(R

x
b
Yy . v/

UFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
APLICADAS A SAUDE

JULIA SANTANA LISBOA

EFEITOS ANTIOXIDANTES DOS COMPOSTOS FENOLICOS
E INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
Zingiber officinale EM Caenorhabditis elegans: revisao sistematica

e analise in vivo.

Lagarto-SE
2024



JULIA SANTANA LISBOA

EFEITOS ANTIOXIDANTES DOS COMPOSTOS FENOLICOS
E INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE

Zingiber officinale EM Caenorhabditis elegans: revisao sistematica

e analise in vivo.

Lagarto-SE
2024

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a
Salude (PPGCAS) da Universidade
Federal de Sergipe (UFS) como requisito
a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Aplicadas a Saude.

Orientadora: Prof* Dr2 Adriana Gibara
Guimarées

Coorientador: Prof® Dr° James Almada da
Silva



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO CAMPUS DE LAGARTO UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SERGIPE

Lisboa, Julia Santana
L769e Efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos e investigacdo do
potencial antioxidante de Zingiber officinale em Caenorhabditis
elegans: revisdo sistematica e analise in vivo / Julia Santana Lisboa
; orientadora Adriana Gibara Guimardes. — Lagarto, SE, 2024.
72f. ;1.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Aplicadas a Salde) -
Universidade Federal de Sergipe, 2024.

1. Gengibre. 2. Antioxidantes. 3. Nematoda. 4. Plantas

medicinais. 5. Fenois. |. Guimaraes, Adriana Gibara, orient. II.
Titulo.

CDU 615

CRB5/ 1810



JULIA SANTANA LISBOA

EFEITOS ANTIOXIDANTES DOS COMPOSTOS FENOLICOS
E INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
Zingiber officinale EM Caenorhabditis elegans: revisao sistematica

e analise in vivo.

Dissertacdo apresentada a Banca Examinadora de Defesa
do Programa de Péds-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a
Saude da Universidade Federal de Sergipe como requisito
a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Aplicadas a
Saude.

Aprovada em: / /

1° Examinador: Profa. Dra. Raphaela Barroso Guedes

2° Examinador: Profa. Dra. Tais Cristina Unfer

3° Examinador: Profa. Dra. Grace Anne Azevedo Déria

PARECER




AGRADECIMENTOS

Ao Ser Divino, pelo dom da vida e por ser minha forca diaria e nunca ter me abandonado
e nem soltado minhas maes nos diversos momentos em que pensei em desistir. Gratidao meu
bom deus por todas as béncaos derramadas no meu caminho. Sem ti, nada seria.

A minha mée, Telma Santana, por ser a melhor pessoa da face da terra, a vocé devo
minha vida e tudo que sou. Gratiddo por ser minha maior incentivadora, minha forca diaria,
meu alicerce. Obrigada por sempre acreditar em mim, até mesmo nos momentos que eu duvidei
da minha capacidade.

Ao meu pai, Edson Barbosa, por ser minha inspiracdo de forca e persisténcia. Ver o seu
caminhar me motiva a ir além. Gratiddo pelas oportunidades oferecidas e por cada conselho
dito nesse trilhar. Vocé é meu exemplo de vitdria.

Aos meus avos, Antdnio, Edite e Valdice, por todo ensinamento, acolhimento e carinho
ao longo da vida. E uma gratiddo em especial a Zeinha (in memoriam), sindbnimo de forga e
amor, sempre sendo meu grande heroi e guardido, onde quer que eu esteja. Hoje sua neta é
mestre, meu avo.

A toda minha familia, tios (as) e primos (as), por todo apoio, presenca, amor e torcida,
¢ por meio de vocés que me renovo e obtenho forgas para continuar. “Ohana quer dizer familia.
Familia quer dizer nunca abandonar ou esquecer.” VOC&s sempre estardo comigo.

Aos meus sobrinhos de coracgéo e afilhada, por me fazerem querer ser melhor a cada dia,
pelo ensinamento diario e por alegrarem meus dias com 0 amor mais puro de crianga. A tia de
vOCés sO quer ser um ser humano que sirva de exemplo e inspiracdo para voceés.

Ao meu companheiro, Gabriel Silva, por ser um parceiro excepcional. Nesses Ultimos
dois anos nada faceis, fomos parceiros de verdade, dividimos as afli¢cdes, as responsabilidades,
a casa, a vida e os sonhos. E em meio as turbuléncias vocé me acalmou, me levantou nas varias
vezes que cai, enxugou cada lagrima, me tirou diversos sorrisos e aguentou cada surto. Gratidédo
por sempre me incentivar a ir além e acreditar no meu potencial. Somos uma bela dupla.

A minha orientadora, Profa. Dra. Adriana Gibara, por ter aberto essa grande
oportunidade na minha vida, desde o inicio da graduacdo. Gratid@o por ter me acolhido em seu
grupo de pesquisa. Obrigada por toda paciéncia, aprendizado transmitido e por ter me ensinado
a ser melhor. Vocé é um ser humano impar e essencial nessa minha jornada.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. James Almada da Silva, por ter cedido o seu laboratorio,
por seu comprometimento, disponibilidade, apoio e contribui¢cdes nesta pesquisa. Gratidao por

ser um ser humano incrivel, que além de professor, é amigo.



Ao LAFACE, Laboratério de Farmacologia Clinica e Experimental, por ter sido
minha segunda casa nos ultimos dois anos e por ter me ensinado tanto.

Aos laboratorios, NUPPNAF, LABIC e de Enzimologia, pela parceira e pela
disponibilidade proporcionando a execucdo dos experimentos. E aos alunos que 0s
constituem por serem sempre solicitos e pacientes.

Aos alunos do grupo de pesquisa, em especial a Vitoria, Pablo, Akleyton e Annamel,
por toda ajuda durante os experimentos e por toda a partilha durante essa trajetoria.

Aos meus bons amigos, em especial Jamille e Mariana, por escutarem todas
lamentacdes, por me apoiarem e, muitas vezes, me acalentarem com palavras de carinho.
Vocés sdo essenciais em minha vida e, com certeza, tornaram este caminho mais leve.

A todos que contribuiram de forma direta e indireta para a realizacao deste trabalho,

meu muito obrigada!



“You’ll never know how strong you are until being

’

strong is the only choice you have.’

(Johnny Depp).



RESUMO

Os produtos naturais estdo sendo cada vez mais estudados para o tratamento e prevencao de
diferentes patologias, a exemplo daquelas que envolvem desequilibrio redox. Neste contexto,
destaca-se o Zingiber officinale (gengibre), uma espécie vegetal amplamente utilizada ao redor
do mundo e inserida na Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude, devido ao seu alto potencial farmacologico (atividade antioxidante, anti-inflamatoria
e antiemética ja4 descritas). Estas propriedades tém sido associadas a rica composicdo
fitoquimica desta espécie, sobretudo do seu rizoma, o qual € constituido por compostos
bioativos, destacando os gingerois. Tradicionalmente, os estudos pré-clinicos destes produtos
séo realizados com roedores. Entretanto, considerando a necessidade de atendermos aos
principios bioéticos dos 3Rs, faz-se necessaria a utilizagdo de métodos alternativos para a
realizacdo de estudos experimentais. Assim, o Caenorhabditis elegans tem demonstrado ser
uma poderosa ferramenta para a realizacao de diversos estudos, uma vez que apresenta genes e
vias de sinalizacdo semelhantes aos dos humanos. Com isso, 0 objetivo deste projeto é compilar
evidéncias do efeito antioxidante dos compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante de
Z. officinale em C. elegans. Na revisdo sistemética, foram selecionados 37 estudos testando a
atividade antioxidante em compostos fendlicos utilizando esse modelo alternativo. Dentre 0s
estudos, 61 substancias foram testadas, e 46 mostraram-se promissoras, com redugéo de EROS
e/ou aumento das enzimas antioxidantes; e o estado larval mais mencionado foi L4, com
exposicao cronica. Os testes para determinar a atividade antioxidante dos compostos foram: de
determinacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), quantifica¢do das enzimas antioxidante
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH) e Malonaldeido
(MDA). Na parte experimental, o gengibre foi adquirido em feira livre para obtencao do extrato
bruto por particdo liquido-liquido, da frac&o rica em gingerois por cromatografia em camada
delgada e do 6-gingerol por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrémetro
de massas e ressonancia magnética nuclear. Para avaliacdo da atividade antioxidante, os C.
elegans foram expostos a fracdo rica em gingerois (0,25, 0,5, 1, 2 e 4 mg/mL) e submetidos a
determinacdo da taxa de sobrevivéncia, estresse térmico e geracdo de EROs. Os vermes
sobreviveram em todas as concentragdes da fracdo rica em gingerois pré-definidos. Alem disso,
observou-se maior resisténcia ao estresse térmico e uma diminuicdo de EROs nos vermes que
foram expostos ao substrato em comparagdo ao grupo controle, sem exposi¢do. Dessa maneira,
os resultados obtidos sugerem que os compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante
nos C. elegans, e consequentemente, o gengibre também possui tal atividade. Assim, 0s
compostos fendlicos e os gingerois podem influenciar/melhorar as diversas patologias que estdo
relacionadas ao desequilibrio redox.

Descritores: Zingiber officinale; efeito antioxidante; Caenorhabditis elegans.



ABSTRACT

Natural products are increasingly used for the treatment and prevention of various pathologies,
such as situations involving redox imbalance. In this context, Zingiber officinale (ginger) stands
out, a plant species widely used throughout the world and included in National List of Medicinal
Plants of Interest to the Unified Health System, due to its high pharmacological potential
(antioxidant, anti-inflammatory, and antiemetic activities have already been described). These
properties have been associated with the rich phytochemical composition of this species,
especially its rhizome, which is composed of bioactive compounds, notably gingerols.
Traditionally, preclinical studies of these products are conducted with rodents. However, in
consideration of the need to adhere to the bioethical principles of the 3Rs, it is essential to
explore alternative methods for experimental studies. Thus, Caenorhabditis elegans has proven
to be a powerful tool for conducting various studies, given its genes and signaling pathways
that are similar to those of humans. Therefore, the objective of this project is to compile
evidence of the antioxidant effect of phenolic compounds and evaluate the antioxidant activity
of Zingiber officinale in C. elegans. In the systematic review, 37 studies were selected testing
the antioxidant activity of phenolic compounds using this alternative model. Among the studies,
61 substances were tested, and 46 showed promise, with a reduction in ROS and/or an increase
in antioxidant enzymes; and the most mentioned larval state was L4, with chronic exposure.
The tests to determine the antioxidant activity of the compounds were: determination of reactive
oxygen species (ROS), quantification of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH) and malonaldehyde (MDA). In the experimental
part, ginger was purchased at a street market to obtain the crude extract through liquid-liquid
partition, the fraction rich in gingerols was isolated using thin-layer chromatography (TLC),
and 6-gingerol was separated using high-performance liquid chromatography coupled to a mass
spectrometer (HPLC/MS). To evaluate antioxidant activity, Caenorhabditis elegans were
exposed to a fraction rich in gingerols (0,25, 0,5, 1, 2, and 4 mg/mL) and subjected to the
determination of survival rate, thermal stress response, and ROS generation. The worms
exhibited survival in all predefined concentrations of the gingerol-rich fraction. Furthermore,
greater resistance to thermal stress and a decrease in ROS were observed in the worms that were
exposed to the substrate compared to the control group without exposure. Thus, the results
obtained suggest that phenolic compounds exhibit antioxidant activity in C. elegans, and
consequently, ginger also possesses such activity. Consequently, phenolic compounds and
gingerols can influence or improve various pathologies related to redox imbalance.

Keywords: Zingiber officinale; antioxidant effect; Caenorhabditis elegans.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais constituem uma importante fonte de compostos bioativos e estdo
sendo cada vez mais estudados para o tratamento e prevencdo de diferentes condicgdes
patoldgicas (Ali et al., 2020), a exemplo do estresse oxidativo (Swain; Panda; Luyten, 2020).
Neste contexto, destaca-se a Zingiber officinale (Zingiberacae), uma planta herbacea com
rizoma aromatico e picante conhecido como gengibre (Lemos, 2010; Palmeiras et al., 2019),
sendo utilizado na culinéria, na indUstria de cosmético, alimenticia e farmacéutica.

Os registros da utilizacdo popular do gengibre datam de cerca de 2.000 anos atras, para
o tratamento de resfriados, vomitos, dores de estbmago e dores abdominais (Zhang et al., 2020).
Dado o seu potencial farmacoldgico, existem formulacGes fitoterapicas ja comercializadas
(Gengimin®, Zintona®) para o controle de nauseas e vomitos; e desde 2009 a Zingiber officinale
esta inserida entre as 71 espécies da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satde — RENISUS (Brasil, 2009).

As propriedades farmacoldgicas de produtos a base de gengibre tém sido inclusive
demonstradas em ensaios clinicos randomizados, com destaque para o controle dos efeitos
fisioldgicos induzidos pela quimioterapia (Panahi et al., 2012; Montazeri et al., 2013; Arslan;
Ozdemir, 2015; Arruda et al., 2019), bem como para o combate do desequilibrio redox
associado ao cancer (Karimi; Roshan, 2013; Marmitt et al., 2020). Ademais, estudos recentes
tém demonstrado o efeito do extrato de compostos extraidos do gengibre no tratamento e
prevencdo da artrite, dores agudas, neuropaticas e crénicas associadas a doengas inflamatorias
e ao envelhecimento (Funk et al., 2016; Del Grossi et al., 2017; Mata-Bermudez et al., 2018;
Borgonetti et al., 2020; Paixao; Carvalho, 2021; Ozkur et al., 2022).

