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RESUMO

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde a antiguidade como forma de
prevencao, cura e tratamento de doencas. A partir destas plantas, sao obtidos 6leos
essenciais, que podem apresentar propriedades de interesse médico e econdmico
para a populacdo. O Zingiber officinale, cultivado em grande escala no Espirito
Santo, € popularmente conhecido por suas propriedades antigripais, antifingicas,
anti-inflamatorias, antioxidantes, antiulcerativas e até mesmo antitumorais. O
presente trabalho teve como objetivo caracterizar a composi¢cdo quimica do Oleo
essencial de Z. officinale Roscoe e avaliar a possivel atividade mutagénica e
antimutagénica de diferentes concentracdes do 6leo pelo teste de Allium cepa. O
Oleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo das amostras, e a caracterizacédo
seguiu o protocolo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Foram avaliadas a fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
nas concentracdes C1 - 3000, C2 - 1500, C3 - 750, C4 - 375, C5- 187, C6 - 93, C7 -
46 e C8 - 23 mg/L (ppm). Logo, foi verificada também a atividade antimutagénica do
Oleo essencial de Z. officinale nas concentragfes C5 - 187, C7 - 46 e C8 - 23 mg/L
(ppm); foram realizados trés experimentos: 1) pré-tratamento (no qual o tratamento é
feito com o Oleo essencial e, posteriormente, com 0 agente mutagénico); 2)
tratamento simultaneo (no qual o organismo teste recebe o tratamento com o 6leo
essencial e o agente mutagénico simultaneamente; 3) pés-tratamento (neste caso &
feito o tratamento com o agente mutagénico e, posteriormente, com o0 Oleo
essencial). A andlise da atividade mutagénica revela que apenas as concentracdes
3000, 750 e 375 mg/L apresentaram resultados significativos quanto a
genotoxicidade, o que sugere que nao houve fixacdo de danos. J& na andlise
antimutagénica foi observada alta taxa de reducdo de danos no tratamento
simultaneo e no pos-tratamento, sugerindo, assim, acao de atividade desmutagénica
e bioantimutagénica. Portando os dados obtidos neste estudo indicam que o 6leo
essencial de Z. officinale pode apresentar atividade antimutagénica em baixas

concentracgOes (187, 46 e 23 mgl/L).

Palavras-chaves: Gengibre. Micronucleo. Clastogénico. Aneugénico. Plantas

Medicinais. A. cepa. Bioantimutagénico. Desmutagénico.



ABSTRACT

The medicinal plants have been used since ancient times as a prevention, cure and
diseases treatment. From these plants are obtained the essential oils, that may have
properties of medical and economic interest of the population. The Zingiber officinale,
cultivated on large scale in Espirito Santo, is popularly known for its properties anti-
flu, antifungal, anti-inflammatory, antiulceratives and even anti-tumor. This study
aimed characterizes the chemical composition of essential oil of Z. officinale Roscoe
and evaluate possible mutagenic and antimutagenic activity of different oll
concentrations by the Allium cepa test. The essential oil was obtained by
hydrodestillation of samples, and the characterization followed the protocol of gas
chromatography coupled to mass spectrometry. Were evaluated the phytotoxicity,
cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity at concentrations C1 — 3000, C2 — 1500,
C3 - 750, C4 — 375, C5 — 187, C6 — 93, C7 — 46 and C8 — 23 mg/L (ppm). It was
also verified antimutagenic activity of essential oil of Z. officinale at concentrations C5
— 187, C7 — 46, C8 — 23 mg/L (ppm); three experiments were performed: 1) pre-
treatment (which the treatment is with essential oil, and later with the mutagenic
agent); 2) simultaneous treatment (which the test organism receives the treatment
with essential oil and mutagenic agent simultaneously); 3) post-treatment (in this
case the treatment is made with mutagenic agent, and later with the essential oil).
Analysis of mutagenic activity reveals that only concentrations 3000, 750 and 375
mg/L showed significant results regarding genotoxicity, suggesting no damage
fixation. In the antimutagenic analysis, it was observed high rate of reduction of
demage in the simultaneous treatment and the post-treatment, suggesting action of
desmutagenic and bioantimutagenic activity. Therefore, the data obtained in this
study indicate that the essential oil of Z. officinale may have antimutagenic activity in

low concentrations (187, 46 and 23 mg/L).

Keywords: Ginger. Micronucleus. Clastogenic. Aneugenic. Medicinal plants. A.

cepa. Bioantimutagenic. Desmutagenic.
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1. INTRODUCAO

Uma das mais antigas formas de pratica medicinal na humanidade € o uso de
plantas com finalidades fitoterapicas, para prevencao, tratamento e cura de doencas
(SILVA et al., 2018; RAMALHO et al., 2018). De acordo com a Organiza¢gdo Mundial
da Saude (OMS), aproximadamente 60 - 80% da populacdo mundial vinda de paises
em desenvolvimento, devido a falta de condicfes financeiras ou falta de acesso a
medicina tradicional, dependem especialmente de plantas medicinais para cuidar de
sua saude, com isso h4 um aumento de estudos toxicogenéticos em plantas para
avaliar suas qualidades (SOARES et al., 2006; BAGATINI et al., 2007; CORREA et
al., 2018; SILVA et al., 2018).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais € uma pratica antiga que recebe varias
influéncias das culturas indigena, africana e europeia. Em 2009, foi elaborada pelo
Ministério da Saude a RENISUS (Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude), com a finalidade de direcionar estudos e pesquisas que
auxiliem o ajuste da relacdo dos fitoterapicos disponiveis para uso com a maxima
seguranca e eficiéncia no combate as doencas. O RENISUS conta com 71 espécies,
dentre as quais encontra-se o Zingiber officinale, especiaria utilizada e cultivada em
varios municipios brasileiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; OLIVEIRA, 2016).

O Zingiber officinale Roscoe, popularmente conhecido como gengibre, € muito
utilizado para fins medicinais e como especiaria culinaria. Possui mais de 115
constituintes quimicos (BODE, 2011), e em sua composicdo destacam-se 0S
carboidratos e lipidios, substancias ndo volateis; e também os 6leos essenciais,
substancias volateis que vém sendo amplamente estudados gracas a propriedades
como efeito antipirético e analgésicos (SUEKAWA et al., 1984; FRANCO, 2018),
antibacteriano (PARK et al., 2008; FRANCO, 2018), atividades imunomoduladoras
(CHARI et al, 2013; VIEIRA et al., 2014) e, principalmente, antioxidante (MASUDA et
al., 2004, EVERTON et al., 2019).

Véarias substancias utilizadas na medicina, como farmacos, podem induzir
mutacdes genéticas, portanto, agéncias reguladoras, como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e Food
and Drug Asministration (FDA) exigem que todo novo medicamento seja testado
guanto a seu potencial genotdéxico e mutagénico antes de passar para a fase de

pesquisa clinica para ser avaliado visando possivel lancamento no mercado
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(ARALDI et al., 2015). Logo, faz-se necessaria a avaliacdo toxicogenética e
antimutagénica de Zingiber officinale, tendo em vista sua importancia econémica e
medicinal, bem como a caracterizacdo da composicdo quimica de seu 6leo, a partir

da coleta de rizomas da regido Sul do Espirito Santo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A utilizacédo de Plantas Medicinais

O uso de plantas com fins medicinais é uma pratica mais antiga para
tratamento, cura ou prevencao. A utilizacdo das plantas era transmitida por geracoes
por meio do conhecimento popular (BRUNING, et al., 2012).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pode ser
considerada planta medicinal toda aquela que possuir substancias capazes de
apresentar algum tipo de acéo terapéutica (BRASIL, 2010).

Com a criacdo da PNPMF (Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos) pelo Decreto da Presidéncia da Republica n°. 5.813, de 22 de junho
de 2006, o uso seguro das plantas medicinais foi incentivado e, como consequéncia,
iniciou-se a discussao sobre a importancia, dificuldade, facilidade e efetuacdo de seu
uso. Ja com a efetivacdo e reconhecimento do uso dos fitoterapicos no SUS
(Sistema Unico de Saude) houve o aumento do acesso da populacdo & medicacéo
e, consequentemente, o aumento das possibilidades de tratamento, 0 resgate da
pratica milenar e o incentivo da combinag&o do conhecimento popular com a ciéncia
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente
80% da populacdo mundial utilizam préaticas tradicionais na atencdo primaria a
saude; desse total, 85% utilizam plantas medicinais provenientes da medicina
popular (ROSA et al., 2011; CARMO et al., 2016) e cerca de 40% dos medicamentos
gue sdao utilizados na medicina moderna, baseada na ciéncia experimental, possuem
origem natural, sendo que por volta de 25% deles possuem origem vegetal, 12% de
microrganismos e 3% de origem animal (YUNES, 2001; LIRA, 2007; OSLER, 2016).

O Brasil possui extensa diversidade de espécies vegetais e ampla diversidade
cultural, salientada pelos costumes dos povos nativos e colonizadores. A partir
desses costumes, € necessario o desenvolvimento de pesquisas cientificas que
permitam 0 uso seguro das espécies vegetais e comprovam suas propriedades
medicinais (BRUNING et al., 2012; CARNEIRO et al., 2014; SILVA et al., 2018).

O RENISUS foi elaborado em 2009 e divulgado pelo PNPMF, no qual foram
listadas as plantas medicinais que apresentam potenciais para originar produtos de

interesse ao SUS (Sistema Unico de Saude). A lista tem a finalidade de direcionar
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estudos académicos e foi elaborada a partir do levantamento das plantas medicinais
mais utilizadas de acordo com a sabedoria popular; o SUS ainda pretende ampliar a
lista para que se possa combater as doencas mais comuns dos brasileiros com
fitoterapia (MARMITT et al., 2015). A lista divulgada pelo PNPMF também deu
prioridade a plantas de facil acesso e que podem ser cultivadas em diversas regides
do Brasil. Dentre elas a Bauhinia fortificata, conhecida como pata-de-vaca, utilizada
como insulina natural nos anos 1980 e a Matricaria recutita, a camomila, empregada
como calmante e sedativo, por exemplo (FRANCO, 2018).

