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RESUMO

O excesso de peso afeta mais de um bilhdo de adultos em todo o mundo, e pelo menos 300
milhGes deles sdo clinicamente obesos. A obesidade pode ser descrita como um acumulo
anormal ou excessivo de gordura corporal capaz de acarretar prejuizos a satde. A obesidade é
caracterizada pelo desequilibrio no balanco energético, em que as combinaces de alta
ingestdo caldrica juntamente com o estilo de vida sedentéario levam ao aumento significante de
peso corporal, seguido pelo aumento do tecido adiposo, menor longevidade e maior
morbidade, com grandes propensdes ao desenvolvimento de doengas como diabetes,
hipertenséo, doencgas cardiovasculares, dislipidemias e aterosclerose. Assim, 0 excesso de
peso estd envolvido em maior risco de um amplo espectro de alteracGes metabdlicas. Nesse
sentido, o gengibre foi utilizado na medicina chinesa para o tratamento de diversas patologias
devido suas propriedades anti-inflamatéria, antiemética, anticancerigena, antilipidémica e
hipoglicémica. Diante disso, o presente estudo buscou avaliar se o extrato de Zingiber
officinale pode resultar em melhora do perfil metabdlico sistémico e central em animais
obesos, bem como identificar os possiveis mecanismos envolvidos neste processo.
Camundongos Swiss foram alimentados por 16 semanas com dieta hiperlipidica (DIO). Apo6s
instalacdo da obesidade, os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: i)
dieta padrdo + veiculo ii) dieta padrdo + Zingiber officinale iii) DIO + veiculo e iiii) DIO +
Zingiber officinale. Os animais foram suplementados com 400 mg/kg/dia de Zingiber
officinale por 35 dias por meio de gavagem oral. Ao final do periodo de tratamento, foram
realizados os testes de tolerancia oral a glicose, campo aberto, reconhecimento de objeto e
labirinto em cruz elevado. Em seguida, os animais foram eutanésiados, 0 sangue, tecido
adiposo epididimal, hepatico, quadriceps e cortex cerebral foram removidos para analises
histolégicas, moleculares, bioquimicas e genotoxicas. Os resultados demonstraram que 0
extrato de Zingiber officinale foi capaz de reduzir a area sobre a curva da glicose, ingestao
alimentar bem como diminuir triglicerideos séricos, mesmo sem alteraces no peso corporal e
no indice de adiposidade. Além disso, a suplementacdo com este extrato melhorou a memoria
de curto prazo nos animais obesos, reduziu o dano no DNA no sangue e no figado.
Corroborando com isso, o0s niveis de TNF-a ¢ IL-1B foram menores no figado e quadriceps
dos animais obesos suplementados com 400mg/kg/dia de Zingiber officinale. A
suplementacdo nos animais obesos reduziu a quantidade de espécies reativas em todos 0s
tecidos analisados. Ademais, os danos oxidativos as proteinas foram reduzidos apos
suplementacdo nos animais obesos no tecido adiposo, quadriceps e no cortex. Ja os danos em
lipideos foram reduzidos apenas no figado dos animais obesos suplementados com Zingiber
officinale. Por fim, a atividade antioxidante enddgena foi maior especialmente no quadriceps
e cortex de animais obesos suplementados. Tomados em conjunto, os resultados
demonstraram que a obesidade induzida por dieta altera diversos parametros metabdlicos
tecido dependente e que o extrato de Zingiber officinale, pode ser uma estratégia eficaz e
segura, prevenindo o desenvolvimento das complicacfes da obesidade.

Palavras chaves: obesidade; Zingiber officinale; anti-inflamatério; antioxidante;
genotoxicidade; funcdo cognitiva.