Todos esses efeitos farmacoldgicos tém sido atribuidos a metabdlitos secundarios
bioativos volateis presentes no 6leo essencial extraido da Z. officinale como canfeno, curcuneno
e zingiberol. Além de componentes quimicos nao volateis presentes em extratos dessa planta,
com destaque dos gingerdéis (Wang et al., 2014; Zhang et al., 2020). Dentre estes ultimos, o 6-
gingerol é encontrado em maior concentracao nos rizomas de gengibre frescos (Rai et al., 2006)
e possui atividade antipirética, efeitos cardiotonicos e promove a redugdo da biossintese de
mediadores inflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas (Suekawa et al., 1984;
Kiuch et al., 1992; Ozkur et al., 2022).

Uma acdo que merece destaque € a atividade antioxidante, a qual no estresse oxidativo,

reequilibra os sistemas pro e antioxidante (Barreiros; David; David, 2006; Schmidt, 2019) por
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meio da sua capacidade de doar elétrons e atuar como eliminador de radicais livres (Wang et
al., 2014). Essa capacidade de oxidar ou alquilar grupos tidis ou de quelar ions metalicos (Kluth
et al., 2007), bem como a de modular a atividade de enzimas antioxidantes (Chakraborty et al.,
2012), justifica seu uso como agente antioxidante (Wang et al., 2014), o qual contribui para o
envelhecimento e diversas patogéneses. Dessa forma, o gengibre tem sido estudado, in vitro, in
vivo e em humanos, devido a seu alto poder antioxidante (Si et al., 2018; Sahardi; Makpol,
2019; Song et al., 2023).

Grande parte dos estudos, entrepostos, foram desenvolvidos utilizando animais de
experimentacdo. Porém, eticamente o emprego de animais tem sido discutido devido ao
sofrimento e necessidade de um grande quantitativo de sujeitos para as pesquisas. Assim, a
tendéncia mundial para os experimentos ¢ aplicar o principio bioético conhecido como 3R’s
(Reduction, Refinement, Replacement), o qual busca diminuir o nimero de animais utilizados,
minimizar a dor e, o desconforto por meio do refinamento dos protocolos, além de propor
alternativas para a substituicdo dos testes in vivo (Cazarin; Correa; Zambrone, 2004).

Atualmente, o Caenorhabditis elegans, um nematoide descoberto em 1900, tem
demonstrado ser uma alternativa para estudos farmacoldgicos e toxicol6gicos, uma vez que
apresenta genes e vias de sinalizacdo semelhantes aos dos humanos, sobretudo quanto ao
sistema nervoso (Amira et al., 2016; Zwirchmayr et al., 2020). O verme adulto consiste em 959
células, das quais 302 sdo neurdnios, o que torna este modelo atrativo para estudar a nocicepcao
em niveis fisioldgicos, além de apresentar um comportamento nocifensivo reprodutivel,
envolvendo uma reversdo e mudanca de direcao para longe dos estimulos nocivos (Wittenburg;
Baumeister, 1999).

Assim, C. elegans é considerado um modelo adequado para estudos envolvendo as
ciéncias bioldgicas devido as inUmeras vantagens que esse modelo apresenta, tais como sua
facilidade de manipulacéo, seu ciclo de vida relativamente curto e baixo custo para manutencéo
(Amiraet al., 2016; Corsi; Wightman; Chalfie, 2015; Pun et al., 2010). Dessa forma, o objetivo
desse trabalho € compilar evidéncias do efeito antioxidante dos compostos fenolicos e avaliar
a atividade antioxidante da frac&o rica em gingerois. Além disso, em nosso estudo foi utilizado,
em um ensaio experimental in vivo, o C. elegans, atendendo as recomendacdes do principio dos
3Rs.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENGIBRE E GINGEROIS

Zingiber officinale Rosc., conhecida como gengibre, € uma planta perene e herbacea,
pertencente a familia Zingiberaceae (Ozkur et al., 2022), que possui um rizoma, ou seja, um
caule subterraneo, que é a parte comercial da planta, conforme Figura 1 (Varella, 2020). Nativa
do nordeste da India, ¢ amplamente cultivada em cerca de 50 paises em todo o mundo,

localizados principalmente em regides tropicais e subtropicais (Zhang et al., 2020).

Figura 1:Parte &rea da planta herbéacea Zingiber officinalle (A) e o seu rizoma (B).

Com origem asiatica, essa planta medicinal possui uma longa histéria de cultivo
(Varella, 2020), chegando ao Brasil através dos portugueses no periodo da colonizacao, sendo
cultivada predominantemente em regides quentes e Umidas. Nesse pais, tem-se o plantio desse
vegetal desde 0 Amazonas até o Parana (Correa, 1994; Pereira; Bezerra; Rodrigues, 2012).
Recentemente, o cultivo do gengibre tem despertado o interesse do setor agricola nacional, com
0 inicio da exportacdo para Europa e os Estados Unidos em 2020 (Varella, 2020).

O rizoma de gengibre possui um sabor pungente, sendo uma das especiarias alimentares
mais populares, além de ser muito reconhecido como fitoterdpico chinés tradicional. Até o
momento, cerca de 160 substancias foram isoladas e identificadas no gengibre, dentre elas tem-
se 0s metabolitos secundarios bioativos volateis, como canfeno, curcuneno e zingiberol; e 0s
componentes quimicos ndo volateis presentes em extratos, com destaque dos gingeréis. Além
dos diarilheptanoides, fenilalcanoides, sulfonatos, esteroides e os terpendides (Zhang et al.,
2020; Wang et al., 2014).

Entretanto, vale destacar que 0s componentes quimicos responsaveis pelo carater
pungente ou picante do gengibre, sdo os gingerdis e o shogaol (Grégio, 2006). Os gingerois
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correspondem aos compostos que possuem substancias homdlogas, diferenciando entre si
devido ao comprimento de sua cadeia alquilica, dividindo-se em: 6-gingerol, 8-gingerol e 10-
gingerol, os quais contém 10, 12 e 14 carbonos em suas cadeias alquilicas ndo ramificadas,
respectivamente (Figura 2). Ja o shogaol é um produto da quebra de uma hidroxila (reacédo de
eliminacdo) do 6-gingerol, produzido durante a secagem, e € duas vezes mais pungente que 0S
gingerois (Negrelle; Elpo; Rucker, 2005).

Figura 2: Estruturas quimicas de alguns constituintes encontrados no gengibre.
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Fonte: proprio autor (2023).

Os compostos ativos do gengibre estdo criticamente implicados em diferentes atividades

bioldgicas, como atividades antiinflamatdrias, antitumorais, antimicrobianas e antioxidantes
(Ozkur etal., 2022). Dentre estes compostos, 0 6-gingerol é encontrado em maior concentracéo

nos rizomas de gengibre frescos (Rai et al., 2006) e possui atividade antipirética, efeitos
cardioténicos, e anti-inflamatdrios por ser capaz de reduzir a biossintese de mediadores
inflamatdrios como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas (Suekawa et al., 1984; Kiuch et
al., 1992).

Um estudo de Manalo e colaboradores (2022) mencionou a acdo dos extratos do
gengibre (GRE) nos receptores GABAérgico em C. elegans. Relatou que em 500 e 1.000 pg/ml
agiu como depressor agudo de reversdes, voltas dmega — contorcdo corporal —, e sensagoes a
toques leves e no nariz. E acrescentou que, nas mesmas concentracfes também aumentou a
recuperacdo dos nematoides em 40 minutos, sugerindo uma melhora na tolerancia ao estresse

oxidativo e uma reducdo na abstinéncia, a qual compromete a locomocgéo (Manalo et al., 2022).
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Tem sido sugerido que o gengibre pode auxiliar na promocdo do envelhecimento
saudavel, reduzir a morbidade e prolongar a qualidade de vida (Ozkur et al., 2022). Diversos
estudos tém demonstrado que 6leos e extratos de gengibre apresentam acédo inibitdria sobre
bactérias gram positivas e gram negativas (Majolo et al., 2014; Cunha et al., 2017; Cutrim et
al., 2019). Como também, séo capazes de inibir o metabolismo dos carboidratos, prevenindo a
hiperglicemia ou a perpetuacéo da resisténcia a insulina (Carvalho et al., 2021). Além disso,
efeito analgésico foi observada em modelos animais para dor aguda (Young et al., 2005) e dor
neuropatica induzida pela lesdo do nervo ciatico (Mata-Bermudez et al., 2018; Gauthier;
Beaudry; Vachon, 2012), possivelmente pela inibicdo de correntes de Na* (Hitomi et al., 2016).
Entretanto, sabe-se pouco sobre o mecanismo de acdo detalhado deste composto.

Outra propriedade farmacoldgica do gengibre € sua capacidade antioxidante devido a
presenca de compostos capazes de doar os elétrons livres e atuar como eliminador de radicais
livres (Wang et al., 2014) e modulares das enzimas antioxidantes, possuindo a capacidade de
oxidar ou alquilar grupos tidis ou de quelar ions metais (Kluth et al., 2007; Chakraborty et al.,
2012). Um estudo, in vitro, observou que os compostos puros de 6-gingerol, 8-gingerol, 10-
gingerol e 6-shogaol foram capazes de inibir a oxidacdo, entretanto o 10-gingerol e 6-shogaol
possui uma atividade antioxidante maior quando comparado aos 6-gingerol e 8-gingerol a 60°C,
nas concentracoes de 100, 200 e 400 ppm, sendo tais propriedades antioxidantes advindas da
presenca de grupos hidroxila e cadeias laterais contidas na estrutura quimica desses compostos
(Si etal., 2018; Sahardi; Makpol, 2019).

Além disso, Yusof e Abdul-Aziz (2005) relatou que o extrato de gengibre tem um
enorme potencial como um antioxidante, semelhante as enzimas antioxidantes: superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), referente a eliminacdo de
residuos livres acumulados (EROs e perdxido de hidrogénio - H202) em uma linha celular de
hepatoma. Tendo em vista que, em seu estudo foi possivel observar que 200 pg/ml e 500 pg/mi
do extrato de gengibre alterou a producdo do quantitativo das enzimas antioxidantes nas células
de linhagem cancerigenas (Yusof; Abdul-aziz, 2005; Sahardi; Makpol, 2019).

2.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para determinar a atividade antioxidante de um extrato ou substancia, busca-se avaliar
ndo apenas o potencial antioxidante in vitro e exdgeno, mas também como comportam-se,
diante dele (a), as defesas enziméticas e ndo enzimaticas endogenas, bem como a reducdo de

especies reativas de oxigénio (EROs) e/ou dano celular, ex vivo ou in vivo. Vale ressaltar que,
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as EROs e as enzimas antioxidantes sdo produzidas no interior das células dos organismos vivos
de forma natural, durante o metabolismo aerdbio primério.

Em situacdes de estresse oxidativo, ha uma producdo exagerada de EROs ou uma falha
no sistema de defesa antioxidante, ocorrendo um desequilibrio que resulta em dano oxidativo
em qualquer componente da estrutura celular (lipidios, proteinas, carboidratos, DNA...)
(Barreiros; David; David, 2006). Em resposta, pode-se observar, apoptose irregular de células
sadias e necrose (Vasconcelos et al., 2007; Ozkur et al., 2022). Assim, EROs e espécies reativas
de nitrogénio (ERNS), sdo subprodutos - altamente reativos - advindos das reacdes bioquimicas
oxidativas das préprias células (Lee et al., 2018).

Sabe-se que, EROs e ERNs tém importantes func¢des bioldgicas, principalmente nas vias
de sinalizacdo dos processos de multiplicacdo e apoptose celular, também relacionados aos
processos de envelhecimento (Alves et al., 2010). Dessa forma, o envelhecimento € uma
consequéncia fisioldgica e/ou patoldgica de reacdes de espécies quimicas altamente reativas,
com potencial resultado mutagénico e morte celular; ambas situagcdes aqui relacionadas ao
estresse oxidativo (Berlett; Stadtman, 1997; Mekheimer et al., 2012). Assim, ndo surpreende
que, danos oxidativos causados por EROs tenham um papel significativo no desenvolvimento
de patologias como as doengas neurodegenerativas, as doencas cardiovasculares e o cancer (Na;
Bae, 2011; Singh; Devi; Gollen, 2015).

Dentre as principais EROs, destaca-se: oxigénio singlete (*02), radical &nion
superdxido (O2*), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxil (*OH), peroxil (RO.°) e
alcoxil (RO®). Com o intuito de compensar a producdo de EROs, 0 organismo usufrui das
defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaéticas (Figura 3) (Vasconcelos et al., 2007;
Schmidt, 2019).

Referente as defesas antioxidantes enzimaticas, tem-se: a superoxido dismutase (SOD),
a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A SOD possui como principal funcdo a
catalise da dismutacéo do anion superoxido (O2*) em H202 e O em meio basico; e se apresenta
no citosol e no meio extracelular, na forma de SOD-cobre-zinco (CuZnSOD), enquanto na
mitoc6ndria como SOD-manganés (MnSOD) (Halliwell; Gutteridge, 2007; Schmidt, 2019). A
GPx é a enzima responsavel pela detoxificacdo de perdxidos organicos e inorganicos, cuja
funcdo depende da glutationa reduzida, que é oxidada em glutationa oxidada. A CAT € uma
hemoproteina com funcdo de remover o H2O. gerado intracelularmente e é localizada,
principalmente no sangue, medula 6ssea, mucosas, rins e figado; entretanto, encontra-se em

todo organismo (Vasconcelos et al., 2007).
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Jé entre as defesas ndo enzimaticas, tém-se varios compostos que auxiliam o organismo,
sendo o principal antioxidante ndo-enzimatico intracelular a glutationa reduzida (GSH). Este
composto tem a fungdo de catalisar a reducéo do H2O> ou hidroperdxidos organicos a 4gua ou
aos alcoois correspondentes, respectivamente, dessa forma, agente redutor para que a enzima
glutationa peroxidase (GPx), possuindo uma relevancia importante no metabolismo (Brigelius-
flohé; Maiorino, 2013).

Figura 3: Esquema simplificado ilustrando o mecanismo de gera¢éo de EROs no interior das mitocondrias,
incluindo radical hidroxil (¢ OH), 4nion superoxido (O2e-) e peroxido de hidrogénio (H202); e agdo dos
antioxidantes enzimaticos endégenos em organismos vivos. SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; GPx:
glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada.
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Fonte: Barreiros, David e David, 2006.

