxicidade
das tinturas de acafrdo e urucum. Os valores de
CL50 + erro-padréo e os respectivos intervalos
de confianga, das tinturas estdo apresentados na
Tabela 14.1.

Tabela 14.1 Porcentagem e média das A. salinas mortas
nas concentragdes

ARTEMIA SALINA- ETOH Agafrdao (Curcuma longa)

Concentragdes | 1 [ 2] 3 % MEDIA
10 ug/ mL 41116 40,00 | 10,00 | 50,00 36,67
25 ug/ mL 61513 | 60,00 |50.00]40,00 50.00
50 ug/ mL 31617 30,00 | 60,00 | 70.00 53.33
100 ug/ mL 6|1 5|7 | 60,00 |50.00]70,00 60.00
250 ug/ mL 5|66 50,00 | 60,00 [ 60,00 56,67
500 ug/ mL 10{10]10] 100,00 {100.00{100,00 100,00

1000 ug/ mL 10110]10| 100,00 {100,00{100.00 100,00

ARTEMIA SALINA- ETOH Urucum (Bixa orellana)

Concentragdes | 1 [ 2] 3 % MEDIA
10 ug/ mL 1[1]2] 10,00 [10,00][20,00 13,33
25 ug/ mL 0|2]|3] 0,00 |20,00]30,00 16,67
50 ug/ mL 3[3[4] 30,00 [30,00][40,00 33,33
100 ug/mL [ 3] 5[ 2| 30,00 [50,00]20,00 33.33
250 ug/mL | 4 |4S|| 4 | 40,00 |40,00]40,00 40,00
500 ug/ mL 2[4]4] 2000 [40.00][40.00 33,33
1000ug/mL |6 [ 3| 3] 60,00 [30,00[30,00 40,00

O nivel de intervalo de confianga foi de 1%.
As concentragdes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL
e 10 pg/mL foram utilizadas para o célculo da
CL50, em que ¢ estabelecida a Concentragdo
Letal para 50% da A. salina. A Figura 14.1 a-
presenta as curvas de sobrevivéncia para todas
as concentragOes testadas para se chegar ao re-
sultado da CL50.

Figura 14.1 Gréafico da atividade toxica do extrato
aquoso de Curcuma longa L. (Acafrdo) e Bixa orellana
L. (Urucum) medida pelo ensaio contra 0 microcrustaceo
Artemia salina (Leach)
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O teste foi acompanhado de controle posi-
tivo preparado com dicromato de potassio
(K2Cr207), e controle negativo com agua mari-
nha. Os valores foram expressos com as me-
dias= S.E.M. (n=4) [Regressdo nado linear das
transformadas das curvas, (ANOVA de Uma-
via, seguido do Test Bonferroni). Foi usado o
programa GraphPad Prism 9.0.

Como observado na Figura 14.1, represen-
tando o gréfico da Toxicidade em Artemia sa-
lina nas concentragdes de 10 pg/mL, 25 pg/mL,
250 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL e 1000 pg/mL, o extrato aquoso de Bixa
orellana (urucum) apresenta uma baixa toxici-
dade, o que demonstra confiangca no uso desse
extrato. Diferente o extrato aquoso de C. longa
(acafréo), que apresenta maior toxicidade nas
concentracfes 1000 pg/mL e 500 pg/mL. Es-
tudo realizado por Silva Filho et al., (2009)
mostrou que os resultados obtidos nos ensaios
de toxicidade para C. longa tiveram CL-50 de
319,82 mg/L, sendo classificado também como
atoxico. O acafrdo possui a curcumina, princi-
pal componente na acdo de conferir cor aos ali-
mentos (DUARTE et al., 1989), possui também
coratendides a bixin a e norbixina, assim como
0 urucum, conferindo as mesmas propriedades
de coloragéo (SILVA et al., 2001).
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No que diz respeito a nocividade do extrato
de urucum, o JECFA (sigla em inglés para Co-
mité de Especialistas Conjunto FAO/OMS em
Aditivos Alimentares) da FAO/OMS (sigla em
inglés para Organizacdo das Nacbes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura/Organizacéo
Mundial da Saude) em 2002, distribuida um li-
mite para a ingestao de extrato de urucum, pre-
dominantemente composto por bixina, de 0,065
mg por kg de peso corporal por dia.

CONCLUSAO

Contudo, em relacdo ao padrdo no elevado
indice da mortalidade dos microcrustaceos

quanto ao aumento das concentragdes apresen-
taram diferencas entre os tratamentos. Este es-
tudo analisou as diversas divergéncias na toxi-
cidade entre os extratos vegetais testados, o ex-
trato de acafrdo € o que apresentou maior toxi-
cidade quando comparado ao extrato de uru-
cum. Consequentemente, torna-se necessario
gue outros estudos sobre a toxicidade de extra-
tos sejam realizados afim de evitar efeitos toxi-
cos e danosos para a satde de toda a populacéo
que faz uso recorrente desses extratos nas diver-
sas formas, tanto medicinal, cultural e até
mesmo na culinria tradicional.

115




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, M.R. et al. Quimica de produtos naturais: Plantas que testemunham histérias. Revista Virtual de Quimica,
v. 9, n. 3, p. 1117-1153, 2017. doi: http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20170068.