ABSTRACT

Overweight affects over one billion adults worldwide, and at least 300 million of them are
clinically obese. Obesity can be described as an abnormal or excessive accumulation of body
fat that can lead to health damage. Characterized by imbalance in energy balance, in which
the combinations of high caloric intake together with the sedentary lifestyle lead to a
significant increase in body weight, followed by an increase in adipose tissue, lower longevity
and greater morbidity, with great propensities for the development of diseases such as
diabetes, hypertension, cardiovascular diseases, dyslipidemias and atherosclerosis. Thus,
being overweight is involved in a higher risk of a broad spectrum wirde range of metabolic
changes. In this regard, ginger has been used in Chinese medicine for the treatment of several
pathologies due to its anti-inflammatory, antiemetic, anticancer, anti-lipid and hypoglycemic
properties. Therefore, the present study sought to evaluate whether the extract of Zingiber
officinale can result in improvement of the central and systemic metabolic profile in obese
animals, as well as to identify the possible mechanisms involved in this process. Swiss mice
were fed for 16 weeks on a hyperlipidic diet (DIO). After the installation of obesity, the
animals were divided into four experimental groups: i) standard diet + vehicle ii) standard diet
+ Zingiber officinale iii) DIO + vehicle and iiii) DIO + Zingiber officinale. The animals were
supplemented with 400mg/ kg/day of Zingiber officinale for 35 days by oral gavage. At the
end of the treatment period, oral tolerance tests were performed on glucose, open field, object
recognition and high cross maze. Afterwards, the animals were euthanized, blood, epididymal
adipose tissue, hepatic, quadriceps and cerebral cortex were removed for histological,
molecular, biochemical and genotoxic analyzes. The results showed that the extract of
Zingiber officinale was able to reduce the area on the glucose curve, food intake as well as
decrease serum triglycerides, even without changes in body weight and adiposity index. In
addition, supplementation with this extract improved short-term memory in obese animals,
reduced DNA damage in blood and liver. Corroborating this, TNF-a and IL-1p levels were
lower in the liver and quadriceps of obese animals supplemented with 400mg/kg/day of
Zingiber officinale. Supplementation in obese animals reduced the amount of reactive species
in all tissues analyzed. In addition, oxidative damage to proteins was reduced following
supplementation in obese animals in adipose tissue, quadriceps and cortex. On the other hand,
lipid damage was reduced only in the liver of obese animals supplemented with Zingiber
officinale. Finally, the endogenous antioxidant activity was higher especially in the
quadriceps and cortex of supplemented obese animals. Taken together, the results
demonstrated that diet-induced obesity alters several tissue-dependent metabolic parameters
and that the extract of Zingiber officinale, can be an effective and safe strategy, preventing the
development of obesity complications.

Key words: obesity; Zingiber officinale; anti-inflammatory; antioxidant; genotoxicity;
cognitive function.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade tornou-se um tema de crescente preocupacgédo, dado o importante aumento
em sua prevaléncia e a sua associagdo com diversas doengas (Upadhyay et al., 2018). Apesar
de ndo ser um fenbmeno novo na histéria da humanidade, gera intensa preocupacdo na saude
publica por ter alcancado proporcdes epidémicas (NCD-RisC, 2016). Estudo realizado por
Ezzati et al. (2016), com o objetivo de estimar as tendéncias do indice de massa corporal
(IMC), tomando 1698 estudos com base em medidas de 19,2 milhdes de pessoas de 200
paises. O estudo foi realizado entre o0s anos de 1975 a 2014 e apontou um aumento do IMC de
21.7 kg/m? em 1975 para 24.2 kg/m? em 2014 para os homens e 22.1kg/m? em 1975 para 24.4
kg/m? em 2014 para as mulheres. O mesmo estudo apontou que a prevaléncia da obesidade
padronizada por idade aumentou de 3,2% em 1975 para 10,8% em 2014 para homens e de
6,4% para 14,9% para as mulheres; 2,3% dos homens e 5,0% das mulheres séo classificados
como obesos severos (i.e. IMC >35 kg/m?). Além disso, globalmente a prevaléncia da
obesidade morbida é de 0,64% em homens e 1,6% em mulheres. De acordo com a
interpretacdo do estudo, se esta tendéncia continuar até 2025, a prevaléncia mundial de
obesidade alcangara 18% nos homens e ultrapassard os 21% nas mulheres. No Brasil,
conforme revelam os dados da vigilancia de fatores de risco e protecéo para doencas cronicas
por inquérito telefénico (VIGITEL), 57,7% dos homens apresentam sobrepeso e 18,1% sdo
obesos, enquanto entre as mulheres, 50,5% possuem sobrepeso e 19,6% obesidade (Ministério
da Saude, 2016).

