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Potencial antimutagénico de extratos aquosos de gengibre

Antimutagen potential of aqueous ginger extracts
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RESUMO

O gengibre ¢é utilizado para prevencao e tratamento de doencas desde a antiguidade e, nas Ultimas décadas,
estudos revelaram que a espécie possui compostos com atividade antioxidante, indicando possivel atividade
antimutagénica. Nesse contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antimutagénica de extratos
aquosos do tipo infuso e decocto (EAI e EAD), de gengibre por meio dos protocolos (pré-tratamento (PI),
pos-tratamento (PII) e tratamento simultaneo (PII1)) com o teste Allium cepa e, consequentemente, seu
potencial como alimento funcional e/ou nutracéutico. O EAI ndo exerceu efeito significativo, enquanto o
EAD teve efeito significativo nos trés protocolos testados, com efeito mais evidente em Pll e PlIl. O EAD
de gengibre apresentou atividade desmutagénica e bioantimutagénica. Os resultados permitem inferir que
o EAD de gengibre apresenta atividade antimutagénica, contudo, sdo necessarias pesquisas que realizem a
identificacdo dos compostos com estas propriedades e a acdo dos mesmos em células animais, para que
assim possa ser confirmado seu potencial como alimento funcional e/ou nutracéutico e também para
producdo de medicamentos para o tratamento de doencas resultantes de processos mutacionais.
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ABSTRACT

Ginger has been used for the prevention and treatment of diseases since ancient times ande, in recent
decades, studies have revealed that the species has several compounds with antioxidant activity, indicating
possible antimutagenic activity. Therefore, this study aimed to evaluate the antimutagenic activity of
infused and decocted aqueous extracts (EAI and EAD) of ginger through three protocols (pre-treatment
(PI), post-treatment (P11) and simultaneous treatment (P111)) using were evaluatedthe Allium cepa test and
also its potential as a functional food or nutraceutical. The effect of EAI was not significant, while EAD
had a significant effect on the three protocols tested, with a more evident effect on Pll and PIIl. Ginger
EAD showed desmutagenic activity and bioantimutagenic. The results allow us to infer that the EAD of
ginger has antimutagenic activity. However, researches are necessary in order to identify the compounds
with these properties and their action in animal cells, to confirm their potential as a functional food or
nutraceutical and also for the production of drugs for the treatment of diseases resulting from mutational
Processes.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais para a prevencao e tratamento de enfermidades
acompanha a evolucdo das civilizagdes humanas, contudo, preparos tradicionais, que
seguem as orientagdes transmitidas ao longo das geracgdes, e fitoterapicos podem ter
efeitos adversos, o que indica a necessidade de estudos que validem os saberes
tradicionais e que avaliem riscos e beneficios para que assim seja feita a utilizacdo
adequada, tanto de forma isolada quanto combinada (PEDROSO; PIRES, 2021). Dentre
as diversas plantas utilizadas pela medicina popular estd o gengibre (Zingiber officinale
Rosc.), cujas propriedades medicinais sdo exploradas pela medicina Ayuvérdica chinesa
e indiana desde a antiguidade (MBAVENG; KUETE, 2017; RAVINDRAM; BABU,
2016).

Preparos tradicionais como chés e tinturas, bem como fitoterapicos produzidos a
partir do rizoma do gengibre sdo popularmente utilizados como estimulante do sistema
imunoldgico e no tratamento de doencas relacionadas, especialmente, aos sistemas
digestorio e respiratério, fomentando a realizacdo de pesquisas que validem suas
propriedades terapéuticas (MARMITT et al., 2015; DANIK et al., 2017). Nas ultimas
décadas, contudo, varios estudos relacionam a atividade antioxidante do gengibre a
propriedades anticancerigenas ou antimutagénicas (AKIMOTO et al., 2015; BOBDE et
al., 2020; PLENGSURIYAKARN et al., 2012; SOUSA et al., 2019; ZADOROZHNA,;
MANGIERI, 2021; ZIVARPOUR et al., 2021), uma vez que a caracterizacdo fitoquimica
do seu rizoma revela a presenca de compostos fendlicos com potencial antioxidante
comprovado como 0s gingerois, sendo estes convertidos em shagaois e zingibereno por
meio do aquecimento e desidratacdo (DHANIL et al., 2017; KO et al., 2019; LECHNER;
STONER, 2019; OLIVEIRA et al., 2020).