Existem também compostos antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos que podem
auxiliar o organismo no processo evitar o estresse oxidativo, a exemplo de substéncias
consumidas através da dieta, como os compostos fendlicos e os carotendides. O potencial
antioxidante de um determinado composto fendlico varia de acordo com sua estrutura,
concentracdo e o tipo de EROs avaliada. Tendo em vista que, quanto maior o nimero de grupos
hidroxilas (OH) a molécula conter, maior a capacidade antioxidante desse elemento (Barreiros;
David; David, 2006).

Assim, diversos extratos fitoquimicos, por serem ricos em compostos fendlicos,
apresentam atividade antioxidante, a exemplo do gengibre. Este alimento possui essa atividade
farmacologica via eliminacdo de EROs, como o anion superoxido, hidroxila e éxido nitrico in
vitro de maneira dose-dependente (Ozkur et al., 2022). Um estudo em ratos mostrou que o

extrato de gengibre (350 mg/kg de peso corporal por via oral 4 dias por semana) consegue
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aumentar a producdo do quantitativo das enzimas antioxidantes SOD, catalase, glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (Mohamed et al., 2015; Ozkur et al., 2022).

Um estudo de Dugasani e colaboradores (2010) demonstrou a atividade antioxidante
dos varios compostos do gengibre, destacando o 6-shogaol. Nesse estudo, notou-se eliminagédo
substancial dos radicais: DPPH, superdxido e hidroxila utilizando os compostos [6]-gingerol,
[8]-gingerol, [10]-gingerol e [6]-shogaol. Entretanto [6]-shogaol foi o composto com maior
acdo, com um valor de IC s de 8,05 £ 1,02 uM, enquanto o [6]-gingerol obteve uma menor
resposta, com um valor de IC 5o de 26,3 + 1,42 uM. Além disso, a producdo de mediadores
inflamatérios (NO e PGE ») foi inibida significativamente e de forma dose-dependente
(Gugasani et al., 2010). Assim, observa-se que a modulacgdo dos niveis de EROs e dos sistemas
de defesas antioxidantes enzimaticas (SOD, CAT e GPx), podem contribuir para o atraso da
senescéncia (Wang et al., 2014), favorecendo uma melhora na qualidade de vida e no aumento
da resisténcia ao estresse (Lee et al., 2018).

Dessa forma, afirma-se que o gengibre é um composto que protege, previne e pode, até
mesmo, tratar muitas doencas relacionadas ao envelhecimento, modulando alvos moleculares
envolvidos em sua patogénese (Mohd; Makpol, 2019). Por isso, o Zingiber Officinale possui
um grande potencial de investigacdo e exploracdo do seu alto poder farmacoldgico, sendo
fundamental o estudo mais detalhado para conhecer qual composto possui maior potencial
farmacoldgico; além de ser oportuno o estudo em modelo alternativo C. Elegans, por abranger

o principio dos 3Rs, viabilizando a redu¢do do nimero de animais e seu desconforto.

2.3 NOVOS MODELOS EXPERIMENTAIS: Caenorhabditis elegans

H& muitos anos, se discutia sobre os estudos utilizando animais. Em 1959, Russell e
Burch publicaram os Principios das Técnicas Experimentais Humanas, citando o conceito 3R’s
(Reduction, Refinement e Replacement), visando direcionar a ciéncia no caminho da redugéo
de animais na pesquisa e ensino, criacdo de metodos e propostas para melhorar as condicdes
estruturais e técnicas dos ensaios, considerando sempre o bem-estar animal (Russell; Burch,
1959; Cazarin; Correa; Zambrone, 2004).

Na década de 80, novas legislagcdes foram criadas e adotadas para identificar e avaliar
as obrigacdes morais e legais dos envolvidos em pesquisas com animais, na busca de aplicar os
3R’s nos procedimentos in vivo, reconhecendo a importancia do uso ético de animais na
pesquisa como evidenciado por Russel e Burch. Nos ultimos anos, houve um aumento na

percepgao sobre protecdo dos animais e uma maior difusdo de experimentos utilizando animais,
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0 que vem resultando em consideraveis e relevantes preocupacées politicas e publicas (Rossi,
2019).

No Brasil, até 0 ano de 2008 ndo existia uma lei que regulamentasse especificamente a
pesquisa com animais. Entretanto, nesse mesmo ano, a Lei Arouca levou o pais a outro patamar,
buscando proteger animais utilizados em pesquisa, refor¢ando os principios dos 3R’s. Essa lei
foi proposta em 1995 por Sérgio Auroca, a qual regulamenta o inciso VII do art. 225 da
Constituicao Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais e revoga a
Lei no 6.638, de 8 de maio de 1979 (Lei de vivissecgdo) e da outras providéncias. Seu artigo 1°
afirma sobre a criacdo e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica,
em todo o territorio nacional, obedecendo aos critérios estabelecidos nesta Lei. Mediante esse
movimento, houve a criacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Dalben; Emmel, 2013; Krell;
Lima, 2015).

A partir dai, iniciou a busca por outras alternativas de estudos, havendo uma maior
abertura de nichos cientificos ao uso de animais como modelos alternativos, principalmente os
invertebrados (Balls et al., 2000). Os modelos alternativos selecionados variam entre 0s
invertebrados terrestres, como nematoides e microrganismos de agua doce e vida marinha,
incluindo planérias, crustaceos, moluscos, entre outros. Porém os mais utilizados sdo a mosca
Drosophila melanogaster e o verme Caenorhabditis elegans (Wilson-Sanders, 2011).

Caenorhabditis elegans é um nematoide da familia Rhabditidae, que foi descoberto e
isolado por Emili Maupas em 1900 na Franca, e varios cientistas comecgaram a estudar, sendo

um dos primeiros achados em cogumelos da cidade Bristol, na Inglaterra, em 1951 (Sterken et
al., 2015). Entretanto, s6 a partir de 1966, que este verme foi utilizado como modelo biol6gico

por Sydney Brenner, o qual recebeu o Prémio Nobel pela identificacdo dos genes de
desenvolvimento de 6rgaos e a programacdo da morte celular utilizando C. elegans, em 2002
(Brenner, 1988; Corsi; Wightman; Chalfie, 2015).

Esse nematdide € um bacteri6fago, ou seja, utilizam células bacterianas como principal
fonte alimentar (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015). Nos laboratorios é cultivado em placas de
petri contendo meios de cultura simples e alimentados geralmente com Escherichia coli, o que
torna sua manipulacdo facil e de baixo custo, quando comparado a outros modelos alternativos.
Ja na natureza, esse nematoide prospera em frutas podres e caules de plantas, onde se alimentam

de bactérias e pequenos eucariotos (Guisnet et al., 2021).
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Seu ciclo de vida é muito curto, dura em média 15 dias (Figura 4). A embriogénese leva
em média 16 horas, j& os ovos levam cerca de 9 horas para eclodirem em larvas. O hermafrodita
gravido expele os ovos, € as larvas se desenvolvem em quatro estagios (L1, L2, L3 e L4), até
chegar a fase adulta. Ao final, seu ciclo reprodutivo total é de 3 dias (a 20°C), e cada adulto
produz cerca de 300 descendentes. Porém, na auséncia de alimento, a larva entra em uma forma
mais resistente e ndo obrigatoria, conhecida como Dauer, um estagio de dorméncia (Hunt, 2017;
Nigon; Félix, 2017; Cassada, 1975).

Figura 4: Ciclo de vida do C. elegans a 20 °C na fase embrionaria, nos estagios larvais (L1-L 4) e na fase adulta.
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Fonte: Wormatlas, 2019.

Dessa forma, o uso de C. elegans como um modelo alternativo possui diversas
vantagens sobre outros modelos de invertebrados. Seu comportamento de auto acasalamento e
seu ciclo reprodutivo curto podem ser considerados vantagens por permitir o estabelecimento
rapido e tecnicamente simples de coortes grandes, isogénicas e sincronizadas por idade (Porta-
de-La-Riva et al., 2012). Além disso, seu ciclo de vida curto, em condi¢des de laboratoriais,
tornando-se um modelo atraente para pesquisas sobre envelhecimento (Altun; Hall, 2009).

Vérias caracteristicas tornam o Caenorhabditis elegans um dos animais mais utilizados
como plataforma para estudos. Dentre elas, destacam-se: seu corpo transparente (Hulme, 2011),
composigdo genética e vias de sinalizacdo semelhantes aos dos humanos, sobretudo quanto ao
sistema nervoso (Amira et al., 2016; Zwirchmayr et al., 2020). Em conjunto, tem-se 0 seu baixo
custo na manipulacéo e cultivo e a simplicidade e tratabilidade em comparac¢do com os modelos

classicos de mamiferos representa uma grande vantagem (O'reilly et al., 2014).
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Quanto a sua anatomia, a ancestralidade das células de desenvolvimento e a
conectividade neuronal de C. elegans estdo totalmente mapeadas (Altun; Hall, 2009). Os
adultos hermafroditas dessa espécie possuem 959 células somaticas (sendo 302 células
nervosas); enquanto os machos adultos possuem 1031 celulas (sendo 383 células nervosas).
Dessa forma, seu sistema nervoso é capaz de distinguir cheiro, gosto, temperatura e toque. Além
disso, possui glandulas sensoriais na cabeca e na cauda, o que possibilita analisar as respostas
a xenobidticos, como metais toxicos e farmacos, por meio da quimiorrecepcdo. E, mesmo nédo
possuindo olhos, estes vermes conseguem responder a luz (Coles, 2006).

Somado a isso, 0 seu tamanho (1 mm) e a sua grande capacidade de reproducdo, a qual
gera uma enorme quantidade de descendentes na fecundagéo, torna sua utilizando facilitada
com médio/alto rendimento, em conjunto com a necessidade de pouco consumo de materiais e
amostra para estudos (O'reilly et al., 2014). Ademais, estes vermes sdo dotados de semelhancas
com 0s humanos, como autofagia, regulagdo mitocondrial, apoptose, proteostase, controle de
energia, armazenamento de gordura, sistemas de resposta ao estresse e regeneragdo
neuronal (Zwirchmayr et al., 2020).

Outra vantagem vista € em relacdo a cultura de células, pois o C. elegans é considerado
um organismo multicelular, permitindo avaliacdo, de forma sistémica ou focada em
determinado 6rgdo, da acdo de compostos ou a associagdo do verme com bactérias e outros
micro-organismos (Hunt, 2017; Nigon; Félix, 2017). Vale destacar que, aproximadamente 80%
dos genes de C. elegans tém ortélogos do sistema nervoso humano, possuindo entdo um alto
potencial de traducédo para descobertas feitas usando esse modelo (Lai, 2000).

O C. elegans também é explorado na manipulacdo genética, permitindo a obtencéo de
cepas mutantes, através das vias moleculares subjacentes a processos bioldgicos. Tais vias,
guando alteradas, podem levar a doencas fisioldgicas, e consequentemente, a fendtipos e
comportamentos especificos, como modificacdes no tempo de vida, resisténcia ao estresse ou
locomocdo. Todos esses fendtipos sdo facilmente mensuraveis utilizando protocolos e
dispositivos automatizados, permitindo o emprego destes vermes na triagem farmacoldgica,
estudo de mecanismo de acdo de farmacos, melhorando ou resgatando seus efeitos e toxicidade
(Giunti et al., 2021; Apfeld; Alper, 2018).

Esse nematoide também possui o sistema redox, produzindo enzimas antioxidantes para
combater as EROs e sofrem danos celulares através desse desequilibrio. Sendo assim, o C.
elegans é um organismo modelo em diversas areas da biologia moderna, como estudos da
genética, envelhecimento e ensaios toxicoldgicos (Corsi; Wightman; Chalfie, 2015). Também

é utilizado para determinar a presenca de contaminantes tOxicos no meio aquatico e terrestre
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(Hunt, 2017) e para detectar o odor de toxinas do metabolismo de células cancerigenas em
amostras de urina humana através da técnica para rastreamentos oncologicos, chamada
Nematode Scient Detection Test - NSDT (Hirotsu et al., 2015).

3 OBJETIVOS:

3.1 GERAL

3.1.1 Compilar evidéncias do efeito antioxidante dos compostos fendlicos e avaliar a

atividade antioxidante de Zingiber officinale em C. elegans.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Realizar levantamento sistematico do efeito antioxidante dos compostos fendlicos
sobre C. elegans.

3.2.2 Obter a fracdo enriquecida com gingerois do Zingiber officinale por métodos
cromatograficos.

3.2.3 Analisar a fracdo enriquecida com gingerois por métodos cromatograficos e
espectroscopicos.

3.2.4 Auvaliar a atividade antioxidante da fracdo enriquecida com gingerois em C. elegans.
4 MATERIAIS E METODOS
Este estudo estd dividido em duas fases. A primeira fase trata-se de uma revisdo
sistematica a qual abrange os efeitos antioxidantes dos compostos fenélicos em C. elegans. Ja
a segunda fase envolve os ensaios clinicos experimentais referente a atividade antioxidante da
fracédo enriquecida de gingerois no C. elegans.
4.1 REVISAO SISTEMATICA

4.1.1 Questdo focalizada

A questdo-chave a ser respondida pelo desenvolvimento desta reviséo foi: Os compostos

fenolicos possuem efeitos antioxidantes que possam ser evidenciados no C. elegans?
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4.1.2 Protocolo e registo

A ferramenta Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) foi utilizada como guia para a redacao da revisdo (Page et al., 2021). O registro foi
realizado na base de dados internacional de revisdes sistematicas do PROSPERO.

4.1.3 Estratégia PICOS

Esta revisdo foi realizada de acordo com a estratégia PICOS (Santos et al., 2007),
detalhando as seguintes informacdes: P (problema): desequilibrio redox; | (intervencéo):
tratamento com composto fendlico; C (controle): sem tratamento, veiculo ou farmacos
padronizados; O (desfechos): respostas antioxidantes em C. elegans; S (tipo de estudo): estudos

pré-clinicos.