Hoje, é possivel encontrar fitoterdpicos em farmacias e lojas de produtos
naturais. Seu uso estd cada vez mais estendido gracas a cultura oriental e as
propagandas que prometem beneficios seguros e de forma natural, todavia para que
0 uso dos compostos naturais seja realmente seguro sdo nhecessarios testes
toxicolégicos para comprovacdo da eficacia e seguridade (JUNIOR, et al., 2005;
FIGUEIREDO, et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2018).

2.2. Zingiber officinale Roscoe

O Zingiber officinale, pertencente a familia Zingiberaceae, englobando mais
de 1200 espécies e conhecido popularmente como gengibre, foi descrito em 1807,
pelo botanico inglés William Roscoe (1753-1813) (figural). O género Zingiber possui
mais de 85 espécies, muito utilizado no oriente a mais de dois mil anos (SOUSA et
al., 2013).

O gengibre é uma especiaria rizomatica, nativa da Asia, que pode atingir até
1,50m de altura. E uma espécie monocotiledénea, herbacea, perene, com raizes
adventicias, possui pseudocaule ereto e pedinculos com flores hermafroditas. E
bem adaptada aos climas tropicais e subtropicais e se desenvolve em terrenos

arenosos, bem drenados, leves e férteis (CARDOSO, et al., 2019).
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Figura 1. Zingiber officinale Roscoe.

Fonte: Google, 2018.

De acordo com o Censo Agropecuario de 2017, o Brasil produziu
aproximadamente 23.629 toneladas de gengibre, sendo que 21.331 dessas
toneladas foram produzidas na Regido Sudeste, sendo o Espirito Santo responsavel
por 17.708 toneladas; as cidades de Domingos Martins, Santa Leopoldina e Santa
Maria de Jetib4 se destacam nessa producéo (IBGE/SIDRA, 2017).

Sua colheita pode ser realizada de 10 a 12 meses apdés o plantio, quando as
hastes e folhas comecam a apresentar coloracdo amarelada (EMBRAPA, 2001). A
parte consumida é o rizoma, de forma fresca, seca, em pé, cristalizada ou como cha.
Na culinéria, € empregado como aromatizante e condimento, concedendo sabor e
caracteristicas refrescantes as receitas. Como planta medicinal, o gengibre é
considerado uma das mais antigas e populares do mundo, sendo utilizado para
aliviar sintomas que vao desde inflamac¢des até desconfortos intestinais, indicado em
casos de colicas, dores de garganta, resfriados, nauseas e enjoos, gripe, asma,
bronquite, rouquidédo, reumatismo (MAJOLO et al., 2014; CUTRIM et al., 2019),
gracas a sua grande variedade de atividades biologicas, como: anti-inflamatoria,
antifangica, antiviral, antibacteriana (FRANCO, 2018), antiulcerativa, antitumoral
(PFEIFFER et al., 2006; DIEMER, 2016; CUTRIM et al., 2019); ele ainda possui
grande atividade analgésica e, principalmente, atividade antioxidante (MASUDA et
al., 2004, EVERTON et al., 2019).

Cada vez mais se da importancia aos antioxidantes, gragas a seu potencial
protetor contra danos citotoxicos. Por sua vez, os danos citotéxicos podem

ocasionar ou acelerar o aparecimento de algumas doencas gracas a acao de
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espécies quimicas conhecidas como radicais livres, que sdo formados pelas
oxidacOes do organismo (COSTA et al., 2014).

Sao considerados danos oxidativos quando as membranas das células sdo
danificadas pelo avanco da degeneracéo, o que pode ser diretamente relacionado a
varios tipos de doencas crbnicas, como doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e varios tipos de canceres, ja que o estresse oxidativo possui a
capacidade de induzir danos ao DNA, exaltando os processos de carcinogénese e
mutagénese. Parte dessa degeneracao € inevitavel, pois é causada pelos radicais
livres de oxigénio. No entanto, a degeneracdo também pode ser influenciada por
uma seérie de fatores externos, como consumo de alimentos demasiadamente
processados, quimicamente alterados, tabagismo e exposicdo a poluentes.
Antioxidantes naturais podem apresentar atividades chamadas antimutagénicas e/ou
antigenotoxicas, reduzindo a acao de agentes capazes de induzir danos ao material
genético (SILVA et al., 2011; VIDAL et al., 2018).

Os antioxidantes possuem a capacidade de doar radicais de hidrogénio para
neutralizar os radicais livres existentes retardando o efeito da oxidac&o (LEAO et al.,
2017).

Atualmente, devido a busca por uma vida mais saudavel, os antioxidantes
naturais tém sido procurados com grande frequéncia, ja que podem apresentar
melhores propriedades antioxidantes que os sintetizados, além de serem mais
sSeguros para consumo, Visto que pouco a pouco 0s sintéticos tém sido retirados do
mercado por demonstrarem riscos carcinogénicos (TOHMA et al., 2017; AQUINO et
al., 2017).

Visto que o Z. officinale possui componentes que apresentam propriedades
antioxidantes, ele pode ser apontado como uma fonte natural, uma vez que seus
componentes podem atuar como agentes redutores e doadores de hidrogénio afim
de atrasar os efeitos da oxidagao (AQUINO et al., 2017).

2.3. Oleo Essencial

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipossolaveis,
compostos aromaticos volateis, como terpenos, que sao originarios dos metabolitos
secundarios de algumas plantas. Ha trés classificacbes para os metabolitos

secundarios: os compostos fendlicos, que sdo constituidos de pelo menos uma
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hidroxila funcional ligada a um anel aromatico; os compostos nitrogenados, que
possuem nitrogénios em sua composi¢cao e sao sintetizados a partir de aminoécidos;
e 0S terpenos, que apresentam sua constituicdo basica formada por carbono e
hidrogénio (TAIZ E ZEIGER, 2013). Como o metabolismo secundario responde aos
estimulos ambientais, € possivel que haja diferengcas na composi¢cdo quimica de
Oleos essenciais da mesma espécie quando proveniente de regides diferentes, pois
as regibes podem apresentar mudancas de natureza bioldgica, fisica e quimicas,
pH, temperatura, umidade, fertilidade do solo, incidéncia e radiacdo solar, vento,
entre outros (ANDRADE et al., 2010; CUTRIM et al., 2019).

Oleos essenciais englobam substancias volateis lipofilicas geralmente
caracterizadas por aromas, liquidos (ROSA, 2011), e podem ser sintetizados em
todos os orgaos das plantas (SIANI et al., 2000). Podem ser instaveis em presenca
de luz, calor, umidade, substancias oxidantes, redutoras, pH extremo ou até mesmo
metais (CUTRIM et al., 2019). De forma geral, os principais constituintes dos 6leos
essenciais sdo os hidrocarbonetos, fendis, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres,
oxidos, peréxidos e furanos. A composicado dos 6leos pode ser variavel nas partes
da planta de onde é extraido; o momento do desenvolvimento que se encontra a
planta e o método de extracdo podem influenciar na propor¢cdo dos constituintes
(CUTRIM et al., 2019). Normalmente, os Oleos essenciais extraidos de plantas
apresentam grandes possibilidades de uso em industrias alimenticias, cosmética e
farmacéutica, como o 6leo essencial de laranja, que é utilizado na producdo de
perfumes, sabonetes, materiais de limpeza, balas e sucos (BIZZO, 2009).

Segundo recomendacdes da European Phatmacopeia (2002), os Oleos
essenciais do gengibre devem ser obtidos por meio do processo de hidrodestilacéo,
pois sdo compostos volateis. Também €é recomendado que sejam obtidos de
gengibre com casca, pois na auséncia dela o Oleo essencial perde muitos

Compostos.

2.4. Composicao quimica do 6leo essencial de Zingiber officinale

Em seu ambiente natural, os Oleos essenciais estdo relacionados com a
sobrevivéncia do organismo vegetal, exercendo importante papel na defesa contra
alguns insetos, fungos, virus, bactérias, passaros, morcegos e também na atragédo
de alguns agentes polinizadores (BAKKALI et al., 2008; CUTRIM et al., 2019).
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Os componentes dos 6leos essenciais possuem efeitos terapéuticos,
auxiliando no tratamento de doencas ja existentes, mas também podem apresentar
efeitos toxicologicos, manifestando-se de forma nociva ao organismo, porém o0s
efeitos que podem ser expressos pelos 6leos essenciais dependem tanto de seus
componentes, quanto da dosagem utilizada (GROSSMAN, 2005; SILVA, 2018).

A composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais pode ser afetada pelo local de
origem do material vegetal. No Oleo de gengibre proveniente da Regido Sul do
Espirito Santo, podemos encontrar alguns terpendides, ou terpenos, hidrocarbonetos
cujas estruturas biossintéticas derivam-se de unidades do isopreno (figura 2),
contendo cinco carbonos cada (PASSOS, 2013).

Figura 2. Estrutura quimica do Isopreno.

I
H;C—C—C=CH,
Isopreno H

Fonte: Google, 2018.

As diferentes classes de terpenos sado: monoterpenos (terpenos com 10
unidades de carbono), sesquiterpenos (terpenos com 15 unidades de carbono),
disterpenos (terpenos com 20 unidades de carbono) (PASSOS, 2013).

Na medicina popular podemos encontrar relatos de plantas ricas em terpenos
que sado utilizadas como analgésicas, ansioliticas, anticonvulsivantes, sedativas,
tranquilizantes (PASSOS et al., 2009; PASSOS, 2013).