As propriedades antimutagénicas das espécies vegetais estd, geralmente,
relacionada a presenca de compostos fenolicos e sua capacidade de interagir com as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), reduzindo o estresse oxidativo
e, consequentemente, os danos causados as biomoléculas (BEAL, 2006; DEUS et al.,
2019; KADA,; SHIMOI, 1987; MBAVENG; KUETE, 2017; OLIVEIRA et al., 2018).
Estudos com compostos extraidos do gengibre tém revelado que a espécie apresenta
potencial para ser utilizada no tratamento de diversos tipos de cancer (AHMAD et al.,
2015; LECHNER; STONER, 2019T; PASHAEI-ASL etal., 2017; UNTIWECHAPIKUL
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et al., 2010).

A avaliagdo do potencial antimutagénico de substancias diversas pode ser
realizada por meio de testes in vivo e in vitro, sendo que o teste Allium cepa, comumente
utilizado em bioensaios de citogenotoxicidade, tem se mostrado eficiente em detectar a
acdo de compostos bioativos em células expostas & compostos mutagénicos, atuando
sobre o ciclo celular (ARAUJO et al., 2017; GALLO et al., 2020; RIBEIRO et al., 2018;
ROBERTO et al., 2016).

MATERIAIS E METODOS

O teste Allium cepa foi realizado no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular (GenBioMol) do Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazo6nia Meridional
(CEPTAM) do Campus Universitario da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos
Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT) em Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil.

Os bioensaios foram realizados utilizando agua destilada como controle negativo
(CN), solucao de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) como controle positivo
(CP) e extratos aquosos, do tipo infuso e decocto, para verificagdo do potencial

mutagénico e antimutagénico de gengibre.

Obtencéo dos Extratos Aquosos

Os extratos aquosos do tipo infuso (EAI) e decocto (EAD) foram preparados
seguindo as orientacbes da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 26/2014
(BRASIL, 2014). Para cada um dos extratos avaliados foram testadas quatro
concentragdes (25 mg mL*, 50 mg mL?, 100 mg mL* e 200 mg mL™1), sendo que para
obtencdo do extrato de maior concentracdo foram utilizados, para cada litro de agua
destilada, 200 g de fragmentos de rizoma de gengibre. As demais concentracGes foram

obtidas a partir da diluicdo do extrato mais concentrado.

Preparacdo da Solucéo de CuSO4.5H20 — Controle Positivo

Inicialmente, foi preparada uma solugdo de 100 mg L de CuSQ4.5H:0, seguindo
orientacdes de Palacio et al. (2013), sendo que a partir desta solucdo foi realizada a

diluicdo para a concentragdo de 0,08 mg mL™.

243



Teste Allium cepa

Para avaliagdo do potencial mutagénico e antimutagénico de gengibre foi
realizado o teste A. cepa (FISKESJO, 1985; BABICH et al., 1997;), sendo os bulbos
submetidos aos controles negativo (agua destilada) e positivo e aos protocolos propostos

por Ribeiro et al. (2018), como demonstrado na figura 1.