4.1.4 Estratégia de busca e busca na literatura

Os termos utilizados foram definidos a partir de consultas na enciclopédia de
vocabulario controlado National Library of Medicine's, por meio de Medical Subject Headings
(MeSH) e pelo vocabulario estruturado e trilingue DeCS (Descritores em Saude). Ambos,
tratam-se de um conjunto de termos denominados descritores e estdo dispostos em uma
estrutura hierdrquica que permitiram a realizacdo desta pesquisa em varios niveis de
especificidade. As estratégias de busca seguiram os protocolos de cada base de dados, alterando
as palavras, quando necessario.

O DeCS e 0 MeSH foram utilizados como ferramentas estratégicas na pesquisa de
literatura cientifica, estabelecendo descritores usados como um filtro entre a linguagem
utilizada pelo autor e a terminologia da area em questdo, elaborando estratégias de buscas
tematicas para favorecer o trabalho de pesquisa. Para a realizacdo das buscas foram utilizados
0s descritores presentes na Tabela 1.

Foram utilizadas quatro bases eletronicas para a realiza¢do da busca: PubMed, Scopus,
Science Direct e Embase. Cada base de dado tem um modelo de busca especifico, dessa maneira

foram empregadas as estratégias de busca descritas na Tabela 2.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2022.1001276/full#B67
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2022.1001276/full#B81
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Tabela 1. Vocabulario estruturado utilizado para determinacédo da estratégia de busca.

Palavra-chave DeCS Mesh

(anti-oxidant) OR (antioxidant) OR (endogenous
antioxidants) OR (antioxidant activity) OR
Antioxidants (antioxidant action) OR (antioxidant effect) OR
(antioxidant effects)

Atividade
antioxidante

phenolic . . .
Composto fenélico compound (Phenolic Acids) OI(?P(hF::]%rllg)llc Compounds) OR
Caenorhabditis Caenorhabditis (Caenorhabditis elegans) OR (C. elegans) OR (C
elegans elegans elegans proteins)

Tabela 2. Estratégias de busca utilizadas nas bases de dados PubMed, Scopus, Science Direct e Embase (continua).

Base Estratégia de busca

Pubmed ("antioxidants"[Pharmacological Action] OR "antioxidants"[MeSH Terms] OR
"antioxidants"[All Fields] OR ("antioxidant"[All Fields] AND "effect"[All Fields]) OR
"antioxidant effect"[All Fields] OR ("antioxidant s"[All Fields] OR
"antioxidants"[Pharmacological Action] OR "antioxidants"[MeSH Terms] OR
"antioxidants"[All Fields] OR "antioxidant"[All Fields] OR "antioxidating"[All Fields]
OR "antioxidation"[All Fields] OR "antioxidative"[All Fields] OR
"antioxidatively"[All Fields] OR "antioxidatives"[All Fields] OR "antioxidizing"[All
Fields]) OR (“antioxidant s"[All Fields] OR "antioxidants"[Pharmacological Action]
OR "antioxidants"[MeSH Terms] OR "antioxidants"[All Fields] OR "antioxidant"[All
Fields] OR "antioxidating"[All Fields] OR "antioxidation"[All Fields] OR
"antioxidative"[All Fields] OR "antioxidatively"[All Fields] OR "antioxidatives"[All
Fields] OR "antioxidizing"[All Fields]) OR (("antioxidant s"[All Fields] OR
"antioxidants"[Pharmacological Action] OR "antioxidants"[MeSH Terms] OR
"antioxidants"[All Fields] OR "antioxidant"[All Fields] OR "antioxidating"[All Fields]
OR "antioxidation"[All Fields] OR "antioxidative"[All Fields] OR
"antioxidatively"[All Fields] OR "antioxidatives"[All Fields] OR "antioxidizing"[All
Fields]) AND ("action"[All Fields] OR "action s"[All Fields] OR "actions"[All
Fields]))) AND ("caenorhabditis elegans"[MeSH Terms] OR ("caenorhabditis"[All
Fields] AND "elegans"[All Fields]) OR "caenorhabditis elegans"[All Fields]) AND
((("phenol s"[All Fields] OR "phenolate"[All Fields] OR "phenolates"[All Fields] OR
"phenolation”[All Fields] OR "phenolic"[All Fields] OR "“phenolics"[All Fields] OR
"phenols"[MeSH Terms] OR "phenols"[All Fields] OR "phenol"[All Fields] OR
"phenol”[MeSH Terms]) AND ("acid s"[All Fields] OR "acidate"[All Fields] OR
"acide"[All Fields] OR "acides"[All Fields] OR "acidics"[All Fields] OR
"acidities"[All Fields] OR "acidity"[All Fields] OR "acids"[MeSH Terms] OR
"acids"[All Fields] OR "acidic"[All Fields])) OR (("phenol s"[All Fields] OR
"phenolate"[All Fields] OR "phenolates"[All Fields] OR "“phenolation"[All Fields] OR
"phenolic"[All Fields] OR "phenolics"[All Fields] OR "phenols"[MeSH Terms] OR
"phenols"[All Fields] OR "phenol"[All Fields] OR "phenol”[MeSH Terms]) AND
("compound"[All Fields] OR "compound s"[All Fields] OR "compounds"[All Fields]))
OR ("phenol s"[All Fields] OR "phenolate"[All Fields] OR "“phenolates”[All Fields]
OR "phenolation"[All Fields] OR "phenolic"[All Fields] OR "phenolics"[All Fields]
OR "phenols"[MeSH Terms] OR "phenols"[All Fields] OR "phenol"[All Fields] OR
"phenol"[MeSH Terms]))
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Tabela 2. Estratégia de busca utilizadas nas bases de dados PubMed, Scopus, Science Direct e Embase (concluséo).

Base Estratégia de busca

Scopus (ALL ( ('caenorhabditis AND elegans OR ‘caenorhabditis AND elegans' OR ( ('
caenorhabditis'/exp OR caenorhabditis) AND elegans))) AND ALL ( ('antioxida
nt AND effect' OR ( ('antioxidant/exp OR antioxidant) AND effect) OR ‘'antio
xidant'/exp OR antioxidant OR ‘antioxidants'/exp OR antioxidants OR ‘'antioxidan
t AND action' OR ( ('antioxidant/exp OR antioxidant) AND ( 'action’/exp OR a
ction)))) AND ALL (('phenolic AND acids' OR ( phenolic AND ( 'acids'/exp
OR acids)) OR 'phenolic AND compounds/exp OR 'phenolic AND compounds'
OR (' phenolic AND compounds) OR 'phenol AND derivative'/exp OR 'phenol

AND derivative')))

Science TS=((“‘caenorhabditis elegans”) OR “C. elegans” OR “C. elegans proteins”)) AND
Direct TS=((*“Phenolic Acids”) OR (“Phenolic Compounds”) OR (“Phenols”)) AND
TS=((““antioxidants”) OR (“Antioxidant Effects”) OR (“Antioxidant activity”)).
Embase ((caenorhabditis elegans'/exp OR 'caenorhabditis elegans' OR ((‘caenorhabditis'/exp

OR caenorhabditis) AND elegans)) AND (‘antioxidant effect’ OR ((‘antioxidant’/exp
OR antioxidant) AND effect) OR 'antioxidant'/exp
OR antioxidant OR ‘"antioxidants'/exp OR antioxidants OR 'antioxidant action' OR
((‘antioxidant'/exp OR antioxidant) AND (‘action'/exp OR action))) AND (‘phenolic
acids' OR (phenolic AND (‘acids/exp OR acids)) OR 'phenolic compounds'/exp
OR "phenolic compounds' OR (phenolic AND compounds) OR ‘phenol derivative'/exp
OR 'phenol derivative').

4.1.5 Selecdo dos estudos e critérios de elegibilidade

Para a selecdo dos artigos, dois revisores (W. L. de J. e A. S.) avaliaram de forma
independente os resultados da pesquisa utilizando o aplicativo Rayyan para auxiliar na
elaboracdo de revisdes sistematicas (Ouzzani et al., 2016). Apds a leitura dos titulos e resumos,
estudos potencialmente relevantes foram selecionados para leitura do texto completo, de acordo
com os critérios de elegibilidade e a concordancia entre esses revisores foi medida por meio do
teste estatistico Kappa (Landis; Koch, 1977). As discordancias foram resolvidas por consenso
ou por consulta a um terceiro revisor (J. S. L.). Os artigos indexados repetidamente em dois ou
mais bancos de dados foram considerados apenas uma vez.

Foram adotados os critérios de elegibilidade dispostos na Tabela 3. Os artigos cientificos
selecionados abordam aspectos relacionados ao efeito antioxidante do composto fenolico em
C. elegans. Para revisao sistematica os artigos em exclusdo foram os que utilizaram a associa¢ao
de outros compostos de produtos naturais, revisdes, estudos de caso, relatos de casos, estudos
in vitro, estudos que ndo avaliaram o efeito antioxidante dos compostos fendélicos em C.

elegans.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2022.1001276/full#B66
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2022.1001276/full#B50
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As listas de referéncias dos artigos selecionados foram pesquisadas manualmente para
identificar outros estudos que pudessem atender aos critérios de inclusdo e nao foram

encontradas nas bases de dados pesquisadas, como em literatura cinzenta.

Tabela 3. Critérios de incluséo e exclusdo para os artigos selecionados.

Critérios de inclusdo Critérios de exclusdo

Revisdes, estudos de caso, relatos de casos,

Estudos pré-clinicos . T
estudos clinicos, ensaio in vitro.

Estudos com descritores e/ou sinbnimos no titulo, Estudos que utilizaram outros compostos
resumo ou texto completo naturais ou compostos ndo isolados.

Estudos que ndo avaliaram o efeito
antioxidante dos compostos fenélicos no
Caenorhabtidis elegans

Estudos que avaliaram o efeito antioxidante dos
compostos fendlicos no Caenorhabtidis elegans

4.1.6 Extracdo de dados e avaliacao do risco de viés

As informacdes extraidas dos estudos selecionados foram: planta medicinal utilizada
para obtencdo do composto fendlico e o composto propriamente dito, método de extracéo,
ensaios de atividade antioxidante realizados, dosagem/concentracdo e método de
extracao/isolamento do composto, indutor de estresse oxidativo, estado larval do C. elegans e
resultados obtidos pelos respectivos estudos. Além disso, os autores dos estudos selecionados
foram contatados quando os artigos ou dados nao estavam disponiveis.

A qualidade metodologica dos estudos selecionados foi avaliada pelo protocolo
SYRCLE. Dez dominios foram avaliados, incluindo: viés de selecdo (geracdo de sequéncia,
ocultacdo de alocagdo e acomodacdo aleatoria), viés de desempenho (acomodacdo e ocultacéo
aleatoria), viés de deteccdo (avaliacdo e ocultacdo de resultados aleatorios), viés de atrito
(resultados incompletos dos dados), viés de relato (relatorio de resultados seletivos) e outras
fontes de viés, como influéncia inadequada dos financiadores. O risco de viés foi classificado

em baixo, incerto ou alto, de acordo com os critérios estabelecidos (Hooijmans et al., 2014).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2022.1001276/full#B42
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4.2 ESTUDO EXPERIMENTAL

4.2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental pré-clinico destinado a avaliacdo do efeito
antioxidante da fracdo enriquecida em gingerois nos modelos experimentais C. elegans. Nao
sendo necessario vinculagdo com Comité de Etica por ser um animal invertebrado, considerado

como modelo alternativo.

4.2.2 Obtencao da matéria prima vegetal

O gengibre foi obtido na feira livre do municipio de Lagarto-SE. As atividades de acesso
ao Patrimbnio Genético foram cadastradas no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), com o nimero de cadastro:
A2727DC, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015.

4.2.3 Obtencéo do extrato do gengibre

O método de extracdo utilizado foi o de maceracao. Inicialmente, ap6s a aquisi¢cdo de 5
quilogramas do rizoma do gengibre, colocou-o em um processo de limpeza com uma solucéo
de hipoclorito de sodio 2,5% (2 L). Em seguida, o gengibre foi levado para a estufa a 40 °C por
7 dias e, posteriormente, triturado, utilizando um liquidificador. O solvente ficou em contato
com os rizomas (232 gramas do gengibre triturado), desestabilizando e rompendo suas
membranas celulares, liberando os compostos para o solvente, o qual foi rotaevaporado para

obtencdo do extrato (Figura 5).

Figura 5: Processo de separacéo através do funil de separagdo (1); rotaevaporacao (2) e obtencgao dos extratos
brutos (3).

Fonte: prdprio autor (2023).
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Assim, adicionou-se 1000 mL de etanol 99,5% sobre o material vegetal triturado, com
troca do solvente de 2 em 2 dias, durante 6 dias. Cada extrato liquido retirado foi filtrado, e em
sequida, levado ao rotaevaporador para obtencdo do extrato bruto, o qual resultou em 6,9
gramas. Tal extrato bruto foi dissolvido em uma mistura binaria de etanol/agua na proporcéao
de 1:1 e depois particionado em funil de separagdo com cloroférmio na proporcéao de 1:3.

Ao final da particdo, obteve-se duas fases: fase organica e fase hidroalcoolica. A fracéo
organica, a qual é a rica em gingerois, foi selecionada e aplicada em uma coluna de
cromatografia liquida classica. A coluna de vidro (20 x 5,5 cm) foi preenchida com silica gel
60 (70-230 mesh), utilizando solventes com polaridades diferentes. Primeiramente foi
empregado o hexano (1 litro), seguido por uma mistura de hexano/acetato de etila (1:1) (2,5
litros). As fracdes foram coletadas, e analisadas por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) para obtencao da fragdo enriquecida de gingerdis (Figura 6).

Figura 6: Processo de obtencdo do extrato, particdo e composto puro.

[ + 1000 mL de etanol 99,5%. |

£ 30 dos solventes. |
[FEVARIACAO 0SROVERIES: Extrato bruto do gengibre.