O canfeno ((1R)-2,2-Dimethyl-3-methylenebicyclo[2.2.1]heptane), o citral
((2E)-3,7-Dimethyl-2,6-octadienal) (mistura isomérica entre neral e geranial e
resultado da conversao do acetato de geranila) e o 3-felandreno ((3S)-3-Isopropyl-6-
methylenecyclohexene) (tabelal), presentes no 6leo essencial do gengibre, sao
monoterpenos naturais, de baixo custo, renovaveis e abundantes. S&o as
substancias responsaveis pela capacidade de combater as dores de garganta,
rouquiddo, tosse, gripes, resfriados, enjoo e nauseas. Os derivados do canfeno

podem apresentar certa atividade citotoxica contra células de melanoma humano
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(SOARES, 2008; PASSOS, 2013). De acordo com Kapur et al. (2016), o citral
(mistura isomérica de neral e geranial e resultado da conversdo do acetato de
geranila) possui a capacidade de inibir o crescimento de tumores de mama in vivo
por meio de mecanismo ndo citotéxico, com o aumento dos radicais de oxigénio
intracelular, responsaveis por provocar estresse oxidativo, ativando o gene que
predispde o encerramento do ciclo celular nas fases S e G1, ocasionando a
apoptose das células que possuem danos genéticos. O citral também apresenta
efeitos positivos contra outros tipos de canceres, como na inducdo da apoptose das
células leucémicas (MARTINO et al., 2011; TISSERAND e YOUNG, 2014). O B3-
felandreno, por sua vez, vem apresentando indicios de boa atividade anti-
inflamatoria e inducéo de morte celular (SIQUEIRA et al., 2016).

Dentre os sesquiterpenos, o a-zingibereno ((5R)-2-Methyl-5-[(2S)-6-methyl-5-
hepten-2-ylI]-1,3-cyclohexadiene) é responsavel pelo cheiro caracteristico e pode
contribuir com até 30% do O6leo essencial do gengibre. Muito estudado no
melhoramento genético, 0 a-zingibereno é capaz de conferir resisténcia a
artrépodes-praga e a acaros (FREITAS et al., 2000). O a-curcumeno (1-Methyl-4-(6-
methyl-5-hepten-2-yl)benzene) confere ao gengibre a capacidade anti-inflamatoria,
além de melhorar a funcdo imunolégica (CHAVES et al., 2012) . Todavia, a-
zingibereno e a-curcumeno também vém sendo estudados pela capacidade de
inducdo do processo apoptético para eliminacdo de células cancerigenas (LEE,
2016). O o-farneseno ((3E,6E)-3,7,11-Trimethyl-1,3,6,10-dodecatetraene) é
estudado por seus efeitos antioxidantes e antigenotdxicos, expressando potencial
terapéutico para distarbios neurodegenerativos (TURKEZ et al., 2013). E o o-
sesquifelandreno (3-Methylene-6-(6-methyl-5-hepten-2-yl)cyclohexene) contribui na
ativacao de fatores apoptéticos, dificultando a sobrevivéncia de células cancerigenas
(TYAGI et al., 2015).



Tabela 1. Estrutura quimica de alguns compostos encontrados no 6leo
essencial de Zingiber officinale.
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Monoterpenos

Férmula Estrutural

Canfeno
(1R)-2,2-Dimethyl-3-
methylenebicyclo[2.2.1]heptane

B-felandreno
(3S)-3-Isopropyl-6-

methylenecyclohexene

Neral
(22)-3,7-Dimethyl-2,6-octadienal

Geranial
(2E)-3,7-Dimethyl-2,6-octadienal

Acetato de Geranila
(2E)-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-yl
acetate
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Sesquiterpenos Formula Estrutural

a-curcumeno

1-Methyl-4-(6-methyl-5-hepten-2- —
yl)benzene
HO
a-zingibereno 0
(5R)-2-Methyl-5-[(2S)-6-methyl-5-hepten- /
2-yl]-1,3-cyclohexadiene HO —
0

a-farneseno
(3E,6E)-3,7,11-Trimethyl-1,3,6,10-

dodecatetraene

3-sesquifelandreno
3-Methylene-6-(6-methyl-5-hepten-2-

yl)cyclohexene

Fonte: http://clubedaquimica.com/index.php/2018/04/14/gengibre-e-sua-quimica/
https://www.dovepress.com/cr_data/article_fulltext/s74000/74669/img/DDDT-74669-F01.png Acesso
em 18 mar. 2019.

2.5. Avaliacao das plantas medicinais para o mercado

Nos paises em desenvolvimento, o consumo de produtos provenientes de
plantas medicinais aumenta a cada dia, porém a toxicidade de plantas medicinais é
um problema de salde publica, pois existe pouco conhecimento dos efeitos
adversos e toxicos, como a interacdo com outras drogas (JUNIOR, et al., 2005;
DUARTE et al., 2018).

Algumas substancias podem ser iminentemente agressivas, apresentando
efeitos perigosos. Quando isolada, determinada substancia provinda de plantas
medicinais pode manifestar atividade citotoxica e/ou genotoxica, podendo até
mesmo estar relacionada com a ocorréncia de tumores (AMES, 1983; VARANDA,

2006; SILVA, 2018). A toxicidade avalia o potencial toxico de determinada
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substancia e se faz de grande importancia na area da validagdo dos fitoterapicos
(SILVA, 2018). A atividade citotoxica pode apresentar efeitos letais e a atividade
genotoxica pode levar a alteracbes no material genético causadoras de certos tipos
de doencas (BOCHINIE, 2017; FIGUEIRA, 2017).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o érgao
responsavel pela regulamentacdo dos fitoterapicos, estabelece, por meio da
Resolucdo n° 90 de 2004, que todos os medicamentos fitoterapicos devem ser
avaliados quanto a sua toxicidade (YUNES, 2014).

Os testes toxicoldgicos sdo de grande importancia, porém devem ser simples,
sensiveis e reprodutiveis. Muitos bioensaios usam organismos vegetais; 0s ensaios
bioquimicos podem envolver desde enzimas e receptores, a cultura de células
animais ou humanas (MACIEL et al., 2002; SILVA et al.,, 2018). Os bioensaios
vegetais avaliam o nivel de toxicidade de agentes em diferentes concentracdes
pelas andlises da porcentagem de germinacdo, crescimento radicular, tempo de
germinacdo (com avaliacdes diarias), indice da velocidade de germinacéo (SIMOES
et al., 2013; FORMIGHEIRI et al., 2018).

2.6. Potencial Alelopatico e Fitotoxicidade

Algumas espécies vegetais possuem a capacidade de inibir ou estimular o
desenvolvimento de outras espécies por meio da liberacdo de substancias quimicas
no ambiente, substancias essas que s&o provenientes da acdo do metabolismo
secundario das plantas (CARVALHO et al., 2016). Quando liberadas no ambiente
essas substancias causam alteragcdes no metabolismo e na morfologia de espécies
vizinhas (FIORENZA et al., 2016).

Por serem derivadas do metabolismo secundario das plantas, as substancias
alelopaticas podem estar presentes em quantidades diferentes em cada vegetal,
pois dependem do 6rgdo da planta em que foram produzidas, podendo também ser
toxicas para outras espécies vegetais durante diferentes periodos de
desenvolvimento (BARBOSA et al., 2018).

O potencial alelopéatico dessas substancias desperta grande interesse nos
estudos e desenvolvimento de produtos que podem ser utilizados como
bioherbicidas, reduzindo os prejuizos causados por ervas daninhas em ambientes
agricolas (MACIEL et al., 2017).
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A fitotoxicidade é a acdo toxica que determinada substancia pode provocar
nas plantas. Ela é avaliada da germinacdo ao crescimento radicular e aéreo do
vegetal, pois a avaliacdo fitotoxica permite determinar se a substancia em estudo é
capaz de inibir a germinacdo das sementes, o desenvolvimento das plantas e o
crescimento das raizes, que por sua vez, tem o primeiro contato com a substancia
testada e, consequentemente, sdo as primeiras a apresentar os efeitos causados
(TRAUTMANN et al., 1998; ASLAM et al., 2007; ARAGAO, 2017; JORGE, 2018).

De acordo com Trautmann e Krasny (1987), quando o grau de germinacao é
maior que 80% ndo ha inibicdo no crescimento da planta, porém abaixo 80% a
substancia comeca a apresentar niveis de inibicdo. Batista e Batista (2007)
classificam o grau de germinacdo como sendo acima de 85% néo toxico, de 70 a
80% moderadamente toxico, de 50 a 70% toxico, de 30 a 50% muito tdxico e abaixo

de 30% como extremamente toxico.

2.7. Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

A citotoxicidade é a capacidade de um agente em produzir efeitos letais ou
subletais, avaliando as propriedades nocivas de uma substancia em relacdo as
células (GALTER, 2016; BOCHNIE et al., 2017).

Os ensaios de citotoxicidade sdo essenciais na caracterizacdo de substancias
gue visam algum tipo de aplicacdo médica, pois 0 ensaio propfe-se avaliar se a
substancia em questdo apresenta efeitos destrutivos as células, uma vez que a
citotoxicidade esta ligada a capacidade intrinseca de determinada substancia em
promover algum tipo de alteracdo metabdlica celular (ARAGAO, 2017; PONTES,
2018).

A genotoxicidade € a capacidade que algumas substancias ou agentes
possuem de induzir alteragcbes que podem ser responsaveis pelo surgimento de
alguns tipos de canceres ou doencas hereditarias no material genético dos
organismos expostos. Os agentes genotoxicos interagem com o material genético,
podendo gerar alteracbes na molécula de DNA que podem ou nao ser reparadas;
qgquando nédo reparadas, sdo capazes de formar aductos e alteracbes oxidativas.
Majoritariamente, o dano causado pelo agente genotdxico é reparado pelo préprio
organismo ou ocorre a eliminacdo da célula danificada (KRUGER, 2009; FIGUEIRA,
2017).
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Portanto, a genotoxicidade possibilita avaliar efeitos de exposi¢cao do material
genético a um determinado agente que resulta em manifestacdes de alteracdes
cromossOmicas as quais possibilitam reparo, sendo elas: troca entre cromatides
irmas - quando ha troca de segmentos entre os filamentos eucariéticos replicados na
mitose; formacéo de adutos de DNA - onde compostos carcinogénicos se ligam ao
DNA; sintese de DNA ndo programada - quando a sintese do DNA ocorre
independente da duplicacdo cromossdmica; lesbes no DNA - quando danos que
induzem desvios em relacédo a conformacdo normal do DNA e gue se ndo reparados
podem resultar em mutacdes (ALMEIDA, 2013; SANTOS, 2015; FIGUEIRA, 2017).