Figura 1. Protocolos para avaliacdo de antimutagenicidade com Teste Allium cepa. CN:
controle negativo; CP: controle positivo (Solucdo de CuSO4.H;0); PI: Protocolo de pré-
tratamento; PII: Protocolo de pds-tratamento; PIII: Protocolo de tratamento simultaneo.
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Onde:

P1 — Pré-tratamento: ap6s o pré-enraizamento (48 h), os bulbos foram expostos as
diferentes concentracGes dos extratos de gengibre (48 h) e, posteriormente, ao controle
positivo (solugéo de CuSO4.5H20), por 48 h;

PIl — Pos-tratamento: ap0s o pré-enraizamento (48 h), os bulbos foram expostos
ao controle positivo (solugdo de CuSO4.5H20) por 48 h e, posteriormente, as diferentes
concentragdes dos extratos de gengibre (48 h);

PIIl — Tratamento simultaneo: apds o pré-enraizamento (48 h), os bulbos foram
expostos, por um periodo de 96 h, a uma solucdo (1:1; v/v) de cada uma das concentragdes
dos extratos de gengibre: CP (solucdo de CuSO4.5H>0).

Os bioensaios foram conduzidos em duas etapas, uma para avaliagdo do potencial
antimutagénico do EAI de gengibre e outra para 0 EAD. Para cada um dos protocolos
avaliados foram utilizados 40 bulbos de A. cepa, sendo 10 bulbos/concentracdo de cada
extrato de gengibre. Para os controles negativo e positivo, foram utilizados 20 bulbos (10
para cada). Os bulbos foram mantidos em cadmara de germinagdo do tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand), onde permaneceram em temperatura controlada (25 °C
+ 2) e na auséncia de luz por 144 horas (6 dias), sendo retirados apenas para substituicdo
dos extratos e/ou solucdo do CP e CN. Apds este periodo, foram coletadas,
aleatoriamente, raizes de cada um dos controles e protocolos, sendo as mesmas
acondicionadas em microtubos com solucéo fixadora (etanol: acido aceético, 3:1, v/v) por
um periodo de 24 horas em temperatura ambiente e, posteriormente, transferidos para
microtubos com etanol 70% e mantidas sob refrigeracdo (x 4 °C).

Para preparacdo das laminas, as raizes de A. cepa foram previamente lavadas em
agua destilada por um periodo de cinco minutos, hidrolisadas em HCI 1N por 15 minutos
e, novamente, lavadas em agua destilada por mais cinco minutos. Para confec¢do das
laminas, os meristemas apicais das raizes foram retirados, colocados sobre lamina e
esmagados em, aproximadamente, 100 puL (1 gota) de orceina acética 2% com auxilio de
bastdo de vidro, sendo entdo cobertos com laminula. Para cada uma das concentragdes de
cada protocolo foram preparadas 10 laminas, totalizando 40 ldminas por protocolo de
cada EA de gengibre. Para cada um dos controles também foram confeccionadas 10
laminas. Para contagem das células foi utilizado a técnica de varredura, sendo

contabilizadas 500 celulas por I&mina (5000 por concentracdo de EA de gengibre e por
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controle), totalizando 15.000 células por protocolo.

A observacdo das laminas foi realizada em microscépio Optico Bioval, magnitude
de 400X, sendo registrados o numero de células em divisdo (NCD), o nimero de células
com micronucleos e/ou irregularidades cromossdmicas (NCMI), tais como quebra ou
ponte cromossdmica, erros de migracdo cromossémica em metéafases e anafases. Os
dados foram avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF) para maltiplas comparagdes, com auxilio do
software estatistico JAMOVI, versdo 2.2.5 (JAMOVI, 2021; NAVARRO; FOXCROFT,
2022).

A partir do NCD, foi calculado o indice mitético (IM), utilizando a equacdo 1,
enquanto que a partir do NCMI, utilizando a equacéo 2, obteve-se a frequéncia de células
micronucleadas e/ou com irregularidades cromossémicas (CMls). A atividade
antimutagénica, por sua vez, foi avaliada pela anélise da reducéo de danos (micronucleos
e irregularidades cromossdmicas) promovida pelas concentracdes dos extratos aquosos
de gengibre em cada um dos protocolos, utilizando a equacéo proposta por Roberto et al.
(2016) (Equacéo 3).