A etiologia da obesidade € multifatorial e envolve fatores bioldgicos, psicologicos,
nutricionais, hormonais, econémicos, sociais, comportamentais e ambientais, 0s quais se
inter-relacionam resultando em acimulo de gordura corporal (Mendonga et al., 2010; Santos e
Rabinovich, 2011; Moraes et al., 2013). Dentre esses fatores, 0 excessivo consumo de energia
associado ao baixo nivel de atividade fisica sdo reconhecidamente os que mais contribuem
para 0 excesso de peso corporal (Santos e Rabinovich, 2011). No que diz respeito ao Brasil, as
alteragdes no consumo alimentar acompanharam as mudangas econémicas, sociais e
demograficas das populacgdes, promovendo uma modificagdo no perfil das doencas e agravos,
gerados pela nutricdo inadequada. Essa transicdo iniciou a partir do processo de
industrializacdo e mecanizacao, proporcionando avangcos na agricultura e no processamento

dos alimentos, tornando-os mais disponiveis no mercado. Em adi¢cdo, com 0 ingresso da
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mulher no mercado de trabalho, adquiriu-se novos héabitos, dando preferéncia por alimentos
rapidos, reduzindo o consumo de frutas, hortalicas e fibras e, acrescentado a isso, 0 aumento
de alimentos industrializados com alta densidade energética, tais como gordura e agucar
(Malik et al., 2013; Rios-Hoyo et al., 2014).

Um dos maiores fatores que contribuem para a prevaléncia da obesidade e suas co-
morbidades, ¢ a escolha da dieta, destacando-se aqueles induzidos por excesso de gorduras. O
excesso do &cido graxo saturado palmitato leva ao aumento da fosforilacdo da proteina pro-
inflamatoria c-jun cinase N-terminal (JNK) e da liberacdo da citocina pro-inflamatéria fator
de necrose tumoral o (TNF-o). Por outro lado, o &cido graxo insaturado palmitoleato é
incapaz de induzir a liberagdo de TNF-a ou a fosforilagdo da JNK (Lancaster et al., 2018).
Além disso, Lancaster e colaboradores (2018) demonstraram que o palmitato ativa moléculas
da via inflamatoria e que o excesso de acidos graxos saturados de cadeia longa, ativam,
indiretamente, os receptores Tool like 4 (TLR-4), os quais desempenham uma conexao
importante entre o sistema imune inato e o sistema metabdlico, regulando a inflamacéo
induzida pela obesidade.

Em adicdo, tem sido relatado o papel inflamatorio da microbiota intestinal e,
consequentemente, na inflamacao sistémica (Sonnenburg e Backhed, 2016). Especificamente,
foi demonstrado que a obesidade e dietas ricas em gordura saturada alteram a composicéo da
microbiota intestinal, aumentando a absorcéo intestinal de produtos microbianos derivados do
intestino que levam a um aumento da concentracdo de lipopolissacarideos circulantes, um
processo denominado endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2007; Sonnenburg e Backhed,
2016). Este processo, pode iniciar a inflamacg&o do tecido adiposo e a ativacdo de macrofagos
de maneira dependente da sinalizacdo inflamatoria via TLR-4 (Caesar et al., 2015). Os
macrdfagos, uma vez recrutados para o tecido adiposo, como resultado de uma reprogramacao
metabdlica, tornam-se altamente sensiveis aos efeitos inflamatorios dos acidos graxos
saturados de cadeia longa, cujas concentragdes estdo elevadas no tecido adiposo dos obesos
(Lancaster et al., 2018).

Por outro lado, um recente estudo clinico randomizado em humanos relatou
controvérsias quanto ao consumo de gorduras (Dehghan et al., 2017). Os estudos mostram
que em humanos o consumo de gorduras, em especial a gordura saturada, ndo altera vias
bioguimicas na mesma propor¢do que os carboidratos. Apesar de grande parte dos estudos
experimentais induzirem a obesidade com dieta hiperlipidica, ha discrepancias que precisam
ser identificadas como: diferentes composic¢@es dos acidos graxos, tempo de duracdo da dieta,

variacdo sazonal e caracteristicas genéticas dos animais (Heydemann et al.,, 2016).
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Interessantemente, o estudo recente de Maioli e colaboradores (2016) onde foram comparados
os efeitos da dieta rica em gordura associada a dieta rica em carboidratos refinados, mostrou
que tal combinacao desencadeou alteracGes similares a sindrome metabolica. Os resultados do
estudo de Maioli e colaboradores 2016, demonstraram que o alto teor de gordura associado
com carboidratos refinados apresentou sintomas mais graves do que gordura ou carboidratos
isolados, incluindo hiperglicemia, hipercolesterolemia, maiores concentragdes de mediadores
inflamatorios e menores niveis de células T reguladoras. Collins e colaboradores (2018)
observaram relacGes positivas significativas entre o percentual de gordura corporal e os niveis
séricos de IL-1p em animais obesos induzidos por dieta rica em gorduras e em agucares.