Eventualmente, se a lesdo genotoxica for fixada, concedendo alteracdes
hereditarias - também chamadas de mutacdes, capazes de perenizar nas células
filhas durante a replicacdo - o agente apresenta potencial mutagénico (KRUGER,
2009; COSTA et al., 2014).

A mutagenicidade é a capacidade que um agente pode apresentar de
aumentar ou induzir a frequéncia de mutacées em um organismo. Assim, a
mutagenicidade verifica se 0 agente pode causar alteracdo nuclear permanente no
contetdo ou estrutura do material genético, sendo elas: substituicdo de pares de
bases, alteragcbes na matriz de leitura - ocorrendo por adicdo ou delecdo de
nucleotideos - altera¢cdes no nimero de cromossomos e alteragdes na estrutura dos
cromossomos. Ainda que ocorram mutacdes espontaneas, a maioria é instigada por
agentes fisicos, quimicos e biologicos, aos quais podemos ser expostos
constantemente (COSTA et al., 2014; FIGUEIRA, 2017).

Uma das formas de avaliar a mutagenicidade de substéncias € pela
frequéncia de microndcleos (MN), massas cromossdémicas semelhantes ao ndcleo
principal e que se expressam nas células-filhas como consequéncia de danos das
células parentais que néo foram reparados ou que foram reparados erroneamente.
Os micronucleos, formados como consequéncias de danos genéticos que nao foram
reparados, sdo corpusculos de cromatina parecidos com um pequeno nucleo,
ficando separados do nucleo principal. S&o originados por fragmentos de
cromossomos acéntricos (que nao possuem centromero) quando ha a acéo
clastogénica (quebra cromossémica), ou cromossomos inteiros que devido a danos
no centrobmero ou defeitos na citocinese se atrasam durante a migracao para 0S
polos na anafase, indicando efeitos anugénicos (perda cromossémica) (COSTA et
al., 2014; FIGUEIRA, 2017).
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As clastogéneses ocorrem quando o0 agente mutagénico atua gerando
alteracdes no aparelho mitético, o que pode ocasionar pontes anafasicas, que por
sua vez também estdo relacionadas as quebras cromossdmicas e a formacéo de
micronucleos (BIANCHI et al., 2015; OLIVEIRA, 2016). As aneugéneses sao
resultado de alteracdes estruturais que ocorrem nos mecanismos de formacao do
fuso mitético, podendo ocasionar atrasos e perdas cromossomicas, relacionados a

formacéo de microndcleos (figura 3) (BIAZI et al., 2018).

Figura 3. Esquema de formag&o de micronucleo causada por evento
clastogénico (A) e aneugénico (B).
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Fonte: Mind the graph com altera¢cdes, 2019.

Outra forma pela qual se pode avaliar a mutagenicidade é a presenca de
brotos nucleares, que podem ser gerados por meio da supressdao de DNA
extracromossémico na fase da interfase. Os brotos nucleares apresentam sua
localizagéo na periferia celular, podem ser facilmente identificados durante a analise
mutagénica e podem ser frequentes em processos oncogenéticos, nos quais ha

predisposicdo genética associada a incidéncia de cancer (OLIVEIRA, 2016).
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2.8. Antigenotoxicidade e Antimutagenicidade

Um agente fisico, quimico ou biologico que altera o material genético pode ser
classificado como mutageno, induzindo aumento de mutacdes genéticas (BIAZI et
al., 2018). Todavia, quando o agente possui capacidade de reducao das taxas de
mutacao ou é capaz de reverter danos genotoxicos, tal agente é chamado de anti-
mutageno. Sabe-se que as mutacfes estdo envolvidas tanto com processos
carcinogénicos quanto com outros tipos de doencas, como cardiacas e
degenerativas. Portanto, da-se grande importancia aos estudos dos potenciais
antigenotoxicos e antimutagénicos com o intuito de promover a saude por meio das
informacdes sobre as plantas medicinais utilizadas (LEME et al., 2008; BIAZI et al.,
2018).

Uma das maneiras mais favoraveis ao controle de doencas é a prevencao,
que esta diretamente ligada a habitos de vida saudaveis, como o consumo de frutas
e vegetais, 0s quais podem contribuir com a diminuicdo da incidéncia de doencas
como o cancer. A prevencao atribuida ao consumo de frutas e vegetais é conferida
principalmente as acdes antigenotoxicas e antimutagénicas contidas nesses
alimentos (VIEIRA et al., 2015; CARNEIRO, 2016).

A antigenotoxicidade é a capacidade de inibir a ocorréncia de danos
espontaneos ou induzidos antes que sejam fixados. Os testes de antigenotoxicidade
sdo usados para caracterizar os efeitos de um determinado agente que em contato
com o material genético pode ocasionar reparos em DNA com alteracdes
cromossémicas (CARITA, 2010; VALENTE et al., 2016).

A antimutagenicidade € o processo pelo qual ha reducdo da frequéncia da
mutacdo espontanea ou induzida. Os testes de antimutagenicidade verificam se o
agente € capaz de reduzir a taxa de mutacdes, assim, 0s agentes antimutagénicos
atuam como protetores da molécula de DNA, prevenindo 0s organismos contra a
inducéo de danos genéticos e de doencas relacionadas a alteragbes promovidas nas
células (CARITA, 2010; GALTER, 2016, GHELLER et al., 2017).

Os agentes antimutagénicos podem ser classificados em duas classes:
desmutagénicos, quando a substancia possui a capacidade de reduzir os efeitos
genotoxicos do agente, por meio do bloqueio da agdo dos agentes indutores de
danos; e os bioantimutagénicos, que agem depois da ocorréncia do dano, atuando

como moduladores do reparo e da replicacdo do DNA. Na acdo de desmutagénese,
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gue ocorre de forma extracelular, o agente atua como protetor, expressando sua
capacidade de inativar um agente mutagénico por meio da atuacao direta sobre a
substancia indutora de mutacdes genéticas; assim inativa de forma quimica, fisica
ou enzimatica, bloqueando ou modificando mutdgenos antes que ocorra a ligagcao
com o DNA. A inativagdo quimica ou fisica pode ocorrer por meio da ligacao direta
com o0 mutadgeno, ja a inativacdo enzimatica ocorre impedindo a ativacdo do
metabolismo de mutagénicos. Nas inativagcdes quimicas ou fisicas pode ocorrer
também o sequestro de radicais livres, impedindo sua ligacdo ao DNA, o que da ao
agente a capacidade antioxidante. Na acdo bioantimutagénica que ocorre no nivel
celular, os agentes sdo capazes de modular o reparo e a replicacdo do DNA,
inibindo os possiveis erros do sistema de reparo ou estimulando o reparo livre de
erros, participando da supressdo das mutacfes genéticas apds a sucessdo dos
danos ao DNA, o que consequentemente aumenta a fidelidade da replicacdo do
material genético (CARNEIRO, 2016; OLIVEIRA, 2016; GHELLER et al., 2016).

2.9. Allium cepa como bioindicador

O Allium cepa € um bioindicador de possiveis efeitos divergentes em
cromossomos. Ele é muito utilizado em estudos genotoxicos, antigenotdxicos,
mutagénicos e antimutagénicos de varias substancias, por se apresentar como um
organismo padrdo para testes rapidos, no qual as substancias interagem com o0s
acidos nucléicos, permitindo identificar possiveis riscos ou beneficios para os seres
humanos (VARANDA, 2006; FRESCURA et al., 2013).

Além de ser a espécie mais indicada pela “Royal Swedish Academy of
Science” (FISKESJO,1985) e pelo “Gene-Tox Program” (GRANT, 1982), apresenta
alta sensibilidade e equipara-se com testes animais; € de facil manuseio, baixo
custo, apresenta resultados em curto prazo e possui boas condicbes cromossémicas
para estudos de danos. Seu caridtipo consiste em oito pares de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (FISKEJO, 1985; CARDOSO, 2017). As células
meristematicas radiculares de A. cepa apresentam grande eficiéncia em estudos
citogenéticos e apresentam similaridade com sistemas de testes em mamiferos em
relacdo & mutagenicidade (BIAZI et al., 2018).

O teste A. cepa possui facil analise, ja que as alteracbes cromossémicas

podem ser observadas em qualquer uma das fases da divisdo celular. Essas
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alteracdes que sdo apontadas como indicios de atividade mutagénica propiciada por
agentes clastogénicos (quebra de cromossomos) e agentes aneugénicos (perda de
cromossomos) (MATSUMOTO et al.,, 2006; LEME e MARIN-MORALES, 2008;
FILHO et al., 2019).

Nos estudos de plantas medicinais, o sistema Allium cepa € bem aceito
levando em conta que suas raizes entram em contato direto com a substancia, o que
permite a avalicdo de diferentes concentracdes; além disso, esses testes possuem
alta correlacdo observada com os resultados de sistemas de testes em animais
(VICENTINI, et al., 2001, BAGATINI, et al., 2007; RODRIGUES et al., 2016).

ApOs a exposicdo a substancia por determinado tempo podem ser avaliados
tanto os efeitos citotdxicos como genotdxicos: 0s citotoxicos por meio da reducao do
crescimento das raizes ou da diminuicdo do indice mitético e os genotoxicos pela
andlise da formagdo de microndcleos ou anormalidades da anafase-telofase
(KRUGER, 2009; GALTER, 2016); ainda podem ser observados os efeitos
mutagénicos e antimutagénicos, com as analises de alteracbes nucleares
(BRAGATINI et al., 2007; FILHO et al., 2019).

Tendo em vista a popularidade e utlizacdo de Zingiber officinale
conjuntamente com o interesse medicinal do rizoma faz-se necessaria a avaliagao
toxicogenética e antimutagénica do Oleo essencial de rizomas de gengibre
provenientes da Regido Sul do Espirito Santo, assim como sua caracterizacao

quimica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a composi¢&o quimica do
Oleo essencial de Zingiber officinale de rizomas provenientes da Regido Sul do

Espirito Santo e avaliar a possivel atividade toxicogenética e antimutagénica.