BAPTISTAO, M. (2020). Caracterizagio elementar e de compostos organicos em sementes de urucum: um estudo multi
plataforma [Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas]. Repositério da
Producdo Cientifica e Intelectual da Unicamp. http://repositorio.unicamp.br/Acervo/Detalhe/1129211.

CAMPOS, D.D. & LEAO, M.F. Utilizacdo do urucum pelos indigenas Terena do Mato Grosso e do Mato Grosso do
Sul: divulgacdo de saberes tradicionais e cientificos. Exatas Online, v. 9, n. 1, p. 12-30, 2018.

CASTRO, M.R. A contribuicdo do uso de plantas medicinais na autonomia dos cuidados com a satide. ASKLEPION:
Informacdo em Salde, v. 2, n. 1, p. 160-171, 2022. doi: https://doi.org/10.21728/asklepion.2022v2n1.p160-171.

CECILIO FILHO, A.B. et al. Cdrcuma: Planta medicinal, condimentar e de outros usos potenciais. Ciéncia Rural, v.
30, n. 1, p. 171-177, 2000.

ISLAM, S. et al. Phytochemistry, biological activities and potential of annatto in natural colorant production for indus-
trial applications — A review. Journal of Advanced Research, v. 7, n. 3, p. 499-514, 2016. doi:
https://doi.org/10.1016/j.jare.2015.11.002.

IZIDORO, M. et al. Propriedades funcionais e organolépticas de plantas condimentares: Revisdo. Research, Society
and Development, v. 10, n. 6, p. 1-13, 2021. http://dx.doi.org/10.33448/rsdv10i6.14958.

LAMEIRA, O.A. & PINTO, J.E.B.P. Em plantas medicinais: Do cultivo, manipulagdo e uso a recomendagdo popular.
Belém, PA: Embrapa Amaz6nia Oriental, 264 p., 2008.

LAVENS, P. & SORGELOOQS, P. The history, present status and prospects of the availability of Artemia cysts for
aquaculture. Aquaculture, v. 181, n. (3-4), p. 397-403, 2000. doi: https://doi.org/10.1016/S0044-8486(99)00233-1.

LEDA, P.H.0. (2019). Etnobotanica aplicada as plantas medicinais como subsidio para a introducao de espécies nativas
do bioma Amazénia no Sistema Unico de Salde de Oriximind — Par4, Brasil [Tese de Doutorado da Universidade
Federal do Para)]. Belém - Pard, Brasil. https://sigaa.ufpa.br/sigaa/public/programa/defesas.jsf?lc=pt BR&id=1903.

MARTINS, A.C.R, et al. Avaliacdo da toxicidade de tinturas de aroeira e de roma através do bioensaio com Artemia
salina. Research, Society and Development, v. 10, n. 3, p. 1-9, 2021. doi: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13751.

MEYER, B.N. et al. Brine shrimp: A convenient general bioassay for active plant constituents. Planta Medica, v. 45, n.
5, p. 31-34, 1982.

REED, L.J. & MUENCH, H. A simple method of estimating fifty percent endpoints. American Journal of Hygiene, v.
27, n. 3, p. 493-497, 1938. doi: https://doi.org/10.1093/OXFORDJOURNALS.AJE.A118408.

RIBEIRO, B.G. (2013). O indio na cultura brasileira. Rio de Janeiro: Fundacdo Darcy Ribeiro, 210 p. https://fun-
dar.org.br/publicacoes/biblioteca-basica-brasileira/o-indio-nacultura-brasileira/.

SAM, T.W. Toxicity testing using the brine shrimp: Artemia salina. In: Bioactive natural products. Colegata, S. M. e
Molyneuse, R. J. EUA: Ed. CRC Press, 1993.

SENIGALIA, R.L.C. Toxicidade de extratos vegetais de plantas do cerrado de uso medicinal. Brazilian Journal of De-
velopment, v. 6, n. 8, p. 55308-55317, 2020. doi: https://doi.org/10.34117/bjdv6n8-088.

SILVA FILHO, C.R.M.da et al. Avaliacdo da bioatividade dos extratos de circuma (Curcuma longa L., Zingiberaceae)
em Artemia salina e Biomphalaria glabrata. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19, n. 4, p. 919-923, 2009.

SILVA, E.C. et al. Extragdo e caracterizacdo térmica e mineralégica do corante extraido das sementes de urucum.
Brazilian Applied Science Review, v. 4, n. 6, p. 3730-3737, 2020. doi: https://doi.org/10.34115/basrv4n6-035.

116



https://doi.org/10.21728/asklepion.2022v2n1.p160-171
http://dx.doi.org/10.33448/rsdv10i6.14958
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(99)00233-1
https://doi.org/10.34117/bjdv6n8-088

SILVA, S.N.S. et al. Adocéo das préticas de conservagdo on farm e de selecdo de variedades pelos produtores de urucum
no municipio de Vitéria da Conquista — BA. Revista Brasileira de Agroecologia, v. 5, n. 1, p. 106-113, 2010.

SUETH-SANTIAGO, V. et al. Curcumina, o pé dourado do acafrdo-da-terra: Introspeccgdes sobre quimica e atividades
bioldgicas. Quimica Nova, v. 38, n. 4, p. 538-552, 2015.

117