O aumento do tecido adiposo esta associado a menor longevidade e maior morbidade,
com grandes propensfes ao desenvolvimento de doencas como aterosclerose, hipertenséo,
doencgas cardiovasculares, dislipidemias e diabetes (Pérez et al., 2013; Sasson et al., 2014).
Essas alteracGes culminam no aumento da ingestdo alimentar, reducéo do gasto energético por
meio de agBes no hipotalamo e alteragdes na homeostase de tecidos como musculo e figado,
promovendo resisténcia a insulina (Galic et al., 2010). Nesse contexto, a correlagdo entre a
obesidade e diabetes ¢ comprovada por estudos os quais demonstraram que 90% dos
portadores de diabetes mellitus tipo 2 sdo obesos (Sartorelli e Franco, 2003; WHO, 2003; Li
et al., 2015). Acredita-se que o elo entre a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 seja o
surgimento da resisténcia a acdo do horménio insulina. E defendido que a resisténcia a
insulina em obesos ocorra por trés principais alteragdes provocadas pelo tecido adiposo, como
elevados niveis de &cidos graxos livres na circulagdo, liberagdo de citocinas pré-inflamatorias
e acumulo de acidos graxos no masculo, figado e pancreas (lipotoxicidade) (Després e
lemieux, 2006; Osborn e Olefsky, 2012). Assim, o excesso de tecido adiposo é um dos
principais fatores para a ativacdo de vias sinalizadoras inflamatorias que causam prejuizos na
transducdo intracelular da insulina (Jung e Choi, 2014).

A insulina é um potente hormdnio anabolico peptidico produzido e secretado pelas
células B pancreaticas em resposta ao aumento da concentragdo de glicose e aminoacidos na
corrente sanguinea (Hoang e Thorn, 2015). Esse hormdnio mantém normais os niveis de
glicose no sangue, facilitando a captacao de glicose pelas células, regulando o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, e promovendo a divisdo e o crescimento celular por meio
de efeitos mitogénicos (Boucher et al., 2014). A sinalizacéo intracelular da insulina comeca
com a sua ligacéo ao receptor especifico de membrana, denominado receptor de insulina (IR)
(Youngreen, 2007), levando a alteragdo conformacional e a autofosforilagdo em multiplos
residuos de tirosina (1158, 1162, 1163) (Ebina et al., 1985). A ativagdo do IR estimula a



19

fosforilagdo em tirosina de diversos substratos, conhecidos por substrato do receptor da
insulina (IRS) (White, 1998). A fosforilacdo das proteinas IRS cria sitios de ligacdo para
outras proteinas como a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), promovendo sua ativacdo. A PI3K
regula a quinase dependente de fosfoinositideos 1 (PDK-1), uma proteina serina/treonina
cinase que fosforila e aciona outra serina/treonina cinase conhecida como Akt (Alessi e
Cohen, 1998; Chen et al., 2001). A ativagdo da Akt induz a captagdo periférica de glicose
principalmente nos tecidos muscular e adiposo por aumentar o direcionamento dos
transportadores de glicose (GLUT) do citoplasma para a membrana plasmatica (Martini et al.,
2014).

A modificagdo na ativagdo de qualquer proteina envolvida na sinalizacdo necesséria
para as acOes da insulina pode resultar em resisténcia a esse horménio, na qual as células alvo
tém uma resposta subnormal aos niveis de insulina circulante, resultando em menor captacao
da glicose (Dey et al., 2006). Em consequéncia a menor captacdo de glicose, o pancreas
secreta mais insulina para a manutencdo dos niveis glicémicos normais, aumentando desta
forma os niveis circulantes de insulina (hiperinsulinemia) (Pessin e Saltiel, 2000; Correia et
al., 2002; Lois, 2010). Além de comprometer a captacdo da glicose, a resisténcia a insulina

compromete a ativacao das vias anabolicas (Avramoglu et al., 2006).