3.2. Objetivos Especificos

1) Realizar a caracterizacdo fitoquimica do 6leo essencial de Zingiber
officinale;

2) Analisar o efeito fitototoxico do Oleo essencial nas concentracfes de 3000,
1500, 750, 375, 187, 93, 46 e 23 mg/L (ppm) no desenvolvimento inicial de Allium
cepa;

3) Avaliar os potenciais citotdxico, genotoxico e mutagénico do 6leo essencial
nas concentragdes de 3000, 1500, 750, 375, 187, 93, 46 e 23 mg/L (ppm);

4) Avaliar a antimutagenicidade do 6leo essencial nas nas concentracdes de
3000, 1500, 750, 375, 187, 93, 46 e 23 mg/L (ppm);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Vegetal

Os rizomas de Zingiber officinale foram adquiridos no periodo de abril de
2018, em comércio local da cidade de Alegre, Regido Sul do Espirito Santo, Brasil,
onde predomina o clima tropical, com maior taxa de pluviosidade no verao e clima
seco no inverno.

Para os ensaios bioldgicos, foram utilizadas sementes de Allium cepa da
variedade “Baia Periforme” da marca Top Seed. O tempo de tratamento variou de

acordo com os objetivos de cada metodologia.

4.2. Extracao do Oleo essencial

A extracdo do Oleo essencial de Z. officinale foi realizada por meio da
hidrodestilacao, utilizando aparelho do tipo Clevenger. Aproximadamente 1 kg do
rizoma foi triturado e transferido para o baldo volumétrico com agua destilada na
proporcdo de 1:10. Apdés a hidrodestilagdo, o hidrolato obtido foi centrifugado
promovendo a separacao entre as fases aquosa e oleosa. O 6leo (sobrenadante) foi

retirado e armazenado em frasco ambar em freezer.

4.3. Anélise da composicao quimica do 6leo essencial

A analise dos constituintes do Oleo essencial de Z. officinale seguiu o
protocolo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) -
foi utilizado o cromatografo da marca Shimadzu QP2010 Plus. Utilizou-se gas Hélio
(He) como carregador com vazao de 1,0 mL/min, iniciando a temperatura de 60° C,
seguindo um aumento gradual de 5° C a cada 1 minuto até atingir 220° C,
permanecendo a essa temperatura por aproximadamente 10 minutos. Foi
adicionado 1 pL de oleo essencial ja a temperatura de 240° C. A area relativa dos
compostos foi determinada por seu percentual relativo, no qual foram identificados

0S compostos com area relativa maior que 5% (CUTRIM et al., 2019).
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4.4. Bioensaios com Allium cepa

Os testes foram realizados para avaliar a fitotoxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade de diferentes concentracdes
do 6leo essencial.

O dleo essencial de Zingiber officinale foi diluido utilizando o solvente DMSO
(dimetilsulfoxido) nas concentracdes de C1 - 3000, C2 - 1500, C3 - 750, C4 - 375,
C5-187,C6-93, C7 - 46 e C8 - 23 mg/L (ppm), baseadas nos estudos de Esmaeili
et al. (2018).

O experimento foi montando em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), utilizando cinco repeticbes para cada tratamento. Para o controle negativo
(CN), foi utilizada agua destilada e para o controle positivo (CP), trifluralina na
concentracéo final de 0,84 g/L e o como solvente para as concentracdes do 6leo
essencial foi utilizado o DMSO (dimetilsulfoxido).

e Método Continuo:

Foram utilizadas cinco placas de Petri com 9cm de diametro para cada
tratamento, forradas com papel filtro, nas quais 30 sementes de Allium cepa foram
adicionadas e expostas a 3 mL das diferentes concentracbes dos tratamentos
diluidos em DMSO por 96 horas, em temperatura controlada de 24° C.

e Método Descontinuo:

As sementes de A. cepa foram germinadas em &agua por 72 horas até as
raizes atingirem aproximadamente 2 mm de comprimento; posteriormente, foram
transferidas para placas de Petri para os experimentos de pré-tratamento (1),
tratamento simultaneo (2) e pos-tratamento (3). O pré-tratamento (1) recebeu 3 mL
de diferentes concentracdes dos tratamentos diluidos em DMSO por 48 horas e 3
mL de agente mutagénico por mais 48 horas; o tratamento simultaneo (2) recebeu
as diferentes concentragdes dos tratamentos diluidos em DMSO juntamente com o
agente mutagénico durante 48 horas; e o poOs-tratamento (3) recebeu 3 mL de
agente mutagénico por 48 horas e posteriormente 3 mL de diferentes concentracdes

dos tratamentos diluidos em DMSO por mais 48 horas.
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4.5. Andlise de Fitotoxicidade

Apls a germinagdo das sementes de A. cepa pelo método continuo, a
avaliacdo da fitotoxicidade foi realizada em 24, 48, 72 e 96 horas, de acordo com
Maguirre (1961). O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi calculado de
acordo com o somatoério do numero de plantulas geminadas (G1, G2, G3, etc.) a
cada dia e dividido pelo nimero de dias decorridos (N1, N2, N3, etc.). A germinacao
das sementes e o comprimento radicular (CR) foram avaliados ap6s as 96 horas de

tratamento.

4.6. Analise de Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

As andlises de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foram
realizadas em raizes provindas do método continuo, pelo qual as raizes foram
tratadas com diferentes concentracdes de Oleo essencial de Z. officinale durante 96
horas e a germinacédo foi avaliada em quatro ciclos celulares, de acordo com o

esquema da figura 4:

Figura 4. Delineamento experimental do modelo continuo por periodo de avaliacao
da germinacao.

Sementes
+

Oleo essencial de Zingiber officinale

Oh 24h 48h 72h 96h

Apdés a exposicdo ao tratamento, as raizes de A. cepa foram observadas e
medidas com o auxilio de um paquimetro digital para a analise do comprimento
radicular. Posteriormente, as raizes foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy
3:1 (etanol: &cido acético) durante 24 horas.

Passada a etapa da fixacdo, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1 M a 60° C,
durante 8 minutos. Em seguida, as raizes foram imersas em Reativo de Schiff por

duas horas em local escuro. As laminas foram confeccionadas pela técnica de
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esmagamento suave - foram analisadas cinco laminas para cada tratamento,
totalizando 5000 células por tratamento.

A avaliacdo da citotoxicidade foi feita de acordo com o indice mitético (IM),
cujo somatorio do numero de células em profase, metafase, anafase e tel6fase foi
dividido pelo numero total de células observadas e multiplicado por cem.

A andlise da genotoxicidade foi avaliada por meio da frequéncia de alteracbes
cromossbmicas (AC), das quais foram observadas neste trabalho: perda
cromossOmica, cromossomo com quebra, cromossomo aderente, c-metafase, ponte,
atraso, anafase multipolar e multipolar com ponte - o somatério de cada uma das
alteracdes, respectivamente, foi dividido pelo niumero total de divisées.

A mutagenicidade foi analisada de acordo com a frequéncia de células com
micronucleo (MN), quantificadas por meio da divisdo do numero de células
micronucleadas pelo numero total de células observadas, multiplicado por cem a fim

de obter a porcentagem.

4.7. Analise de Antimutagenicidade

Para as andlises de antimutagenicidade foi utilizado o método descontinuo,
que contou com trés experimentos distintos: pré-tratamento, tratamento simultaneo e
pos-tratamento. A agua destilada foi utilizada como controle negativo (CN) e
trifluralina como controle positivo (CP). Para andlise da antimutagenicidade, foram
utilizadas as concentragbes C5, C7 e C8 por ndo apresentarem nenhum tipo de
dano genotdxico ou mutagénico na andlise de mutagenicidade.

No pré-tratamento, as sementes foram germinadas em agua destilada por 72
horas e, posteriormente, foram tratadas com as diferentes concentragbes do Oleo
essencial de Z. officinale por 48 horas, antes de serem expostas ao agente

mutagénico (trifluralina) por mais 48 horas (figura 5):
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Figura 5. Delineamento experimental do modelo descontinuo utilizado no pré-

tratamento.
Sementes Oleo essencial Agente
* de Zingiber Mutagénico
Agua Destilada I officinale
Oh 72h 120h 168h

No tratamento simultdneo, apds a germinacdo em agua destilada por 72
horas, as sementes foram expostas aos tratamentos com diferentes concentracdes
do 6leo essencial de Z. officinale juntamente com o agente mutagénico (trifluralina),

durante 48 horas (figura 6):

Figura 6. Delineamento experimental do modelo descontinuo utilizado no tratamento
simultaneo.

Oleo essencial de
Zingiber officinale
+
Agente Mutagénico

Oh 72h 120h

Sementes
+

Agua Destilada

Para o pés-tratamento, as raizes germinadas, apés as 72 horas em agua
destilada, foram tratadas com o agente mutagénico (trifluralina) por 48 horas antes
de terem contato com os tratamentos do Oleo essencial de Z. officinale por mais 48

horas (figura 7):

Figura 7. Delineamento experimental do modelo descontinuo utilizado no pés-

tratamento.
Sementes Agente Oleo essencial
) + Mutagénico de Zingiber
Agua Destilada officinale

I

Oh 72h 120h 168h
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A antimutagenicidade foi estimada considerando células com auséncia ou
presenca de micronucleo. Para reducdo de danos antimutagénicos, foi empregada a
férmula (figura 8), na qual CN € o controle negativo, CP € o controle positivo e Trat é

o tratamento em questao:

Figura 8. Formula de Reducéo de Danos.

a b
Reducio (%) = —+—x100
a c

Fonte: Roberto, 2016.
Onde:
a = numero de células com micronicleo e quebra cromossémica no CP;
b = nimero de células com microndcleo e quebra cromossémica presente nos tratamentos;

€ = nimero de células com micronicleo em quebra cromossémica no CN;
4.8. Andlise Estatistica

Os dados avaliados de Allium cepa foram apresentados como média * desvio
padrdo. Os pacotes estatisticos, STATISTICA 7.1 da StatSoft Inc. (2005), e Infostat
foram utilizados para a analise estatistica; os dados foram analisados quanto a
homogeneidade (Levene's e Brown & Forsythe's) e normalidade (Shapiro-Wilks).
Seguindo a premissa dos dados que nao seguiram a distribuicdo normal, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis com significancia de p < 0,05 com a finalidade de comparar

as médias de cada parametro.
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5. RESULTADOS

5.1. Rendimento do 6leo essencial

O rendimento da extracdo do 6leo essencial foi calculado com base no
volume de dOleo obtido pela hidrodestilacdo em relagdo a massa do material vegetal
utilizado.