.

-
N
Gengibre secado e triturado. \
v'/,,_ Vo ‘
>

Extracédo dos componentes.
+ cloroférmio

Isolamento dos gingerois

Obtencéo das fracdes enriquecidas

Analise das fracbes

O 6-gingerol isolado enriquecidas

Fonte: Proprio autor (2019).

4.2.3.1. Métodos Cromatograficos

e Cromatografia liquida classica (CLC)

A fracdo orgénica obtida do gengibre foi fracionada em cromatografia liquida cléssica
de vidro (20 x 5,5 cm), preenchida com silica gel 60 (70-230 mesh), no Laboratorio de Produtos
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Naturais Bioativos. Em seguida, aplicou-se 7 gramas do extrato, dissolvido em acetato de etila
e hexano 1:1, na parte superior da coluna, e posteriormente, adicionou a fase movel (acetato de
etila + hexano na proporc¢do 1:1). Foram coletados 30 frascos com aproximadamente 10 mL,
em seguida, feito a juncdo das fracGes de acordo com a similaridade dos constituintes das

fragdes.
e Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As fracOes obtidas por cromatografia liquida em foram analisados por CCDA, feitas
sobre cromatofolhas de aluminio cobertas com gel de silica 60 F254 — Merck (espessura de 0,2
mm). O eluente utilizado nessa analise foi hexano/acetato (6:4, v/v).

A revelacdo das substancias nas placas analiticas foi realizada através da exposicao a
uma lampada ultravioleta UVSL — 25 da Mineral Light, em dois comprimentos de onda (254 e
365 nm) e imersas com solucdo de vanilina sulfirica.

e Analise da fracao enriquecida com gingerois (FEG)

A fracdo enriquecida com gingerois, obtida por CCDA, foi submetida a anélise
cromatografica por HPLC. O sistema HPLC (Shimadzu Prominente 20 A) utilizado, esta
equipado com duas bombas LC-20AR, degaseificador DGU-20A5R, detector UV-Vis SPD-
M20A e controladora CBM-20A. As condi¢Bes cromatograficas empregadas seguiram a
metodologia desenvolvida por SILVA (2012), com algumas modificacdes. Para a andlise da
FEG, utilizou-se as seguintes condic¢des: coluna C18 Shim-Pack (4,6 x 250 mm); fase movel
MeOH/H:0 (75:25); vazdo 1 mL/min; A =280 nm € Vinjecao de 20 pL.

A FEG (dissolvida em CDCIs) foi analisada por ressondncia magnética nuclear
unidimensional (RMN *H). Utilizou-se um espetrémetro da Bruker Ascend™ 400, operado a
400 MHZ, a 298 K. O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia nas andlises. Essa
andlise foi realizada na Central de Analises de Farmacos, Medicamentos e Alimentos
(CAFMA) da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF).

4.2.4 Cultura, sincronizacao e exposicédo do C. elegans
As especies selvagens do C. elegans N2 foram obtidas da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul. As cepas foram mantidas a 20 °C em placas contendo E. Coli OP50 em meio

NGM (Nematode growth médium), meio especifico de crescimento para nematoides (Brenner,
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1974). O crescimento aconteceu constantemente e o repique (cultivo do C. elegans em novas
placas com alimentos) foi realizado a cada 7 dias.

O processo de sincronizacdo foi executado com o objetivo de isolamento dos ovos para
a obtencdo da populacdo L1 (primeiro estagio larvario) dos embriGes hermafroditas gravidos,
utilizando solugéo de bleaching para o rompimento dos C. elegans e obteng&o dos ovos.

As placas com C. elegans adultos gravidos passaram por lavagem com tampdo M9
(KH2PO4 0,02 M; Na2HPO4 0,04 M; NaCl 0,08 M e MgS04 0,001 M) para a transferéncia dos
nematoides do meio sélido para o liquido, transferindo-os para o tubo falcon (Figura 7). Em
seguida, os tubos foram colocados na centrifugacdo (2500 rpm por 2 minutos) por 3 vezes,
utilizando tampdo M9 em cada lavagem. Apo6s a centrifugacdo, utilizou-se a pipeta de Pasteur
para descartar o sobrenadante, deixando um volume residual de 2 mL nos tubos falcons,

juntamente com vermes decantados (Gubert et al., 2022).

Figura 7: Procedimento de lavagem da placa durante o protocolo de sincronizacéo. Adicao de dgua
destilada autoclavada (1), inclinacdo para lavagem da placa, com o auxilio de uma pipeta Pasteur (2), retirada do
liquido da extremidade inferior e pipetando na extremidade superior (3). Coleta do liquido e transferéncia para
um tubo coénico de 15 mL (4).

Fonte: préprio autor (2023).

Posterior a centrifugacdo, adicionou 5 mL da solugéo de bleaching (bleaching solution),
a qual contém: 1000 pL de hipoclorito de Sédio (NaClO) 2%, 250 uL de hidréxido de sodio
(NaOH) (10 mol/L) e 5000 pL de agua destilada autoclavada, agitou-se por 10 minutos para
ocorrer a ruptura da cuticula dos vermes gravidos e liberacdo dos ovos. Em seguida, realizou-
se centrifugacdo (2500 rpm por 3 minutos), descartando o sobrenadante até 2mL. Em seguida,
completou-se o tubo falcon até 15 mL com a solugdo tampdo M9 e descartou novamente o
sobrenadante até 2 mL, repetindo por trés vezes. Ao final, os ovos foram transferidos para
placas de Petri com E. coli e incubados por 12 h para se obter todos nematoides no estagio
larval L1, como descrito na Figura 8 (Avila et al., 2012; Gubert et al., 2022).
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Figura 8: Etapas do procedimento de sincronizacdo e exposi¢do do C. elegans ao substrato.

Solu¢do de branqueamento

Tampao M9

Cultivo na placa com NGM + E. Coli.

250, 500, 1000,
2000 e 4000
mg/mL do ZOD

= I . ’

Isolamento dos ovos

Fonte: prdprio autor.

4.2.4.1  Grupos experimentais

Os ensaios foram realizados em triplicata com os grupos descritos abaixo:
e Grupo controle negativo: tampao M9 e DMSO 1%.
e Grupos experimentais:
o Fracdo enriquecida de gingerois em concentracfes decrescentes (4, 2,1, 0,5 e
0,25 mg/mL) dissolvida em DMSO 1%.
As concentracdes foram determinadas com base no estudo publicado por Manalo, et al.
(2022) e por Pefia; Lozada-Ramizes; Regules (2020).

4,242 Exposicdo ao extrato

A exposicdo da fragdo enriquecida de gingerois foi de forma aguda. Dessa forma, o
substrato ficou em contato com os nematdides, no estagio larval L1, por apenas 30 minutos.

As larvas sincronizadas foram recolhidas da placa apds atingirem o estagio larval L1 e
transferidas para um tubo conico de 15 mL. Em seguida, procederam 3 lavagens com a solucéo
tamp&o M9 utilizando a centrifugacgéo (2500 rpm por 3 minutos), e apés a ultima centrifugacao
retirou o sobrenadante até aproximadamente 5 mL para concentrar 0s vermes.

Em seguida, realizou uma contagem dos vermes (técnica da gota). O tubo com 5 mL de
tampéo M9 e C. elegans foi homogeneizado suavemente e coletado 2 pL, o qual foi pipetado

na lamina por 3 vezes, obtendo 3 gotas em cada lamina. Posterior, contou-se 0 nimero de
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vermes em cada gota e estimou-se uma quantidade de vermes por microlitro e o volume de

vermes necessario para a exposicao, através de uma regra de 3 simples.

X = 2 UL x 1500 vermes

Quant. De vermes encontrados na gota

Apdbs conhecer o numero de vermes a cada 1 yL, a quantidade de microlitros utilizado
para cada experimento foi definida de acordo o quantitativo de vermes necessarios para cada
teste. Em seguida, essa quantia de C. elegans foi transferida para um eppendorf, e adicionado
0 substrato e completado com tampdo M9, até 1 mL, durante os 30 minutos.

A retirada do composto foi atraves da lavagem com tampao M9 e centrifugacdo (2500
rpm por 3 minutos), durante 3 vezes. Na Ultima lavagem deixou-se o volume de liquido até a
marca acima do 0,1 mL do eppendorf de 1,5 mL e transferiu para uma placa com meio NGM

contendo E.coli.

4.2.5 Taxa de sobrevivéncia

Os nematoides foram expostos ao tratamento com a FEG por 30 min a 20 °C. Apds a
exposicdo, a taxa de sobrevivéncia foi determinada utilizando 2500 vermes expostos aos
compostos e transferidos para placas contendo meio NGM com E. Coli. Em seguida, foi
verificado o nimero de vermes sobreviventes com auxilio de lupa, a cada 12 horas, por um
periodo de 24 horas. (Avila et al., 2012).

4.2.6 Estresse térmico

Os 100 nematdides sincronizados foram expostos ao substrato — FEG nas concentragdes
4,2,1,05e0,25 mg/mL — e também a DMSO 1% e com tampao M9 (grupos controle), apos
30 minutos, foram incubados a 100°C (35°C) por 30 minutos e por 60 hora, para o ensaio de
tolerancia ao estresse térmico. As taxas de sobrevivéncia dos vermes foram monitoradas por 24

horas e contabilizadas apos esse periodo (Surco-Laos et al., 2012).

4.2.7 Atividade antioxidante
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Apols a sincronizacdo e exposicdo aguda, os nematoides foram submetidos a
determinacéo da geracdo de EROs. Todos os resultados foram expressos em % em comparagédo

com o grupo controle.

4.2.7.1  Quantificacdo dos EROs

A geracdo de EROs, nos grupos descritos, foi avaliada pelo ensaio da DCFH utilizando
200 vermes. Ao final da exposicdo e lavagem, os vermes foram transferidos para os pocos da
placa, 100 pL dos vermes expostos e 100 pL do DCFH-DA (2'-7- diacetato
diclorofluoresceina) na concentracdo 0,05 mmol/L. O composto fluorescente formado a partir
da oxidacdo do DCFH-DA pela acdo das EROs foi quantificado em leitor de microplacas a 485
nm de excitacdo e 530 nm de emissdo (Chardo et al., 2015; Li et al., 2020), sendo medida ap06s
60 minutos.

4.2.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata das diferentes concentracGes e 0s
resultados foram expressos através da média + erro padrdo da média. Inicialmente, os resultados
foram avaliados quanto a distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov. Nos casos dos resultados com padrdo de normalidade (paramétricos), foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA de uma via), seguido do pos-teste de Tukey para
comparacdo de médias. Para os resultados ndo paramétricos foi empregado Kruskal-Wallis
seguido do poés-teste de Dunn. Em todos os casos foram consideradas significativas as
diferengas com p < 0,05. Para a realizacdo destas analises foi utilizado o programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA).

5 RESULTADOS

5.1 REVISAO SISTEMATICA

5.1.1. Selecdo dos artigos e extracdo dos dados

Em abril de 2023, realizou-se um levantamento de publicagfes sobre efeitos

antioxidantes do composto fendlico em C. elegans, com atualizagdo em novembro de 2023,
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sendo encontrados 277 artigos no PubMed, 781 no Scopus, 1438 artigos no Science Direct e
272 no Embase, totalizando 2768 artigos.

Ap0s exclusdo das repeticdes, 705 estudos foram submetidos a leitura de titulos e
resumos para selecdo. Através da aplicacdo dos critérios de incluséo e exclusdo restaram 35
artigos. Em seguida, foi realizada a busca manual entre as referéncias dos artigos selecionados,
0 que possibilitou a inclusdo de mais 2 artigos, totalizando 37 estudos sobre o efeito
antioxidante do composto fendlico em C. elegans. O nivel de concordancia entre os revisores
foi de 0,77 sendo considerado substancial (Kappa: 0,6-0,79). A tabela 4 ilustra o processo de
busca, identificacdo e selecdo dos artigos.

As caracteristicas gerais de cada estudo (planta e composto isolado, identificacao, testes
da atividade antioxidante, concentracdo, exposicao, estagio larval e resultados) selecionado
estdo representadas nas tabelas 4 e 5. Os estudos estdo dispostos pelo ano de publicacao seguido

por ordem alfabética, de acordo com o autor.

Tabela 4: Fluxograma da selecéo das publicaces.

Identificac&o de estudos via bases de dados e registros

1 Artigos identificados:
4 Base de dados: o Artigos removidos:
: PubMed_— 277, Duplicatas (n = 682)
} Scopus =781,y Inelegiveis (n = 1313)
u Science Direct = Sem acesso completo (n =
3 1.438; 68)
p Embase = 272
| - ; l AAAAA
Artigos selecionados Excluidos
(n = 705) (n=541)
w . <
N ) _ L Artigos néo recuperados (n =
- Artigos recuperados (n = 2) 539)
e
! |
4 Artigos excluidos (n =
1 Artigos avaliados quanto & v 129). . -
elegibilidade (n = 166) *Sem utilizar composto fendlico
_ isolado (n=115)
*Sem atividade antioxidante no
C. elegans (n=14)
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Artigos incluidos: (n = 37)

-_C O =

Adaptado de: Page et al. The Prisma Group (2021).

5.1.2. Estudos selecionados

Os anos de publicagéo dos estudos selecionados variam de 2010 a 2023, podendo notar
que ao decorrer dos anos, mais estudos foram realizados; tendo em vista que, nos primeiros
quatro anos (2010, 2011, 2012 e 2013) sé foram publicados, referente a tematica, 5 estudos ao
total. Esse quantitativo € equivalente apenas ao ano de 2022, havendo um crescimento no ano
seguinte (Gréfico 1).

6

Numero de artigos
3 ~

N

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Anos

Grafico 1: Quantidade de artigos publicados por ano.