1.2 TECIDO ADIPOSO E CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS

Em individuos obesos, a expansdo do tecido adiposo é resultante de dois processos, 0
aumento dos depositos de triglicerideos nos adipécitos (hipertrofia), bem como a maior
diferenciacdo de novos adipécitos (hiperplasia). O tecido adiposo é classificado em tecido
adiposo branco e marrom. O tecido adiposo marrom, possui adipocitos multiloculares com
abundantes mitocondrias que expressam grandes quantidades de proteina desacopladora 1
(UCP-1). Além disso, o tecido adiposo marrom € altamente vascularizado e ricamente
inervado pelos nervos simpaticos, sua ativacdo é predominantemente regulada pelo sistema
nervoso simpatico por meio de receptores f-adrenérgicos (Dulloo et al., 2010). Por outro lado,
0 tecido adiposo branco € responsavel pelo armazenamento de gordura e consiste de
diferentes tipos celulares, dentre eles os adipocitos e células do estroma vascular que incluem:
fibroblastos, células endoteliais, pré-adipdcitos, adipocitos maduros e células do sistema
imunoldgico, como os macrofagos (Maury e Brichard, 2010). Os adipdcitos também atuam a
nivel de sistema nervoso central (SNC) controlando a ingestdo alimentar, por meio da

secrecdo de leptina (Friedman, 2011).
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Adipacitos hipertroficos-hiperplésicos exibem menor densidade de receptores da
insulina e maior de receptor B3 adrenérgico, o que facilita a diapedese de mondcitos ao
estroma do adiposo visceral, iniciando um ciclo pré-inflamatério promovendo uma
inflamacdo sistémica de baixo grau (Deng e Scherer, 2010). Em conjunto, ocorre maior taxa
de lipdlise e liberacdo de acido graxo livre, aumento da producdo de radicais livres, inducdo
de resisténcia a insulina, sinergismo na acao da interleucina 6 (IL-6), interleucina 1p (IL-1p) e
do TNF-a e indugdo de apoptose em células beta pancreaticas (Nakamura et al., 2014). O
efeito entre 0 aumento do tecido adiposo e a inflamacéao é proporcional, ou seja, quanto maior
a adiposidade, maior os niveis de citocinas inflamatérias e quanto maior a quantidade de
tecido adiposo maior associagcdo com a sindrome metabolica (Volp et al., 2008). Dentre as
adipocinas secretadas pelo tecido adiposo branco com acdo pro-inflamatoria destacam-se:
TNF-0, IL-6, proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1), angiotensinogénio, inibidor do
ativador de plasminogénio (PAI-1), fator de transformagdo do crescimento 3 (TGFp), leptina,
adpsina e resistina (Ottaviani et al., 2011; Panee, 2012; Nitta e Orlando, 2013; Alomar et al.,
2015).

Além disso, é observada alteracdo do perfil de células imunologicas, com
caracteristicas mais inflamatdrias tais como aumento de macréfagos M1 e linfocitos T
auxiliares (Thl) (Li et al., 2018). Macrofagos que migram para o tecido adiposo de
camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura, diferem dos que residem no tecido
adiposo de animais alimentados com dieta padrdo (Haase et al., 2014). Macréfagos residentes
ou M2 sdo caracterizados por expressao e producdo de citocinas anti-inflamatorias, enquanto
0s macréfagos recrutados em consequéncia de obesidade induzida por dieta ou M1, produzem
altos niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o e IL6 (Lumeng et al., 2007; Galic et
al., 2010). Corroborando a isso, Bertin et al. (2000) observaram que os niveis de TNF-a estdo
aumentados no tecido adiposo de pacientes obesos e resistentes a insulina. Assim, o tecido
adiposo ndo é considerado apenas um mero estocador de energia ou regulador da temperatura
corporal, mas um 06rgdo enddcrino, metabolicamente ativo, secretor de peptideos bioativos
que apresentam acdo local e sisttmica (Ottaviani et al., 2011; Panee, 2012; Nitta e Orlando,
2013; Alomar et al., 2015).