IM (%) = () ¥100 (1)
CMIg= (520) ¥100 2)
RD (%)= (1=2) <100 (3)

Onde: NCD = namero de células em divisédo; NTC: numero total de células; RD:
Reducdo de danos; NCMI: nimero de células micronucleadas e/ou com irregularidades
cromossdmicas; a = NCMI no Controle Positivo; b = NCMI presentes nos tratamentos

(concentracGes do EAI e EAD de gengibre); ¢ = NCMI presentes no Controle Negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise dos dados por meio do teste de Kruskal-Wallis revelou que o efeito das
diferentes concentracbes do EAI de gengibre ndo foi significativo em nenhum dos
protocolos testados (pré-tratamento, pos-tratamento e tratamento simultaneo), de modo
que estes dados ndo foram considerados para as analises de antimutagenicidade. Os dados
referentes ao EAD, por sua vez, indicaram efeito significativo (p < 0,05) para todos 0s

protocolos testados.
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Para extracdo dos metabolitos secundarios de espécies vegetais podem ser
utilizados diferentes processos que variam entre si quanto ao solvente, temperatura,
tempo de exposicdo e metodologia (ANVISA, 2021). A preparacdo caseira de
fitoterapicos, em geral, utiliza &gua como solvente, sendo que o processo de extracao
pode ser a frio (maceracao) ou a quente (infuséo e decocgdo) de acordo com orientagdes
que foram transmitidas, oralmente, ao longo das geracGes ou que ja estdo descritas em
estudos realizados com as espécies com potencial fitoterapico reconhecido (ANVISA,
2016; SOUSA et al. 2019). A auséncia de efeito significativo do EAI de gengibre quanto
ao NCMI, quando comparado ao CP, pode ser explicada pelo fato de que, embora infusos
de rizoma sejam frequentemente utilizados na medicina popular (CRFSP, 2019;
FERREIRA et al., 2020), de acordo com a ANVISA (2021), a infusdo é um método
indicado para partes mais tenras do vegetal ou cujos metabdlitos de interesse sejam
volateis, enquanto a decocc¢éo é indicada para as partes mais rijas, como 0s rizomas de
gengibre, e/ou quando se tem por objetivo extrair substancias com baixa solubilidade em
agua.

Os resultados apresentados na tabela 1 indicam que o EAD de gengibre reduziu o
NCMI, sendo que os protocolos com maior reducdo foram PIl e P11, quando comparados

com o NCMI produzidos pelo CP.

Tabela 1 - Estatistica descritiva da contagem de células meristematicas de Allium cepa com
micronucleos e/ou irregularidades cromossdmicas apds os protocolos para avaliacdo do
potencial antimutagénico do extrato aquoso, decocto, de gengibre.

Concentragoes i i Pl

Mediana Q1 -Q3 Mediana Q1 -Q3 Mediana Q1 -Q3
25 mg mL* 4,0 3,3-6,0 0,0 0,0-0,0 2,0 0,0-38
50 mg mL* 3,0 0,5-5,0 0,0 0,0-0,8 2,5 1,0-5,0
100 mg mL* 3,5 2,0-6,3 0,0 0,0-0,0 1,0 0,0-3,0
200 mg mL*! 5,0 4,0-5,0 0,0 0,0-0,0 0,0 0,0-0,8

Mediana Q1-Q3

CN 0,5 0,0-1,0

CP 9,0 7,0-10,8

Pl: protocolo de pré-tratamento, PII: protocolo de p6s-tratamento; PllI: protocolo de tratamento
simultaneo. CN: controle negativo (4gua destilada); CP: controle positivo (solucéo de
CuS04.5H,0); Q1: primeiro quartil; Q3: terceiro quartil. Fonte: Elaborada pelos autores.
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A partir dos dados apresentados € possivel verificar que todas as concentracdes
do EAD de gengibre (25, 50, 100 e 200 mg mL™), quando comparadas com o CP,
promoveram redugdo no NCMI, embora o teste de DSCF tenha revelado que, para Pl
somente a concentragdlo 50 mg mLt promoveu resultados que diferiram
significativamente do CP, enquanto que para PIIl, foram apenas as concentracOes 25 e

200 mg mL* (Figura 2).