Outro ponto a se observar é o fato de que a maioria dos estudos séo publicados na China
(n=18); porém tem-se também estudos na Alemanha (n=6), Taiwan (n=3), Coréia (n=4), india
(n=3), Espanha (n=2) apenas 1 estudo no Canada, no Brasil e na Tailandia. Além disso, tiveram
paises como California, Grécia e Republica Checa, que publicaram 1 estudo com parceria com

outros paises citados anteriormente.
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5.1.3. Compostos fendlicos utilizados e método de identificacao

Dentre os 37 artigos selecionados, foram relatados o uso de 61 compostos fendlicos,
tendo em vista que, alguns artigos utilizaram mais de um composto fenolico para os testes
antioxidantes. Entretanto, desses 61 compostos, apenas 46 (75,4%) compostos apresentaram
resultados positivos perante a atividade antioxidante e somente 22 (59%) artigos mencionaram
as plantas utilizadas para a base da extracdo do composto, os demais adquiriram através da
compra do isolado por meio de empresa e ndo mencionaram qual a planta de origem.

Quanto a forma de extracdo dos compostos fendlicos utilizados em cada experimento,
20 estudos (24%) relataram que os compostos fenolicos foram adquiridos comercialmente das
empresas, a grande maioria mencionou a empresa Sigma na sua redacdo. Apenas, 9 (24,3%)
artigos informaram e/ou descreveram o método de extracdo como parte do estudo, em sua
grande maioria utilizando alcool, e uma minoria utilizando dgua. Dos 37 estudos, 3 (8,1%)
sintetizaram a substancia utilizada no estudo a partir de outro composto ja extraido ou
adquirido. Somente 3 (8,1%) artigos ndo foram possiveis identificar a extracdo do composto
(Tabela 5).

5.1.4. Exposicao e estagio larval

Em relacéo ao tipo de exposicédo, 31 (83,7%) utilizaram a exposicao cronica, variando
entre 24 horas até 4 dias de exposi¢do. Enquanto apenas 6 (16,3%) artigos utilizaram a
exposicdo aguda, os quais deixaram a substancia em contato com o0s vermes por apenas minutos,
até algumas horas.

Jéa referente ao estagio larval utilizado em cada estudos, foi mencionado desde exposicao
com C. elegans ainda embrides/ovos até o estagio larval adulto (L4). Entretanto, o estagio larval
mais utilizado dentre os estudos selecionados foi 0 L4, em que 20 (54%) artigos optaram por
utilizar esse periodo. Em seguida, tem-se o estagio larval L1 com o quantitativo de 17 (46%)
artigos; e os estudos com embrides e ovos, que totalizaram 2 (5%) estudos e apenas 1 (2,7%)

utilizou o estagio L2. Ressalvando que alguns estudos utilizaram mais de um estagio larval.
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5.1.5. Atividades antioxidantes realizadas

Dentre os estudos selecionados, notou-se a presenca dos testes de determinacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs), quantificacdo das enzimas antioxidante superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH) (Tabela 5). Dentre esses
ensaios, 0 mais realizado pelos artigos selecionados foi o de determinacdo de EROs, o qual 36
(97%) estudos utilizaram esse teste. Com énfase no ponto em que, 18 estudos utilizaram apenas
esse tipo teste como determinante de atividade antioxidante.

Dentre os estudos que analisaram esse parametro, apenas 0os compostos: 3,4',5-tri-
hidroxiestilbeno (resveratrol); trans -3,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbe (pterostilbeno); trans -4'-
hidroxi-3,4,5-trifluoroestilbeno;  trans -2,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbeno,  aromadendrina,
tremuloidina, triandrina, crisoeriol-7-O-glicuronideo e o &cido rosmario ndo apresentaram
reducdo das EROs; porém ha outros estudos com resveratrol que apresentaram resultados
positivos. Além disso, o Bisfenol A (BPA) apresentou um resultado reverso, foi detectado um
aumento da quantidade de EROs, concluindo que este composto possui uma atividade oxidante.

Em sequéncia, tem-se o teste de determinacdo da quantidade de enzimas antioxidantes
produzidas, em que 17 estudos realizaram a quantificacdo da producdo de enzima SOD,
enquanto 12 estudos quantificaram a producdo da enzima CAT. Dos estudos envolvendo a
enzima SOD, os compostos: aromadendrina, tremuloidina, salicina, isorhamnetina-3-O-p-d-
rutinosideo, triandrina, e crisoeriol-7-O-glicuronideo ndo apresentaram um aumento na
producdo dessa enzima. Dos 12 estudos que realizaram a quantificacdo da enzima CAT, todos
0s compostos (100%) mostraram resultado no aumento através da quantificacdo dessa enzima
antioxidante.

Ainda houve o teste para avaliar a atividade e/ou formacdo da GST/GSH (glutationa-s-
tranferase), o qual foi realizado por 6 estudos, em conjunto aos demais testes, com o intuito de
corroborar o efeito antioxidante das substancias. Sabendo que, cada estudo que realizou esse
teste, utilizou apenas um composto, diferindo dos demais testes. Dessa forma, 6 compostos
responderam de forma positiva, elevando o quantitativo dessa enzima no organismo. E, por fim,
tem-se o teste para avaliar a formagdo de MDA (malonaldeido), o qual 4 estudos executaram e
0s 5 compostos testados (salidroside, carnosol, OEB, DJF e HY) apresentaram resultados

positivos.



5.1.6. Risco de viés dos estudos

Os estudos considerados de maior qualidade metodologica foram os que relataram a
descricdo clara dos objetivos, resultados, desfechos completos e mecanismo de acdo dos
compostos utilizados. Os artigos classificados com maior risco de viés foram aqueles que ndo
informaram ocultacdo de cegamento e aleatoriedade dos grupos (n=37; 100%), ndo utilizaram
medicamento/composto padrdo (n=25; 67,5%), ndo relataram sobre toxicidade dos compostos
nos vermes (n=17; 45,9%), ndo descreveram o tamanho da amostra/quantidade de vermes
(n=14; 37,8%) e ndo detalharam o momento exato dos experimentos (n=7; 18,9%). A maioria
dos estudos foram considerados com alto risco de viés (45,5%) e com risco de viés incerto
(24,3%) (Figura 9).

Figura 9: Qualidade metodoldgica dos estudos selecionados.

A hipotese/meta/objetivo do estudo esta claramente descrita?
Os principais resultados a serem medidos estdo claramente...
As principais conclusdes do estudo estdo claramente descritas?
Os calculos do tamanho da amostra foram relatados?
0 agente utilizado para induzir o estresse oxidativo foi...
A dose/concentragdo do agente antioxidante foi informada?
Os momentos em que os resultados foram medidos foram...
A randomizagdo dos animais em grupos experimentais ou de...
Os cuidadores e/ou investigadores ficaram cegos quanto ao...
0 avaliador do resultado foi cego?
0 método de indugdo do estresse oxidativo foi descrito?
0 estudo estava aparentemente livre de outros problemas que...
Foram relatados efeitos colaterais/toxicidade dos compostos?
Foi usado um medicamento padrao?
Algum mecanismo de ac¢do foi investigado?

_
_
N
[

~ -1
ESIM ENAO m=NAOCLARO



Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (continua).

Pais do

Planta/

Método de

Estado

Referéncia estudo Composto obtencio Testes Concentragdo | Exposicao Indutor larval Resultados
Determinagéo
de EROs e x L
Yeetal . - quantificacdo Exposicao Raio Estégio Redugdo dos niveis de
N China Resveratrol Adquirido - 10 uM a 1 mM o EROs e aumentou a
2010 enzima cronica Gama L1 x
s expressao SOD.
antioxidante
SOD
Liaoetal., Taiwan Curcuma longa Adaquirido Determinagéo 20UM Exposicao Juglona EsLtf%io Reducio de EROs
2011 (curcumina) g de EROs H aguda 250uM La ¢ '
Chen;
Rezaizadehn | Alemanh - Determinagdo | 50, 100 ou 200 | Exposicdo Juglona | Estégio x
ajafi; Wink, 3 Resveratrol Adquirido 4e EROs UM cronica 400 pm L1 Reducéo de EROs.
2012
Determinagéo
Extragéo e de EROs e .

e . isolamento do | quantificacdo . L Redugdo de_EROs €
Shi; Liao; Taiwan Monascina mofo de enzimas 1 10 e 50 uM Exposicao Juglona | Estagio | aumento da atividade de
Pan, 2012 (MS) L ' H cronica 250 uM L1 GST, SOD e CAT.

vermelho do | antioxidantes
arroz SOD, CAT e
GST.
Veronica Quantificacdo
. peregrina — Maceracao de enzimas - Paraquat .. | Aumentou a atividade da
K";Oi%al" Coreia (Acido com alcool antioxidantes 12(%1 I\I/\I/Ie Exapczjs(;gao 30e 60 Es&glo SOD, CAT e redugdo de
Protocatecuico metilico SOD, CAT e H 9 mM ' EROs.
-PCA) EROs.
Veronica Determinagéo
. x de EROs e Aumento da atividade de
Ki . peregrina Maceracdo e - Paraquat - . L.
imetal., | Coreia . , quantificagéo Exposicéo Estagio | enzimas antioxidantes
(&cido 4- com alcool ; 20 e 40 uyM N 30 e 60 x
2014 do Sul . . . o das enzimas cronica L4. |SOD e CAT e redugéo de
hidroxibenzdic metilico .. mM
antioxidantes EROs.
0 - 4-HBA)

SOD e CAT.
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Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (continua).

Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentragdo | Exposicdo Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencéo larval
Determinagao
Sgnfilf?i?; go Reducdo de EROs e
Xiao et al., : Rhodiola rosea . q -ag 50,100e200 | Exposicdo | Paraquat | Estagio MDA, aumento das
China o Adquirido de enzimas N . S
2014 (Salidroside) L. M cronica 0,1M L1. enzimas antioxidantes
antioxidantes SOD e CAT
SOD, CATe '
MDA
Thall_ctrur_n e Adquirido
Zhang,et al., China (I\?Z:;]mle;'z_ Determinagéo 160 mayL. Exposicao Juglona | Estagio Reducio do EROS
2014 \Viethyl S, de EROs. g cronica 300uM | L4, ¢ :
dihydroxybenz
oate - MDHB)
Polygonum
multiflorum
(2,3,5,4°- Extracdo da | Quantificacdo
Biichter et | Alemanh | Tetrahidroxistil planta de enzima Exposicao Juglona | Estégio
al., 2015 a beno-2-O-B-D- | Polygonum antioxidante 50, 100pM cronica 150 uM L4. Aumento de SOD.
glicosideo - multiflorum SOD
TSG)
H.0,
. N - 50mMe - x
Tanetal., China Bisfenol A Adauirido Determinagdo | 0, 10,25e50 Exposicgéo anions Estagio Reducédo de EROs e
2015 (BPA) g de EROs uM crénica - L4 aumento de SOD.
superdxido
10mM
N-
Desjardins Canada éifif:lirlrfiir?;eg 2’ Adquirido Determinacdo 3,6,9mM Exposicao 0061155 Estagio Reducdo de EROs
etal., 2016 resveratrol g de EROs T crbnica 'mM L1/L4. ¢ '
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Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (continua).

Referéncia

Pais do
estudo

Planta/
composto

Meétodo de
obtencéo

Testes

Concentragéo

Exposicao

Indutor

Estado
larval

Resultados

Fischer et
al., 2016

Alemanh
a

Composto (1):
(resveratrol),
composto(2): tr
ans -3,5-
dimetoxi-4'-
hidroxiestilbe o
(pterostilbeno),
composto(3): tr
ans- 3,5-
dimetoxi -4-
fluoro-4'-
hidroxiestilben
0, composto
(4): trans -4'-
hidroxi-3,4,5-
trifluoroestilben
0, composto
(5): trans -2,5-
dimetoxi-4'-
hidroxiestilben
0, composto
(6): trans -
2,4' 5-tri-
hidroxiestilben
0.

Adquirido

Determinagdo

de EROs

50, 100 UM

Exposicdo
cronica

Paraquat
ou juglona

Estagio
L1

Apenas3e6

(resveratrol) reduziu

EROs.

Nidheesh et
al., 2016

india

Quitooligbmero
s (COS)

Sintetizado
por hidrdlise
enzimatica

Determinagéo

de EROs e

quantificacdo

de enzimas

antioxidantes

SOD, CATe
GST.

0,75 mM

Exposicéo
aguda

Monocroto
fos (MCP)
0,2 mM

Estégio
L4

Reducdo de EROs e de
GSH e aumento da SOD

e CAT
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Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (continua).

Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentragdo | Exposicao Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencéo larval
Yen etal ( )Z (fgrrztast? 7- | Hidrodestilag | Determi E Juglona | -
enetal, . -)-(1S, 4S)-7- | Hidrodestila eterminacao Xposicdo stagio x
2016 Taiwan hydroxycalame do ; de EROSQ. 3uMe 30uM cfﬁnic(:;a 250uM qu Redugao do EROs.
nene
Determinagao
. Alemanh | qirimarina de EROs ¢ -
Filippopoul 4, (2,3- uantificacdo Exposicao Juglona Embrio
ouetal, | Grécia, | o 1= | Adquirido | TN 0,5 uM POSI% g es/ | Aumento de SOD e CAT
2017 Repblic esidrosilibina de_ enzimas aguda 80 uM OVOS
a Checa A/B) antioxidantes
SOD e CAT
O é&cido
ursolico triterpe ZnONPs
. no natural o - (Nanoparti -
Negloigal., india (&cido 3p- Adquirido Deéeerrglénggao 25 uM Eéfgrfif:o E:u_las de ESE"lg'O Reducédo de EROs
hydroxyurs-12- oxido de
en-28-4dico - zinco)
UA)
Determinagao
de EROs e juglona
Leeetal., Coreia Z. officinale Maceracao quantificagéo 12.5 & 25 UM Exposicao 50 uM | Estagio | Aumento de SOD e CAT
2018 6-shogaol com etanol de enzimas ' cronica ou H20, L4 e redugdo de EROs
antioxidantes 25 mM
SOD e CAT.
Brometo de 3-
bis(piridin-2-
Zhu et al. . |Imet|I)am|nom « . Determinagéo Exposicéo Juglona Embrig x
2018 ' China _ et!l-5- o Nao descrito de EROs 25,50, 100 uM cronica 300 UM es/ Reducdo de EROs.
hidroxibenziltri H Ovos

fenil fosfonio -

PAT)




Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fenélico em C. elegans, incluidos na revisdo sistematica (continua).
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Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentragdo | Exposicao Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencéo larval
Rosmarinus Qg:gt:;?ggo
Linetal., . officinalis L. .. . 60, 120 Exposicao Paraquat | Estagio | Aumento de CAT, SOD,
China o Adquirido antioxidantes g
2019 (Acido el80uM cronica 10 mM L4. GSP-Hx e GSH.
Rosmarinico) SOD, CAT e
GSH-P e GSH.
Determinagéo
de EROs, e
. quantificacdo - L. Reducédo de EROs e
Linetal, China Carnosol Adquirido de enzimas 180uM Expp S1¢d0 Paraquat | Estagio aumento de SOD, CAT e
2019 L cronica 10mM L4.
antioxidantes GSH-Px
SOD, MDA e
GSH-Px
) Zanthoxylum ar — - L .
Pandey et India matum Adquirido Determinacao 25, 50 e 100uM Exposicao Juglona | Estagio Reducéo de EROs.
al., 2019 . de EROs aguda 250 pm L1
(Tambulin)
Populus alba e
Satrix
(aromadendrina
, tremuloidina,
salicina, Determinagéo x
isorhamnetina- | £ 0050 3 de EROs e Juglona aiiig(}: ofjg(iioziia
Tawfeek et | Alemanh 3-O-B-d- e quantificagdo | 50, 100 e 200 Exposicdo g Estégio Pen g g
R frio com . . 80 uM induziu a SOD.
al., 2019 a rutinosideo, de enzimas pg/mL cronica L1.
i metanol 80%. L
galocatequina, antioxidantes
triandrina, SOD
e crisoeriol-7-

O-glicuronideo)



https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/zanthoxylum
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Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (continua).

Referéncia

Pais do
estudo

Planta/
composto

Método de

obtencéo

Testes

Concentracao

Exposicéo

Estado

Indutor
larval

Resultados

Wou et al.,
2019

China

(Desoxitrillenos

Epitrillenoside

Trillium
tschonoskii

ideo Ca -
DTCA e

CA-ETCA)

Extracdo com
etanol a 75%

Determinacéo
de EROs

100 pM

Exposicao
crénica

1 mM e 40

H20. Estagio
mM L4

Reducdo de EROs.

Aranaz et
al., 2020

Espanha

Compostos
fendlicos
(miricetina,
kaempferol,
naringina,
hesperidina,
apigenina,
luteolina,
resveratrol,
curcumina,
epicatequina) e
acidos

fendlicos
(&cidos p-
cumarico,
elagico,
ferdlico, galico
e vanilico)

Adquirido

Determinagéo
de EROs

100 e 200uM

Exposicdo
cronica

NA

Estagio
L1/L4.

Reducéo de EROs.
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Tabela 5: Descricéo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na revisdo sistematica (continua).

Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentragdo | Exposicdo Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencéo larval
Determinagéo
de EROs e
Oenothera quantlflpagao Reducdo de EROs de
Lietal . erythrosepala . de_ enzimas Exposicao H,Oz0u | Estagio MDA e aumentou a
N China ythrosep Adquirido antioxidantes 160 uM o L
2020 (enoteina B - SOD. CAT cronica paraquat L4. | atividade da GPx, CAT e
OEB) SR e SoD
GPxeo '
conteudo de
MDA
(S)- e (R)-2,2- Quantificacdo
Nobre et al., .. | dimetil-4-(fenil - da enzima Exposicdo H20 Estadgio | Aumento da enzima
2020 Brasil selanilmetil)- Adquirido antioxidante 1 uMe 50 uM cronica 0,4 mM L1 CAT.
1,3-dioxolano CAT
Gutierrez- Acido cafeico Estresse
. (CA) e acido - Determinacao Exposicao térmico | Estagio Reducao de
Zetinaetal., | Espanha dihidrocaféico Adquirido de EROs. 200, 300 uM crbnica (35°C) ou | L1/L4. EROs.
2021
(DHCA) paraguat
Determinagéo
Junglas de E.R.OS € x
Hong . (Diaphragma | Extragdo com quant|f|_c acao 50uM, 100uM | Exposicdo Paraquat | Estéagio Redugdo de EROs e
China . . . de enzimas aumentou de SOD e
etal., 2021 juglandis alcool oxid e 200uM aguda 5mM L4.
Fructus — DJF) antioxidantes CAT
SOD, CATe
MDA.
Determinagéo
Folhas de de EROs, MDA Peroxido Reducédo de EROs e
Wang et al., China Oliveira Adquirido | © quantificagdo | 10, 50 e 100 Exposicéo de Estégio MDA
2021 (Hidroxitirosol g de enzimas uM crbnica Hidrogéni L4. e aumento de SOD e
- HY) antioxidantes 0 (H202) GSH-Px

SOD e GSH-Px
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Tabela 5: Descrigéo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fendlico em C. elegans, incluidos na reviséo sistematica (continua).

Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentracdo | Exposicao Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencgéo larval
Zhouetal, | . : Smtetllzado Determinagdo | 5uM, 10uMe | Exposicdo | Paraguat - | Estagio Redugdo de EdROS ¢
2021 ina Curcumina com cloreto de EROs 20UM cronica 5mM L4 aumento de
de acila ' SOD e GST.
Determinagéo
de EROs e
Bai et al., - ;. L. . guantificacdo | 10, 25,50, 100 | Exposicdo H202 Estégio Aumento de SOD e
2022 China | Acido elagico Aduirido de enzima e 200 uM crénica 0,4 mM L4 reducdo de EROs.
antioxidante
SOD
Holothuria
scabra (2- Extracio com 5 pg/mL 2-
Jattujan et ... | Butoxitetrahidr Determinagéo BTHF ou 1 Exposicao Paraquat | Estagio x
al., 2022 Tailandia ofurano e cido _acetato de de EROs pg/mL de 4cido crbnica 250 mM L1 Redugdo de EROs
P etila e butanol .
palmitico) palmitico
. Composto da | Extracdo com | Determinagdo | 0,25mg/mL, . L Reducdo de MDA e de
legtzzl., China Laminaria agua a quente | de MDA, EROs | 0,50mg/mL E)C(fgr?i'ggo T(ZJSIZ_ Esﬁiglo EROs e aumento da
japbnica (infusdo) e SOD. e Img/mL ' SOD.
Zhang et al., . - . Determinagéo Exposicao Juglona | Estagio x
2022 China Cannabidiol Adquirido de EROs 100uM cronica 200uM Lo Reducdo de EROs.




48

Tabela 5: Descricdo detalhada dos estudos pré-clinicos do efeito antioxidante de composto fenolico em C. elegans, incluidos na revisao sistematica (concluséo).

Referéncia Pais do Planta/ Metodo~de Testes Concentragdo | Exposicdo Indutor Estado Resultados
estudo composto obtencéo larval
Zhang et al A?Qr;naar;h ﬁg\gg@lﬂ(}gg% Determinagdo Exposicdo Juglona | Estagio
2022 a,Califor € . Adquirido de EROs 3, 10,25 uM cronica 20 uyM L1 Redugdo de EROs
nia oolonghomobis
flavan B (OFB)
Cirsium Determinacéo
japonicum Extracio nor de EROs e Paraquat
Choetal., | Coreia (4cido ca0p quantificacéo Exposicdo |4.5mM ou | Estagio | Reducéo de EROs e
o refluxo com 25 ou 50 pg/mL o .
2023 do Sul clorogénico - etanol a 70% de crbnica juglona80 | L1. aumento de CAT.
CA) ° enzima UM
antioxidante
CAT
Sintetizado
pela uinona
derivatizacdo g q
Anacyclus de N- S - encapuza - x
Song et al., . S Determinacao 25,50 100 Exposicdo |a 400 uM | Estagio Reducdo de EROs.
China pyrethrum Alquilamidas .
2023 de EROs uM cronica e 0,032% L4
(H-2) (NAAS) de
de H,0,
Anacyclus
pyrethrum

(L) DC




5.2 ESTUDO EXPERIMENTAL
5.2.1 Obtencédo e analise da fracéo enriquecida de gingerais

O rendimento do extrato bruto foi de 2,9% (6,9 gramas) ap6s o0 método de maceracéo,
no qual o solvente ficou em contato com o tubérculo (232 gramas do gengibre triturado. Na
etapa posterior, referente a obtencdo da fracao enriquecida de gingerois, teve-se um rendimento
de 2,5% (5,9 gramas) quando comparado ao quantitativo de gengibre utilizado apos trituragéo.

As andlises em CCDA das fracdes obtidas a partir do fracionamento seguem abaixo
(Figura 10). Na placa cromatogréfica, os nimeros 2 e 3 foram identificados como as fracoes
enriquecidas de gingerdis; tendo em vista que, o perfil cromatografico e o fator de retencao
observado na placa estdo de acordo com o padrdo utilizado (identificado como P na figura)

(Silva, 2012).

Figura 10: Placa cromatogréfica das fragdes obtidas do extrato do tubérculo do gengibre ap6s cromatografia
liquida em coluna analitica. P = padrdo; 2 e 3 = fragles ricas de gingerois.

Fonte: prdprio autor (2023).

Em seguida a FEG foi analisada por HPLC como pode ser observado no cromatograma
da Figura 11. Pode-se verificar que a FEG apresenta principalmente o [6]-gingerol, [8]-gingerol
e [10]-gingerol, nos tempos de retencdo 6,8 min, 13,1 min e 30,3 min, respectivamente. Os
tempos de retencdo do [6]-gingerol, [8]-gingerol e [10]-gingerol padrdo, foram: 6,8 min, 13,1

min e 30,6 min, respectivamente, o que confirma a presenca desses metabolitos nesta fracao.



50

Figura 11: Cromatogramas analitios da FEG (em preto) e dos padrdes [6]-gingerol, [8]-gingerol e [10]-gingerol
(em vermelho) obtidos por HPLC com as seguintes condi¢des: coluna C18 Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 p),
vazdo de 1 mL/min, deteccdo por UV a 280 nm, fase mével MeOH/H,0 (75/25).
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Posterior, foi realizado a analise da fracdo enriquecida com gingerois por ressonancia
magnética nuclear. O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) da
FEG (Figura 12) indica que o [6]-gingerol é o composto majoritario desta fracéo. Este espectro
mostra que ha apenas compostos da classe dos gingerois, como: [4]-gingerol, [8]-gingerol e
[10]-gingerol, que correspondem a um série homologa dos gingerois, pois se observa apenas
sinais desses tipos de compostos, que se diferenciam unicamente pelo tamanho da cadeia lateral
(Figura 2). No entanto, esses outros gingerois se encontram como compostos minoritarios desta

fracéo.
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Figura 12: Cromatograma da analise em ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) da FEG.
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Fonte: proprio autor (2023).

O tripleto com deslocamento quimico (6n) de 0,89 integrando para trés hidrogénios é
indicativo de hidrogénios de metila terminal de cadeias alifaticas. Um sinal largo em & 1,29
integrando para oito hidrogénios indica que ha hidrogénios metilénicos, como aqueles da cadeia
lateral de gingerois. Sinais em 64 2,40-2,60 integrando para dois hidrogénios séo referentes aos
hidrogénios metilénicos ligados a carbonila. Sinais em 64 2,6-3,0 integrando para quatro
hidrogénios sdo indicativos de hidrogénios metilénicos benzilicos e homobenzilicos. Um
singleto intenso em &1 3,88 integrando para trés hidrogénios € caracteristico de hidrogénios de
metoxila. O quintupleto em 6n 4,03 integrando para um hidrogénio é caracteristico de
hidrogénios oximetinicos. Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (6n
6,66-6,88) integrando para trés hidrogénios. Esses sinais apresentam um padréo tipico de anel
aromatico 1,3,4-trisubstituido. Logo todos esses sinais indicam a presenca de forma majoritéria,
do [6]-gingerol, principal composto fendlico presente em extratos de gengibre (Silva et al.,
2012; Silva et al., 2021). Pelo menos mais um sinal, indicativo de metila terminal de cadeias

alifaticas, pode ser observado no espectro da Figura 12. Este sinal e a auséncia de sinais de
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compostos diferentes dos gingerois, sugerem a presenca do [4]-, [8]- e [10]-gingerol, mas em
menor quantidade do que o [6]-gingerol, como esperado (Silva et al., 2012; Silva et al., 2021).

5.3 MANUTENGAO E SINCRONIZACAO DOS C. elegans

Com a chegada do C. elegans no Laboratdrio de Farmacologia Clinica e Experimental,
a manutencdo foi realizada com repique semanalmente nas placas de petri com o meio NGM e
10 uL de E. coli em cada placa e um pellet advindo de trés placas distintas, totalizando 3 pellets
em cada placa, para garantir a variabilidade genética dos nematoides, como pode ser observado
na Figura 6 mencionada anteriormente na metodologia.

J& a sincronizacédo foi feita apds 3 dias do repique, com o intuito de ter nematoides
gravidos nas placas, levando em consideracdo seu ciclo de vida; sendo assim possivel a
obtencdo dos ovos. Ao finalizar a sincronizacao, os ovos foram colocados em placas de Petri,
e esperou-se por 12 horas para comecar a exposicao a substancia teste com o C. elegans no
estagio larval L1 (Figura 13). Vale ressaltar que, o quantitativo de C. elegans em cada

sincronizacao é muito alto, permitindo a execucdo de varios testes, principalmente em triplicata.

Figura 13: C. elegans ap06s 3 dias de repique, prontos para sincronizacao (1). Ovos apds sincronizagdo (2).
Vermes no estadio larval L1, ap6s 12 horas da sincronizagdo (3).

o] [ o

Fonte: proprio autor (2023).