De fato, estudos demonstram que o individuo obeso possui um estado inflamatorio
aumentado (Nascimento et al., 2010; Villarroya et al., 2018). O excesso de tecido adiposo
resulta em concentracdes elevadas de citocinas pro-inflamatorias como ja mencionado,
levando a um desequilibrio entre estimulos inflamatorios e anti-inflamatérios, resultando no

quadro crénico de inflamacédo de baixo grau (Jung e Choi, 2014); associado a isso, elevado
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nivel da proteina C reativa (PCR) (Greenfield et al., 2004). Sendo assim, o tecido adiposo
pode ser responsavel pela fisiopatogenia, interligando mecanismos fisioldgicos e bioguimicos,
clinicos e metabolicos das doencas cronicas associadas a obesidade, que incluem:
aterosclerose, hipertenséo arterial, dislipidemias, doenca arterial coronariana (DAC), esteatose
hepética ndo alcodlica e principalmente diabetes tipo 2 (Vischer e Seidell, 2001; Volp et al.,
2008; Leite et al., 2009; Odegaard e Chawla, 2013; Sasson et al., 2014) (Figura 1).

Obesidade

- A Hiperglicemia
_ Dieta, . Sintomas ik
Hipercalorica negativos
em cascata
]
?ggﬂ?éf,’gss ’ Estresse oxidativo |

|Aumento dos Triqlicerfdeosl I Hiperinsulinemia l

Lipotoxicidade

| AlteracOes genotoxica I

Aterosclerose
Falha dos rins
Cardiomiopatia diabética
Mortalidade

Figura 1: Efeitos metabdlicos do excesso alimentar. Associacdo entre alteracdes negativas e complexas

induzidas pela obesidade (Adaptada de Heydemann, 2016).

A descoberta da infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo visceral e da producgéo de
adipocitocinas permitiu uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos que regulam o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Além disso, 0 aumento da absorcdo e menor taxa
de oxidacdo de acidos graxos livres nos obesos contribui para o acimulo de metabolitos
lipidicos, o que provoca defeitos na via de sinalizacdo da insulina (Mokdad et al., 2003;
Kashyap et al., 2004; Hansen et al., 2010; Urbanavicius et al., 2013). Aumento dos niveis
plasmaticos de AGL na obesidade séo resultado de trés principais eventos fisiopatologicos: (i)
insulina inibe a lipdlise, por meio da inibicdo da lipase sensivel a horménio (HSL) (Jansson et
al., 1994). A reducdo da atividade da insulina e consequentemente da supressao da lipdlise do
tecido adiposo no periodo pés-prandial é observado em casos de resisténcia a insulina,

promovendo a liberacdo de AGL para a circulagdo; (i) reducdo na oxidacdo de AGL; (iii)
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niveis elevados de AGL inibem os efeitos anti-lipoliticos da insulina, aumentando ainda mais
a liberacdo de AGL na circulacdo (Rachek et al., 2014).

Os AGL, quando ndo oxidados, sdo redirecionados para o figado e mdsculo
esquelético aumentando o contetido de diacilglicerol (DAG), um sinalizador intracelular, que
estimula a proteina serina cinase (PKCy). A PKCy é responsavel pela resisténcia a insulina,
reducdo na fosforilagdo da tirosina dos substratos do receptor de insulina 1/2, com
consequente fosforilacdo do IRS1 em Serina 307 e ativacdo do fator nuclear Kappa B (NFkB)
(Yuetal., 2002; Boden et al., 2009). Os mecanismos pelos quais os lipideos intramiocelulares
contribuem para resisténcia a insulina na obesidade ainda ndo estdo completamente
compreendidos, mas metabdlitos lipidicos tais como acil CoA de cadeia longa, DAG e
ceramidas estdo envolvidos (Muoio, 2012).

Um dos principais substratos da via de sinalizacdo do TNF-qa, € a serina cinase, JNK.
A via de sinalizacdo da proteina JNK esta envolvida na patogénese da obesidade e resisténcia
a insulina (Weston e Davis, 2007). Experimentos realizados com roedores relatam que
camundongos com mutacdo genética dessa proteina apresentaram melhor captacao de glicose
e menor deposito de gordura mesmo quando submetidos a uma dieta rica em gordura
(Dandona et al., 2004). Além da JNK, outra via pré-inflamatoria (ativada por citocinas) pode
levar a fosforilacdo em serina do IRS, via do IKK/IxkB/NF«xB (Shoelson et al., 2003) (Figura
2). A ativacdo de IKK promove a separa¢do do complexo IkB/NFkB atenuado o sinal da
insulina. NFkB ¢ um fator de transcri¢do que regula a expressao de mais de 400 diferentes
genes, a maioria deles estando relacionados a expressao de proteinas inflamatorias. Diante das
evidéncias, conclui-se que a inflamagdo desempenha um papel importante na obesidade.
Sendo assim, o consumo de nutrientes com acdo anti-inflamatéria pode melhorar as
complicacdes induzidas pela obesidade no tecido adiposo, hepatico e muscular, reduzindo o