Figura 2 - Box-Plot e teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner (DSCF) para multiplas
comparacgdes em protocolos de (A) pré-tratamento (PI), (B) pds-tratamento (PlI) e (C)
tratamento simultaneo (PI11) aplicados ao teste Allium cepa para avaliacdo do potencial

antimutagénico de extratos aquosos, do tipo decocto, de gengibre. NCMI: nimero de células
com micronucleos e/ou irregularidades cromossémicas; CP: controle positivo (solugdo de
CuS0..5H,0). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste DSCF (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Os meristemas de A. cepa submetidos ao PII e expostos a todas as concentragdes
de EAD de gengibre diferiram significativamente daqueles expostos ao CP, sendo que
para a concentragdo 200 mg mL* ndo foram registradas CMI (Figura 2). Esses resultados
demonstram que os compostos antimutagénicos podem atuar de diferentes formas, seja
sobre os mecanismos de reparo da molécula de DNA durante o processo de replicacdo ou
ainda sobre o sistema de controle do ciclo celular, conforme apresentado por Alberts et
al., (2017), o que pode fazer com que a célula estacione em interfase ou ainda que nédo
entre em mitose e, consequentemente, reduzindo tanto o IM quanto o NCMI. Dessa
forma, o mecanismo de acdo pode ser classificado, basicamente, como desmutagénico,
quando atua sobre os compostos que induzem as mutacdes, ou como bioantimutagénico,
guando atuam sobre os mecanismos de reparo do DNA ou sobre o sistema de controle do
ciclo celular (BIAZZI et al. 2018; KADA; SHIMOI, 1987).

A avaliacdo do ciclo mitotico indicou que o EAD de gengibre, quando comparado
com o CP, reduziu significativamente o IM nos trés protocolos testados (Figura 3),

evidenciando a acdo bioantimutagénica, onde 0s compostos presentes nos extratos podem
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induzir a célula a permanecer em interfase ou retardar o inicio da mitose, para que assim

sejam realizados 0s reparos necessarios.

Figura 3 - indice mit6tico em meristemas de Allium cepa submetidos aos protocolos de pré-
tratamento (PI), pos-tratamento (P1l) e tratamento simultaneo (PI11) com diferentes
concentracfes de extratos aquosos, do tipo decocto, de gengibre. CP: controle positivo (solucéo
de CuSO4.5H,0). Letras iguais, em um mesmo protocolo, ndo diferem entre si pelo teste DSCF

(p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Ao avaliar a CMI s é possivel identificar também a agdo desmutagénica do EAD
de gengibre, uma vez que para esse calculo foram consideradas apenas as células que
estavam no ciclo mit6tico e a CMI ¢ dos meristemas de A. cepa expostos aos protocolos

de antimutagenicidade é inferior a CMI(r) daqueles expostos ao CP (Figura 4).
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Figura 4 - Frequéncia de células micronucleadas e/ou com irregularidades cromossémicas
(CMl ) em meristemas de Allium cepa submetidos aos protocolos de pré-tratamento (Pl), pos-
tratamento (PII) e tratamento simultaneo (PI11) com diferentes concentrages de extratos
aquosos, do tipo decocto, de gengibre. ---- = CMIs do controle negativo (1,77%); ---- = CMl
do controle positivo (12,83%).

15 5

12 7 [ §
9 s g S
) — (=} =
~ o =
E .
- o
@ 2 e 2
i &
<& sl
£ 6
<
= 8
g 2 -
£ T
L _ | | B . ————c 1= - - - - - — - [SFE] — =
o0 S
= P
0 I !
PI PII PIII
025 mg mL-! 050 mg mL! O 100mg mL-! @200 mg mL-!

Fonte: Elaborado pelos autores.