5.4 TAXA DE SOBREVIVENCIA

O modelo alternativo C. elegans selvagem (N2) foi utilizado para investigar se as
diferentes concentragdes de FEG possuem toxicidade ou ndo para o nematoide, viabilizando a
execucdo dos demais testes nas concentracdes pré-estabelecidas, em condi¢Ges padrdo de
laboratorio.

Para isso determinou-se a taxa de sobrevivéncia do tipo selvagem N2, ap6s a exposi¢ao

a FEG (4, 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/mL). Essa exposicdo foi de forma aguda, com duracdo de 30
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minutos. Logo apos, notou-se que ndo houve morte dos 2500 vermes no tempo de 12 horas e
24 horas ap0s a exposicdo. Dessa forma, garantiu-se que as concentragdes podem ser utilizadas

para 0s demais testes.

5.5 TOLERANCIA AO ESTRESSE TERMICO

No ensaio de estresse termico foi aplicado aos vermes N2 do tipo selvagem para
examinar o efeito da FEG sob condicdes de estresse. Notou-se que no tempo 0 (apds a
exposicdo, sem o estresse térmico), todos os 100 nematoides estavam vivos. Entretanto, ap6s
24 horas da exposicao, 0s vermes expostos no tempo 1 (30 minutos de exposi¢édo ao calor) e no
tempo 2 (60 minutos de exposicdo ao calor), observou-se que houve mortes dos vermes do
grupo controle e nenhuma morte dentre os 100 vermes sob o efeito da fracdo enriquecida nas
concentragfes 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL e 4 mg/mL, mas houve morte de 0,2% dos
vermes na presenga da FEG 0,25 mg/mL.

Assim, todos os C. elegans expostos ao extrato de gengibre (em todas as concentracdes)
sobreviveram ao estresse térmico, enquanto os do grupo controle (com tampdo M9 e DMSO
1%) ndo sobreviveram. Dessa forma, nota-se que a resisténcia ao estresse térmico foi adquirida
apos o tratamento com as concentracGes (4, 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/mL) de FEG em 100% em
relacdo aos controles néo tratados, como mostra no Figura 14.
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Figura 14: Namero de C. elegans sobreviventes apds a exposicao ao estresse térmico. Branco = tampéo M9;
DMSO1%; FEG 0,25 mg/mL ; FEG 0,5 mg/mL; FEG 1 mg/mL; FEG 2 mg/mL; FEG 4 mg/mL.
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Fonte: prdprio autor (2023).

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O ensaio de vida atil e o aumento na resisténcia ao estresse de C. elegans apds o
tratamento com FEG forneceram informac@es sobre o mecanismo de longevidade, levando a
investigagdo da sua eficacia perante a sua atividade antioxidante. Portanto, a medigdo
espectrofotométrica foi realizada para determinar a geracdo das espécies reativas de oxigénio
dos niveis intracelulares nos vermes tratados nas concentracdes (4, 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/mL) de
FEG em comparagdo com os do grupo controle néo tratados (branco, DMSO 1%).

No ensaio de produgdo de espécies reativas de oxigénio foi utilizado as menores
concentragcdes das fracbes (1, 0,5 e 0,25 mg/mL). Apenas as fragcbes de 0,5 e 1 mg/mL
mostraram uma reducgdo significativa (p<0,005) das espécies reativas de oxigénio, apos a
exposicdo aguda, de 30 minutos. Notou-se que essa diminui¢do equivale a aproximadamente
10% da producéo de EROs quando comparada ao do grupo controle (branco e DMSO), como

mostra na Figura 15.
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Figura 15: Efeitos da fracdo enriquecida em gingerois sobre os niveis intracelulares de EROs de nematoides N2
selvagens. Branco = tampdo M9; DMSO01%; FEG 0,25 mg/mL; FEG 0,5mg/mL; FEG 1mg/mL.

100000~
80000- a L I -
60000-
40000-
20000-
" SRS
o 0 N
& g@"& «@@“* &

Fonte: Prdprio autor (2023).

6 DISCUSSAO

A primeira etapa deste trabalho buscou compilar as evidéncias cientificas sobre os
efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos em C. elegans. Através da revisao sistematica foi
possivel verificar que ha poucos estudos com compostos fendlicos isolados abordando a
atividade antioxidante no modelo alternativo C. elegans, o qual abrange o principio dos 3Rs.

Vale frisar também, o quéo os estudos com C. elegans com compostos fenolicos sdo
recentes, sendo a primeira publicacdo no ano de 2010. Nos Ultimos anos vem crescendo o
numero de publicacBes sobre este tema, porém em um quantitativo ainda pequeno.

Dessa forma, nota-se que esse modelo alternativo é um caminho promissor de estudos.
Pois, desde os anos 90, vém sendo discutido sobre a utilizacdo de modelos alternativos para
avaliar diferentes efeitos toxicos (Gagliano et al., 2005; Ranaldi et al., 2007; Cano-Sancho et
al., 2015). Entretanto, apenas nos ultimos anos vem sendo consolidado o uso de modelos
alternativos, em especial o nematoide Caenorhabditis elegans, devido a sua eficacia em simular
diferentes patologias a nivel molecular, principalmente o efeito das EROs (Miranda-Vizuetea;
Veal, 2017).

Outro ponto a se observar é que dos trabalhos encontrados pela revisdo sistematica, em
sua grande maioria, foi publicado pela China, e apenas um estudo foi realizado no Brasil, sendo

um ponto crucial para a maior pesquisa nessa area. De acordo com um estudo apresentado pela
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National Science Foundation (NSF) dos Estados Unidos, a China é o pais que mais produz
artigos cientificos no mundo, chegando a ultrapassar os Estados Unidos; com o Brasil se
encontrando em 12° posicdo nesse ranking. Nesse mesmo estudo, relatou-se que o governo
chinés vem ampliando gradualmente os investimentos em Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo,
destinando cerca de US$ 408 bilhdes por ano; j& o Brasil, também teve um aumento
significante, de 89% no nimero de artigos publicados, porém est4 muito abaixo das economias
emergentes; ressalvando que os investimentos em ciéncia e tecnologia vém caindo severamente
nos ultimos anos, deixando o sistema cientifico nacional a beira de um colapso (IPEN, 2018).

Outra perspectiva que vale frisar dentre os estudos selecionados, é a variacdo
metodoldgica entre os estudos, desde a forma de extracdo e exposi¢do do substrato, variando
de minutos até varios dias, como também o estagio larval, indo desde embribes até o estagio
L4. Diante disso, a replicabilidade assertiva da metodologia fica comprometida, implicando o
resultado de viés. Isso acontece devido a possibilidade de utilizacdo desse verme como modelo
para estudos nas mais diversas areas como: neurobiologia, biologia do desenvolvimento,
farmacologia, toxicologia, genética, dentre outras. No entanto, o uso desse modelo vem
crescendo na comunidade cientifica e, por isso, torna-se crucial o dominio das anélises
fisiol6gicas, moleculares, bioquimicas e comportamentais de C. elegans visando possibilitar o
desenvolvimento de abordagens experimentais mais eficientes.

Varios compostos fendlicos possuem atividade antioxidante no modelo alternativo in
vivo (C. elegans). Tais compostos foram capazes de reduzir as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e aumentar a producdo das enzimas com atividades antioxidantes como SOD, CAT e
GST, além de reducdo do MDA. Estudos relatam que tal propriedade se justifica pela presenca
do grupo hidroxila (OH); tendo em vista que, quanto maior a quantidade de OH, maior a
capacidade antioxidante desses compostos (Barreiros; David; David, 2006; Vasconcelos et al.,
2007; Alves et al., 2010).

Em geral, os compostos fenolicos podem ser aplicados para uma variedade de condi¢des
clinicas e em diversas patologias, devido principalmente aos seus efeitos antioxidantes. Como
a exemplo da vitamina C, A, E, que agem em diversos processos antioxidantes e anti-
inflamatdrios (Kline et al., 2007; Frenkel et al., 2013; Pawlowska et al., 2019), bem como a
curcumina, resveratrol e outros compostos que possuem grupos hidroxilos ligado diretamente
aum grupo hidrocarboneto aromatico que possuem atividade semelhantes (Frenkel et al., 2013).

Alguns estudos ainda relataram a relagdo concentracdo/resposta, mostrando que a
grande maioria das respostas dos compostos fendlicos sdo dose-dependente. Como se nota em

experimentos com o resveratrol, nos quais, quando se utilizou concentracdo de 1 mM obteve-
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se reducdo das EROS, ao mesmo tempo que outro estudo utilizando as concentracdes 50 e
100 uM nao foi observado resultados positivos no experimento. Assim, corrobora-se a hipétese
que as respostas produzidas pelos vermes sdo dose-dependentes, tendo em vista que, com
concentragdes maiores do composto observa-se respostas antioxidantes, enquanto com
dosagens menores, ndo ha evidencia de respostas positivas. Por esta razdo, mais estudos sdo
necessarios para melhor compreensdo destes efeitos (Ye et al., 2010; Chen; Rezaizadehnajafi;
Wink, 2012).

Diante disso e considerando o elevado potencial antioxidante dos compostos fendlicos
sobre C. elegans (Tawfeek et al., 2019; Aranaz et al., 2020), foram realizados ensaios in vitro
a fim de verificar o efeito antioxidante de um extrato de Zingiber officinale sobre C. elegans;
tendo em vista que, 0s gingerois sao compostos fenolicos.

O organismo C. elegans foi utilizado como modelo alternativo do experimento, visando
os principios dos 3Rs e por ser um modelo bem estabelecido para a pesquisa do estresse
oxidativo. Inicialmente, observou-se a sobrevivéncia dos vermes perante a exposicdo a FEG,
mostrando a nao toxicidade em todas as concentracdes testadas. Posteriormente, os vermes da
cepa N2 do tipo selvagem tratados com FEG em condic¢Bes normais de cultura apresentaram
maior resisténcia ao estresse térmico do que os vermes ndo tratados.

Em outro estudo observou-se que com o tratamento utilizando o 6-gingerol aumentou-
se consideravelmente a meia-vida dos vermes de maneira dose-dependente, considerando a
correlacdo entre 0 aumento da tolerancia ao estresse e a longevidade (Kenyon, 2010). Os
vermes tratados com 6-gingerol, composto majoritario da fracdo rica de gingerois, exibiram um
aumento significativo nas taxas de sobrevivéncia sob condigBes de estresse térmico em
comparagdo com os vermes do grupo controle (Lee et al., 2018).

Dessa forma, os resultados sugeriram que a fra¢do rica em gingerois tem a capacidade
de aumentar a resisténcia dos nematoides, sob estresse térmico, e consequentemente, da sua
sobrevivéncia; visto que, o estresse influencia diretamente a sobrevida celular. Pois, 0 estresse
perturba a homeostase das células e induz a apoptose celular, prejudicando o funcionamento
normal das células, tecidos e 6rgdos e levar ao desenvolvimento de diversas doencas
(Desjardins et al., 2016; Song et al., 2023).

Como parte do esforco para elucidar o mecanismo do efeito antioxidante da FEG, a
reducdo da expressdo de enzimas antioxidantes que afetam os niveis de EROs foi
examinada. Na cepa N2 do tipo selvagem de C. elegans, os niveis intracelulares de EROs foram

medidos, mostrando redugdo no acimulo de EROs pelo tratamento com FEG.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6254644/#b8-bt-26-568
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Estes resultados apoiaram a hipétese de que o efeito antioxidante da FEG contribui para
o prolongamento da vida dos nematoides, em parte, através dos niveis de EROs, reforcando a
estreita relacdo entre o estresse oxidativo e o envelhecimento. Levando em consideracao que, a
superproducdo de EROs e as reacdes desses radicais livres com as células, séo um dos
causadores das mutacGes genéticas e morte celular, resultando em patologias e/ou
envelhecimento (Kenyon, 2010; Lee et al., 2018).

Em resumo, a investigacdo experimental do estudo isolou a fragcdo rica em gingerois
do Z. officinale e testou seu efeito antioxidante em C. elegans, através dos ensaios de tolerancia
ao estresse térmico e producdo das EROs. Tais resultados confirmaram o efeito antioxidante
por apresentarem a maior sobrevivéncia dos nematoides apds exposi¢do ao calor, e a reducdo
na producéo das EROs, apoiando 0 mecanismo proposto e corroborando o efeito farmacoldgico

dessa planta.

7 CONCLUSOES

A partir da compilacdo dos artigos sobre efeito antioxidante, pode-se notar que 0s
compostos fendlicos possuem efeito antioxidante sobre C. elegans. Entretanto, os estudos
precisam melhorar a qualidade metodoldgica, padronizar as metodologias, para que sejam
fornecidas evidéncias de alta qualidade.

Os dados obtidos a partir dos ensaios in vitro indicam que a fracdo enriquecida de
gingerois (FEG) aumenta a resisténcia do C. elegans ao estresse térmico. Além disso, reduz,
significativamente, os nivei de EROs intracelular.

Dessa maneira, os resultados obtidos sugerem que os compostos fendlicos apresentam
atividade antioxidante sobre C. elegans, como p6de ser evidenciado experimentalmente, com a
fracdo rica em gingerois obtida do gengibre; tendo em vista que seus principais metabolitos
secundarios, os gingerois, sdo compostos fendlicos. Dessa forma, os compostos fendlicos
podem auxiliar no tratamento de diversas patologias que estdo relacionadas com o desequilibrio

redox.
8 PERSPECTIVAS
Toda a metodologia e os resultados obtidos nesse trabalho possui a pretenséo de ser

publicado no Periédico PLOS ONE que é uma revista cientifica de acesso livre disponivel

apenas online, publicada pela Public Library of Science, Qualis A1, fator de impacto 2,776.
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J& para a revisdo sistematica, almeja-se a publicagdo na Phytomedicine, uma revista que
abrange as areas de fitoterapia, fitomedicina e toxicologia de plantas e seus extratos. Esta revista
possui qualis Al e fator de impacto 6,656.
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