Para o presente estudo, a massa de rizoma de Zingiber officinale utilizada foi

de 1 kg, obtendo 1,6 mL de 6leo. O rendimento foi de 0,16% de 6leo essencial.

5.2. Analise da composicado quimica do 6leo essencial

Na tabela 2, estéo relacionados os componentes presentes no 6leo essencial,
nos quais os componentes majoritarios foram a-Zingibereno (22,7%), a-Farneseno
(14,9%) e Geranial (13,8%).

Tabela 2. Constituintes identificados (>5%) do 6leo essencial de Zingiber officinale.

Ordem de Eluicao Composto’ Acer (%)°
1 Canfeno 7,2
2 3-Felandreno 7,4
3 Z-Citral 8,1
4 Geranial 13,8
5 Acetato de geranil 11,0
6 a-Curcumeno 5,7
7 a-Zingibereno 22,7
8 a-Farneseno 14,9
9 3-Sesquifelandreno 9,2

!Compostos identificados. “Compostos com &rea relativa >5% foram identificados.

5.3. Fitotoxicidade em Allium cepa

Por meio dos ensaios com Allium cepa, foram avaliados a porcentagem de
germinacao, o indice de velocidade de germinacgéo (IVG) e o crescimento radicular
(CR).
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Ao avaliar a porcentagem de germinagdo (figura 9) foi observada uma
reducdo significativa de 66,36% nas concentragdes C1 - 3000 e C2 -1500 mg/L,
63,63% em C3 - 750, 53,63% em C4 - 375 e 42,72% em C5 -187 mg/L, quando
comparados ao controle negativo. O DMSO, utilizado para diluicdo das
concentracdes do 6leo essencial, se manteve compativel com o controle negativo, o

que indica que n&o houve influéncia dele na germinacéo.

Figura 9. Porcentagem de germinacao de raizes de A. cepa expostas a diferentes
concentracdes do 6leo essencial de Zingiber officinale.
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As médias seguidas com as mesmas letras nas barras ndo diferem estatisticamente entre si,
em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Kruskal Wallis. CN — controle negativo; CP —
controle positivo; DMSO — dimetilsulfoxido.

No indice de velocidade de germinacéo (figura 10), a reducao foi de 81,64%
em C1 - 3000 mg/L e 80,48% em C2 - 1500 mg/L, 79,21% em C3 - 750 mg/L,
69,17% em C4 - 375 mg/L, 66,63% em C5 - 187 mg/L e 55,54% em C6 - 93 mg/L.
Nas concentracOes de C7 - 46 e C8 - 23 mg/L, n&do foram constatadas alteracdes
significativas em relacdo ao controle negativo, sugerindo que quanto menor a
concentracdo do tratamento, maior a porcentagem de germinacdo e do indice de

velocidade de germinagéo observado
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Figura 10. indice de velocidade de germinacéo (IVG) de raizes de A. cepa expostas
a diferentes concentragdes do 6leo essencial de Zingiber officinale.
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As médias seguidas com as mesmas letras nas barras ndo diferem estatisticamente entre si,
em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Kruskal Wallis. CN — controle negativo; CP —
controle positivo; DMSO — dimetilsulfoxido.

Em relacdo ao crescimento radicular (figura 11), a redu¢cdo no comprimento
das raizes, houve alteracdes significativas em C1 - 3000, C2 - 1500, C3 - 750, C4 -
375, C5 - 187, C6 - 93 e C7 — 46 mg/L com taxas de 66,00%, 61,42%, 55,81%,
50,02%, 48,33%, 45,53% e 45,70%, respectivamente. A concentragdo C8 néo

expressou reducgao significativa.
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Figura 11. Crescimento radicular (CR) de raizes de A. cepa expostas a diferentes
concentracfes do Oleo essencial de Zingiber officinale.
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As médias seguidas com as mesmas letras nas barras ndo diferem estatisticamente entre si,
em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Kruskal Wallis. CN — controle negativo; CP —
controle positivo; DMSO — dimetilsulféxido.

A reducdo no crescimento radicular também pode ser notada comparando as

raizes germinadas nas diferentes concentragdes do 6leo essencial (figura 12).

Figura 12. Comparacgéo entre o crescimento radicular das raizes de A. cepa
expostas as diferentes concentracdes do 6leo essencial de Zingiber officinale.
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CN - controle negativo; CP — controle positivo; DMSO — dimetilsulféxido.
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5.4. Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade pelo sistema de

Allium cepa

Na analise de citotoxicidade, avaliada pelo indice mitético em células
meristematicas de A. cepa, foi observado que as concentracbes C1 - 3000, C2 -
1500, C4 - 375, C5 - 187 e C6 - 93 mg/L apresentaram redugao significativa no
indice mitético (7,24, 8,00, 7,44, 8,08, 8,04% respectivamente) em relacdo ao
controle negativo (tabela 3); as concentracdes C3- 750, C7 - 46 e C8 - 23 mg/L néo
expressaram alteracdes significativas em relacao ao indice mitético.

Para todas as concentragcbes analisadas, ndao foram observados danos de
aberracdes cromossdmicas significativas, porém algumas alteracbes foram
registradas, como: perda cromossémica, aderéncia cromossbmica, c-metafase,
anafase com ponte, anafase com atraso e anafase multipolar (figuras 13 e 14). Para
os danos genotoxicos foram consideradas as células com alterac6es cromossdmicas
desconsiderando as células micronucleadas, apresentaram alteracdes significativas
em relagdo ao controle negativo nas concentragbes C1 - 3000, C3 - 750 e C4 — 375
mg/L (tabela 3).

Figura 13. Células meristematicas de A. cepa expostas a diferentes concentracdes
do Gleo essencial de Zingiber officinale.

A — célula na interfase com micronucleo; B — anafase normal;
C - anafase com ponte cromossOmica (seta); D — c-metéafase poliploide.
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Em relacdo a mutagenicidade, observou-se que n&o houve aumento
significativo em nenhuma das concentracdes testadas de 6leo essencial (tabela 3).
Os danos mutagénicos, onde foram consideradas as quebras cromossémicas e as
células micronucleadas, também nédo apresentaram alteracdes significativas quando

comparados ao controle negativo.
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Tabela 3. Alteracdes no ciclo celular em células meristematicas de A. cepa expostas a diferentes concentracdes do 6leo essencial
de Zingiber officinale.

Dano Dano
Tratamento IM (%) AC (%) MN (%) Genotoxico Mutagénico Proéfase (%) Metafase (%) Anafase (%) Telofase (%)
CN 8,96+0,42"  1,53+0,96°™¢ 0,20+0,16®  0,87+0,92® 0,86+0,48%° 32,45+2,57° 23,37+2,23%"  32,76+3,71"°  13,97+3,12°
cP 8,56+0,28°  8,87+3,06°  1,32+0,37°  7,02#1,66°  3,17+1,73°  34,62+1,64% 22,92+2,25°  30,60+2,21*°  13,97+3,27°
3000 7,24+0,40°  2,78+1,76°®  0,30+0,35% 2,21+0,75°% 0,87+1,57*° 31,64+3,91° 26,66+3,81°" 29,85+4,05°°  11,78+3,57°
1500 8,00+£0,44°  3,05+2,03°%  0,28+0,23° 2,03+1,53* 1,30+1,21%" 34,92+4,13% 23,07+3,02°™° 31,76+2,06"°  11,23+3,27°
750 8,44+0,86°  4,48+0,70°  0,44+0,34"  3,09+0,65%  1,82+1,37°  31,46+3,14®° 22,62+2,16°  3583+2,01  11,78+3,30°
375 7,44+0,30%°  4,91+4,64%  0,46+0,21"  4,10+£3,68°"  1,27+1,12°" 32,24+1,89%  29,26+2,33"  2502+254*  13,70+0,97°
187 8,08+0,64*  0,96+1,60°°  0,12+0,13®  0,96+1,60"  0,12+0,13°  31,97+1,55° 26,74+2,10° 30,15+1,40%  12,33+1,37°
93 8,04+0,41%°  1,53+1,10™° 0,16+0,09® 0,7620,69°™ 0,93+0,77%°" 32,90+2,07%  23,86+0,74*  29,58+1,09°  15,07+2,17°
46 8,22+0,20"  0,48+0,65%  0,22+#0,29"  0,48+0,65°  0,22+0,29%  34,54+0,67% 24,41+0,90°° 30,66+1,56™  11,78+2,08
23 8,28+0,53%  1,47+0,61™" 0,14+0,17%° 1,21+0,07*°  0,40+0,57%°  33,60+1,04> 40,17+2,44*° 3129+0,52°"  12,06+1,79°
DMSO 8,92+0,29°  1,14+0,82*°  0,00+0,00°  0,45+0,61°  0,69+1,04°™ 31,39+1,87% 2554+1,44°° 3229+1,27%  13,15+1,56°

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia pelo teste Kruskal Wallis.
CN - controle negativo; CP — controle positivo; DMSO — dimetilsulfoxido; IM — indice mitético; AC — alteragBes cromossémicas; MN - micronucleo.
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5.5. Antimutagenicidade em Allium cepa

Quanto a antimutagenicidade, avaliada pela frequéncia de micronucleos e
guebras cromossdmicas em relacdo a porcentagem de reducdo de danos, a
concentracdo C5 -187 mg/L ndo apresentou reducdo de danos mutagénicos no pré-
tratamento. Porém, no tratamento simultaneo, C5 - 187 mg/L apresentou 94,87% de
reducdo de danos e 105,13% no pés-tratamento. A concentragcdo C7 - 46 mg/L
expressou a menor reducdo de danos no pré-tratamento, com 10,26%; ja no
tratamento simultaneo, a reducdo dos danos mutagénicos foi de 41,03% e no pés-
tratamento a reducao de danos causados pelo agente mutagénico foi de 71,79%.