A acdo desmutagénica do EAD de gengibre pode ser atribuida ao potencial
antioxidante da espécie, 0 que, por sua vez, esta relacionado a presenca de compostos
fenolicos, especialmente os gingerois, shogaois, flavanoides e taninos, conforme
evidenciado em estudos com diferentes extratos obtidos a partir dos seus rizomas (AL-
AWWADI, 2017; SOUSA et al., 2018; EL-GHORAB et al., 2010; JARDIM et al., 2019).
Estudos indicam que doencas neurodegenerativas, autoimunes, cardiovasculares e
canceres podem estar relacionadas a danos no DNA causados por estresse oxidativo, uma
vez que espeécies reativas ao oxigénio (ERO) e ao nitrogénio (ERN), embora produzidas
em reacdes bioguimicas essenciais, podem reagir com substratos biologicos, promovendo
lesbes oxidativas e causando danos as biomoléculas. Substancias antioxidantes, como 0s
compostos fendlicos, podem ter efeito preventivo, quando doam H* ou elétrons, evitando
a oxidacdo do substrato, ou atuando na decomposicdo de perdxidos, bloqueando a reacéo
em cadeia ao captar ERO e/ou ERN intermediarias (BARBOSA et al., 2010; BEAL,
2006).

O potencial antimutagénico do EAD de gengibre é demonstrada por meio da
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reducdo dos danos celulares (Tabela 2), que aponta reducdes superiores a 50%,
independentemente da concentragéo e do protocolo testado.

Tabela 2 - Atividade antimutagénica de diferentes concentra¢fes do extrato aquoso, tipo
decocto, de gengibre sobre células meristematicas de Allium cepa submetidas aos protocolos de
pré-tratamento (PI), pés-tratamento (PI1) e tratamento simultaneo (P1I1).

Concentractes do EAD Pl Pl Pl
de gengibre N RD (%) N RD (%) N RD (%)
25 (mg mL™Y 44 57,14 1 108,33 25 79,76
50 (mg mL™Y 33 70,24 11 96,43 34 69,05
100 (mg mL™Y 46 54,76 1 108,33 24 80,95
200 (mg mLY 46 54,76 0 109,52 8 100,00

N: nimero total de células micronucleadas e/ou com irregularidades cromossémicas: RD:
reducdo de danos celulares; N do controle negativo (dgua destilada) = 8; N do controle positivo
(solucéo de sulfato de cobre pentahidratado — CuSO4.5H,0) = 92. Fonte: Elaborada pelos
autores.

Considerando que o EAD de gengibre atuou como quimioprotetor, reduzindo o
NCMI, e também na regulacéo do ciclo celular, reduzindo o IM dos meristemas expostos
previamente, posteriormente ou simultaneamente a um composto reconhecidamente
mutagénico, podemos inferir que 0 mesmo possa ser utilizado como alimento funcional
ou nutracéutico. De acordo com Moraes e Colla (2006), alimentos funcionais sdo aqueles
fazem parte da dieta usual em decorréncia de suas propriedades nutricionais, mas que
também contém compostos capazes de prevenir doencas e/ou melhorar as condigdes de
salde do usuério; os nutracéuticos, por sua vez, podem atuar tanto na prevencdo quanto
no tratamento de doencas e podem ser utilizados na forma de suplementos que contenham

apenas 0s compostos de interesse.

CONCLUSAO

A decoccdo de fragmentos de rizomas de gengibre foi eficiente na extracdo de
compostos com propriedades antimutagénicas, indicando que a sua utilizacdo pela
medicina popular ou seu consumo cotidiano possa contribuir para prevencao ou reducao
de danos no DNA. Todavia, esse estudo se caracteriza como uma avaliacdo basica, sendo,

portanto, necessarios estudos que utilizem outros sistemas de testes, como o cultivo de
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celulas de mamiferos, além da identificacdo dos compostos com potencial antimutagénico
para que a espécie seja utilizada ndo apenas como alimento funcional e/ou nutracéutico,
mas também na producdo de medicamentos para o tratamento de doencas resultantes de

processos mutacionais.
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