A menor concentracdo, C8 - 23 mg/L, demostrou uma reducdo de danos
mutagénicos de 56,41% no pré-tratamento, 32,05% no tratamento simultaneo e

30,77% na pos-tratamento.
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Tabela 4. Porcentagem de reducéo de micronucleo (MN) + quebra cromossémica em células de A. cepa submetidas a diferentes
tratamentos com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Zingiber officinale.

Experimentos

Pré-Tratamento Tratamento Simultaneo Po6s-Tratamento
Tratamentos
Reducéao do Reducéao do Reducéo do
MN + Quebra MN + Quebra MN + Quebra
Dano (%) Dano (%) Dano (%)
CN 0,28+0,162 - 0,28+0,162 - 0,28+0,162 -
CP 1,06+0,62°° - 1,06+0,62° - 1,06+0,62° -
187 1,56+0,59° -64,10 0,32+0,362 94,87 0,24+0,182 105,13
46 0,98+0,52%¢ 10,26 0,74+0,49%° 41,03 0,50+0,29%° 71,79
23 0,62+0,50%° 56,41 0,81+0,35% 32,05 0,82+0,16" 30,77

As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significAncia, pelo teste de Kruskal Wallis.
CN - controle negativo; CP — controle positivo; MN — microntcleo.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, o 6leo essencial de Zingiber officinale apresentou
rendimento de 0,16%. De acordo com Dabague (2013), o 6leo essencial do gengibre
se acumula em seus rizomas e normalmente possui rendimento inferior ao da
maioria das espécies aromaticas, como por exemplo, o Rosmainus officinalis
(alecrim) com meédia de 2,13 a 1,09%. O rendimento do 6leo essencial pode ser
influenciado por diversos fatores, como a metodologia empregada, tempo de
extragcdo, parte vegetal utilizada. Como o0s Oleos essenciais provém de metabdlitos
secundarios, vale ressaltar que séo resultados da interagdo quimica entre as plantas
e 0 ambiente. Os fatores, como clima, luminosidade, nutricdo, temperatura,
caracteristicas do solo, época e horério de colheita, entre outros, podem influenciar
na extracdo (FERNANDES, 2012; CUTRIM et al., 2019).

Utilizando o método de arraste a vapor por meio do aparelho Clevenger com
alteracdes, Diemer (2016) obteve rendimento de 0,18% na extracdo do Oleo
essencial de gengibre. Ja Silva et al (2014) e Cutrim (2019) obtiveram rendimento de
0,13%; Martins (2010) descreve rendimento de 0,37% em um periodo de quatro
horas, utilizando a mesma metodologia. Portanto, o rendimento de 6leo essencial
obtido neste trabalho estda de acordo com os dados relatados na literatura por
Diemer (2016) e de Cutrim (2019), sugerindo que ndo houve influéncias externas
capazes de acometer o rendimento de extracdo do 6leo essencial.

Os compostos presentes no 6leo essencial de Z. officinale (tabela 2) provindo
de raizes cultivadas no Sul do Espirito Santo apresentam similaridade com os
compostos descritos por Dabague (2011) em raizes de gengibre cultivado no
municipio de Morretes, no Paran&, com excecdo apenas de dois compostos que ndo
estdo presentes no Oleo essencial extraido de raizes do Espirito Santo, eucaliptol e
3-bisaboleno. Cutrim (2019) extraiu o 6leo essencial de Z. officinale de raizes
cultivadas em S&o Luis, no Maranhdo, regido que também é litordnea. Quando
comparados 0os compostos provenientes de gengibre do Maranhdo e do Sul do
Espirito Santo nota-se similaridade, como por exemplo, 0 composto majoritario, que
em ambos os casos foi 0 a-zingibereno, porém ha alguns compostos a mais no 6leo
essencial de raizes cultivadas no Maranhéo (tabela 2).

Na analise da composi¢cdo quimica do 6leo essencial de Z. officinale, foram

observados os monoterpenos acetato de geranila ((2E)-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-1-
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yl acetate), neral ((2Z)-3,7-Dimethyl-2,6-octadienal) e geranial ((2E)-3,7-Dimethyl-
2,6-octadienal) (que em mistura isomérica formam o citral), que despertam grande
interesse na industria farmacéutica e alimenticia, pois podem ser utilizados na
perfumaria, na sintese de vitamina A e até mesmo para formulacdo de aromas
alimenticios. Também s&o atribuidas a eles atividades antimicrobianas e
antifingicas do 6leo, além de atuarem na defesa quimica da planta contra a acdo de
predadores (GUIMARAES et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SILVA, 2016).

Outros monoterpenos observados na composicdo do 6leo essencial de Z.
officinale cultivado no Sul do Espirito Santo foram o canfeno ((1R)-2,2-Dimethyl-3-
methylenebicyclo[2.2.1]heptane) e 3-felandreno ((3S)-3-Isopropyl-6-
methylenecyclohexene), presentes principalmente em plantas de regides tropicais do
Brasil, como as regides Sudeste e Centro-Oeste do pais. Além de alguns derivados
do canfeno possuirem propriedade inseticida, também apresentam atividades
citotéxicas em células de melanoma humano e possuem grandes chances de se
tornarem farmacos com atividade antitumoral, gracas a sua capacidade
antiploriferativa e potencial terapéutico frente ao melanoma, agindo como indutor de
apoptose e intervindo diretamente no ciclo celular (SOARES, 2008; PASSOS, 2013).
Ja o B-felandreno, utilizado pela industria farmacéutica na producéo de fragrancias,
detém também acdo digestiva e atividade antimicrobiana para diferentes tipos de
bactérias, fungos e leveduras (SIQUEIRA et al.,, 2016). Conjuntamente, o0 R-
felandreno tem apresentado fortes evidéncias de acdes anti-inflamatorias,
apresentando capacidade de modulacdo da migracdo de neutréfilos e inibicdo de
citocinas inflamatdérias e atividades antinociceptivas (SIQUEIRA et al., 2016). Outros
estudos com células tumorais ainda discutem a capacidade do R-felandreno de
induzir morte celular e autofagia (HSIEH et al., 2014; HSIEH et al., 2015; LIN et al.,
2015).

Da classe dos sesquiterpenos foram quantificados o a-curcumeno (1-Methyl-
4-(6-methyl-5-hepten-2-yl)benzene), a-zingibereno ((5R)-2-Methyl-5-[(2S)-6-methyl-
5-hepten-2-yl]-1,3-cyclohexadiene), a-farneseno ((3E,6E)-3,7,11-Trimethyl-1,3,6,10-
dodecatetraene) e  a-sesquifelandreno  (3-Methylene-6-(6-methyl-5-hepten-2-
yhcyclohexene). Compostos como o a-curcumeno e a-zingibereno vem sendo
estudados gracas a sua capacidade de ativagdo da caspase-3, um dos principais
executores do processo apoptético, que por sua vez, é capaz de eliminar células

cancerosas ou malignas sem danificar as células normais e os tecidos circundantes.
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Ambos obtiveram resultados citotdéxicos em células SiHa, células cancerigenas do
colo do utero, provindas do HPV-16 (virus do papiloma humano de alto risco
oncogénico) (SHIN et al., 2013; LEE, 2016).

Ja o a-farneseno pode ser capaz de prevenir a heurodegeneracao por meio
de mecanismos antioxidantes e antigenotoxicos, apresentando potencial terapéutico
para Alzheimer, Parkinson, entre outros disturbios neurodegenerativos do sistema
nervoso; pois, com o passar do tempo, as catecolaminas, um grupo de hormdénios
semelhantes produzidos na medula adrenal, podem ser oxidadas, gerando peroxido
de hidrogénio (H.O,), um metabdlito toxico que pode causar danos ao DNA de
neurdnios corticais. Estudos recentes sugerem que o0 a-farneseno apresenta efeitos
protetores contra a citotoxicidade induzida pelo perdxido de hidrogénio (TURKEZ et
al., 2013). O R-sesquifelandreno, de acordo com os estudos de Tyagi et al. (2015),
pode aumentar a expressdo de fatores pré-apoptoticos, podendo inibir a
sobrevivéncia de células cancerigenas.

Na andlise de fitotoxicidade, as concentragcdes 3000, 1500, 750, 375 e 187
mg/L apresentaram alteracdes significativas em relacdo a reducdo da germinacao,
do indice de velocidade de germinacdo e do crescimento radicular. Nas
concentracbes mais baixas, 93, 46 e 23 mg/L, a média do crescimento radicular foi
mantida, sugerindo que em baixas concentracdes o 6leo essencial de Z. officinale
ndo afeta o desenvolvimento radicular. Esses resultados sugerem potencial
alelopatico, em que h& a capacidade bioherbicida, originados por metabdlitos
secundarios das plantas (MIRANDA et al., 2015). Estes herbicidas podem estar
relacionados aos efeitos do citral, que por sua vez é capaz de atuar na defesa
quimica da planta contra a agdo dos predadores ou aos derivados do canfeno, que
podem expressar acdo inseticida. Os Oleos essenciais de plantas medicinais,
sobretudo as aromaticas, também sdo considerados alternativas seguras no controle
de fungos, que também pode estar relacionado a a¢ao do citral, resultado da mistura
isomérica de neral e geranial; € encontrado no 6leo essencial de Z. officinale e vem
sendo estudado como fungicida gracas a seu potencial de inibicdo de crescimento
micelial (COSER, 2018).

As menores concentracdes (93, 46 e 23 mg/L) ndo demonstraram capacidade
de reducdo da porcentagem de germinacédo (figura 9) e do indice de velocidade de
germinacao (figura 10). Em relacdo ao crescimento radicular, apenas a

concentracdo C8 ndo expressou capacidade em reduzir o tamanho das raizes
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(figura 11 e 12), sugerindo que em baixas concentracdes (23 mg/L) o déleo essencial
de Z. officinale ndo expressa efeitos alelopaticos.

A citotoxicidade do Oleo essencial de Z. officinale, avaliada pelo indice
mitético (IM), as concentragcdes 3000, 1500, 375, 187 e 93 mg/L expressaram
reducdes significativas, que podem ser explicadas pela agéo citotdxica de derivados
do canfeno, descrita por Soares (2008) e Passos (2013). Esses autores descrevem
as atividades indutoras de apoptose relacionadas a alteragcdes no ciclo celular,
indicando alto potencial para estudos antitumorais. O a-curcumeno e a-zingibereno
também podem estar relacionados a atividade citotoxica das concentracdes ja que
ambos os compostos estéo relacionados ao processo apoptético (LEE, 2016).

Com base nos estudos de Aragao et al. (2015), as taxas de indice mitotico,
alteracdes cromossdmicas e alteracdes nucleares estdo diretamente ligadas ao
desenvolvimento da raiz de uma planta, logo, quando ha a diminuicdo do indice
mitotico em razao da exposicdo ao 6leo essencial, o numero de divisbes celulares e
de células viaveis € reduzido, dificultando o desenvolvimento de 6rgaos vegetais,
como € o caso das raizes, em que seu crescimento depende do aumento do nimero
de células.

A interferéncia no desenvolvimento das raizes, como resultado da reducéo do
indice mitético em 3000 e 1500 mg/L pode enfatizar o potencial alelopatico das
concentracdes, visto que ndo sO o efeito do aleloquimico sobre a germinacao da
planta deve ser avaliado, mas também as mudancas fisiolégicas no sistema vegetal,
que € indicativo de atividade citotoxica (SILVA et al., 2016).

Em relacdo a genotoxicidade, as concentracbes 3000, 750 e 375 mg/L
expressam danos significativos (tabela 3), o que insufla que altas concentragdes do
Oleo essencial podem ocasionar lesGes celulares, porém esses danos podem ser
passiveis de reparo (OLIVEIRA, 2016).

Neste trabalho, foram observadas com baixa frequéncia as seguintes
alteracbes cromossémicas: perdas cromossémicas, aderéncias cromossdémicas, c-
metafases, pontes anafasicas, e anafases multipolares (figura 3). As perdas
cromossOmicas podem ser provocadas por atrasos cromossOmicos durante a
separacao que ocorre na anafase (REZENDE, 2018). J& os cromossomos aderentes
sdo originados por alguma mudanga estrutural nos cromossomos, que altera a
condensagao cromossOmica normal, resultando em estruturas cromossOmicas

aglomeradas. Essas anormalidades sao resultados da interacdo de substancias
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toxicas com as moléculas do DNA, provocando condensacdo de DNA ou ligacdes
entre cromatides (DIEGUES et al., 2015; GALTER, 2016).

A frequéncia de alteracdes cromossdmicas pode estar associada a fatores
como a atuacdo do 0Oleo essencial em fibras do fuso mitotico, acarretando aumento
das taxas de c-metafases nas maiores concentracdes - quando ha alteracdes nas
fibras do fuso a metafase é interrompida e os cromossomos podem ser visualizados
em alto grau de condensacdo com centromeros bem definidos (LEME e MARIN-
MORALES, 2009; GALTER, 2016). Ja as pontes cromossdmicas vém como
consequéncia da juncdo de extremidades cromossOmicas quebradas, formando
cromossomos que se ligam aos dois polos do fuso mitético (COSTA et al., 2014).

Foram observados também atrasos anafasicos. Segundo os estudos de
Queiroz et al. (2016), os atrasos na anafase mitdtica diminuem a velocidade de
migracao e disjuncado dos cromossomos, que podem ser responsaveis pela reducéo
das taxas de mutacdes espontaneas. A taxa de anafases multipolares também
aumentou exponencialmente de acordo com as concentracdes do 6leo essencial,
elas ocorrem quando h& mais de um fuso acromatico durante o ciclo mitotico
(FERNANDES et al., 2009). Nao foram observadas, todavia, alteracbes mutagénicas
significativas, o que sugere que ndo houve fixacdo dos danos genotoxicos (figura 3).

Para o teste de antimutagenicidade, foi utilizado o modelo descontinuo de
germinacao de sementes de A. cepa, no qual as sementes foram germinadas em
agua destilada até atingirem aproximadamente 2 mm de tamanho, antes de serem
expostas aos diferentes tratamentos (tabela 4).

Foram observadas apenas células com micronucleos, que podem ser
resultando de uma quebra (evento clastogénico) ou perda cromossdmica (evento
aneugénico). As perdas cromossdmicas podem ocorrer devido a alteracdes nos
microtubulos, que interferem diretamente na separacdo da cromatide, o que pode
gerar células com diferencas numéricas de cromossomos e, consequentemente, a
formacdo de células filhas desiguais ou portadoras de ndcleos assimétricos.
Esporadicamente, cromossomos atrasados também podem formar micronucleos
(ARAGAO et al, 2015; REZENDE, 2018).

As concentracdes utilizadas nos ensaios antimutagénicos foram 187, 93 e 23
mg/L, pois elas ndo expressaram diferencas significativas em relacdo a
genotoxicidade (tabela 3).
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No pré-tratamento, 187 mg/L ndo foi capaz de reduzir danos, em
contrapartida, 46 mg/L apresentou uma taxa de reducao de danos de 10,26% e 23
mg/L de 56,41%. Os agentes desmutagénicos sdo aqueles capazes de proteger o
DNA contra danos causados por agentes externos. De acordo com Magosso (2015),
esses agentes expressam suas agdes preferencialmente no pré-tratamento, o que
propde que o Oleo essencial de Z. officinale pode atuar como protetor da célula
mediante bloqueio ou modificagdo do agente mutagénico, impedindo seu contato
com o DNA. Vale a pena ressaltar que o a-farneseno € um dos componentes
majoritarios encontrados no 6leo essencial e que vem sendo estudado gracas a seu
potencial antioxidante, que pode agir como protetor da célula contra a degeneracéo
das membranas, dificultando a passagem de agentes mutagénicos intermembras
(TURKEZ et al., 2013).

Para a analise realizada no tratamento simultaneo, as concentracdes 187, 46
e 23 mg/L reduziram danos de 94,87, 41,03 e 32,05%, respectivamente. De acordo
com os estudos de Mauro et al. (2014), o tratamento simultdneo pode agir tanto
como agente desmutagénico como agente bioantimutagénico, atuando na
prevencao e no reparo de danos genéticos, respectivamente, o que poderia explicar
a alta taxa de reducao de danos observada nesse tratamento. Esse fato sugere que
0 Oleo essencial de Z. officinale poderia inativar 0 agente mutagénico por meio do
bloqueio ou modificacdo para que ndo entre em contato com o material genético
(desmutagénese) ou modulando a replicacdo e o reparo do DNA, inibindo os
possiveis erros do sistema de reparo (bioantimutagénese) (GHELLER et al., 2017).

No poés-tratamento, as concentracdes 187, 46 e 23 mg/L foram capazes de
reduzir os danos em 105,13, 71,79 e 30,77%, respectivamente, sugerindo a
eficiéncia do Oleo essencial de Z. officinale na bioantimutagénese, que esta
relacionada a capacidade ja existente na célula de corrigir os danos no material
genético (MAGOSSO, 2015).

Além de apresentar taxas de reducdo de danos, sugerir capacidade de
atuacdo como agente desmutagénico e bioantimutagénico, e de possuir compostos
gue podem ser capazes de induzir a apoptose de células tumorais, como o citral -
capaz de provocar estresse oxidativo em células ativando o gene que estimula o
encerramento do ciclo celular, incentivando a apoptose em células com erros no
DNA (TISSERAND, 2014); ou o canfeno e o R-felandreno, os quais possuem

capacidade antiproliferativa e de inducédo a morte celular (PASSOS, 2013; LIN et al.,
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2015); ou o a-curcumeno e o0 a- zingibereno, capazes de ativar a caspase-3, que
atua como um dos principais executores do processo apoptotico; e o a-
sesquifelandreno, que aumenta a expressdo de fatores que levam a apoptose
(TYAGI et al., 2015)

O dleo essencial de Z. officinale possui compostos antioxidantes, 0os quais
ndo causam danos citotéxicos e auxiliam no processo de retardo da degeneracéo da
membrana celular, dificultado a entrada de moléculas indutoras de danos ao DNA, o
gue pode estar associado a prevencédo de varias doencas e reprimir 0s processos de
carcinogénese e mutagénese (COSTA et al., 2014; VIDAL et al., 2018).

Vale ressaltar que o a-farneseno, composto em abundéancia no 6leo essencial
de Z. officinale, possui propriedades antioxidantes e antigenotoxicas, o que sugere

repressao na fixacao de lesdes no DNA (TURKEZ et al., 2013).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As andlises de fitotoxicidade e citotoxicidade indicam que em altas
concentragbes o Oleo essencial de Z. officinale podem apresentar potencial
alelopético, que pode ser explicado devido a componentes como o canfeno, a-
curcumeno e a-zingibereno.

Também foi observado potencial genotdxico nas concentracdes mais altas do
0leo essencial (3000, 750 e 375 mg/L), todavia ndo foram expressas alteracdes
mutagénicas, o que sugere que nao ha fixacdo de danos, apesar de altas
concentracdes do 6leo essencial serem capazes de ocasionar lesdes celulares.

Frente as taxas de reducdo de danos mutagénicos, pode-se sugerir que o
Oleo essencial de Z. officinale expressou atividades antimutagénicas, atuando
melhor em baixa concentracdo (C8 — 23 mg/L) quando analisado no pré-tratamento,
sugerindo potencial protetivo, que pode ser indicativo de atividade desmutagénica.

Atesta-se também a expressdo de atividade antimutagénica em alta
concentracdo (C5) quando avaliado no pos-tratamento, esse fato sugere atividade
bioantimutagénica e, no tratamento simultaneo, pode apresentar acdo de atividades
desmutagénicas e bioantimutagénicas, na qual a concentracdo do 6leo essencial foi
diretamente proporcional a taxa de reducéo de danos.

Com base nos resultados € possivel sugeris que o 6leo essencial de Zingiber
officinale ndo apresenta atividades toxicogenéticas capazes de danificar o material
genético; e ainda apresenta atividade antimutagénica, atuando tanto como agente
bioantimutagénico tanto como agente desmutagénico. O que pode sugerir o uso do
0leo essencial como antioxidante e até mesmo como antitumoral, porém séao

necessarios mais estudos para que o mesmo seja utilizado com essas finalidades.
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