estado inflamatorio (Connaughton et al., 2016).
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Figura 2: Mecanismo da resisténcia a insulina induzida pela obesidade em resposta ao aumento da inflamag&o.

1) Aumento da lipdlise nos adipocitos com consequente liberacdo de AGL, na corrente sanguinea. Quando ndo

oxidados, os AGL, s&o redirecionados para o figado e musculo esquelético aumentando o contelido DAG, um
sinalizador intracelular, que estimula a PKCy. 2) Aumento das proteinas serina cinases, conhecidas por
promover a fosforilacdo em serina do IRS1, comprometendo a transducdo do sinal da insulina. 3) Aumento das
proteinas fosfatases, no qual, retiram fosfatos de moléculas essenciais para a transducéo do sinal da insulina
(Adaptada e-posters Nature Medicine).

1.3 PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NA OBESIDADE

Estudos realizado em humanos e modelos experimentais de obesidade mostraram forte
correlagdo entre adiposidade e aumento de marcadores do estresse oxidativo sistémico
(Pausova, 2006; Manna e Jain, 2015). Os mecanismos para estas alteracdes parecem estar
relacionado, em parte, a excessiva formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Esposito
et al., 2006; Diniz et al., 2008). As ERO sdo moléculas ou fragmentos moleculares altamente
instaveis e reativos, com meia vida curta, possuindo um ou mais elétrons desemparelhados em
seu orbital mais externo que tendem a extrair elétrons de outras moléculas para alcancar um
estado mais estavel (Halliwell e Gutteridge, 2007). Diversas moléculas quimicamente reativas
oriundas do oxigénio sdo denominadas de ERO, dentre elas: o anion superdxido (O2*), o
radical hidroxila (OH"), as espécies oxidantes nao radicalares como perdéxido de hidrogénio
(H202) e o oxigénio singlet (Mandal et al., 2010).
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Em concentragbes fisiologicas, os processos de oxidagdo sdo importantes para a
sobrevivéncia das células, diferenciacdo e proliferacdo celular, crescimento e apoptose (Allen
e Tresini, 2000; Droge, 2002; Ji, 2007), porém a producdo excessiva de ERO, pode levar a
condicdo metabdlica chamada de estresse oxidativo (Bernhard e Wang, 2007; Csiszar et al.,
2009; Varela-Carver et al., 2010). O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio
entre a formagdo e remocgdo de agentes oxidantes no organismo, decorrente da geragéo
excessiva de ERO, diminuicdo de antioxidantes enddgenos ou ambos (Echtay, 2007
Matsuzawa-nagata et al., 2008). Em grande extensdo, o estresse oxidativo, induz danos as
macromoléculas devido a capacidade de reagir facilmente com biomoléculas que se localizam
em torno de seu sitio de formagdo, podendo levar a prejuizos celulares como: peroxidagdo
lipidica, carbonilacdo de proteinas e fragmentacdo de acidos nucléicos (Valko et al., 2007;
Roberts e Sindhu, 2009; Talukder, 2011). Harman (1956), sugeriu que os radicais livres
provocam danos cumulativos e irreversiveis a macromoléculas, perda da funcdo e morte
celular ao longo do tempo impactando diretamente na salde e na expectativa de vida (Figura
3).
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Figura 3: Desequilibrio entre a producao e neutralizagdo da espécie reativa de oxigénio. Em altas concentragdes
as espécies reativas de oxigénio levam a danos em proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, no entando, em

concentragdes menores podem atuar como sinalizadores moléculas (Adaptado de Egea et al., 2017).

As espécies oxidantes sdo produzidas na cadeia respiratéria mitocondrial, no
metabolismo dos acidos graxos peroxissomicos, nas reagfes do citocromo P450 e em uma

resposta imunolégica (Giordano, 2005; Madamanchi et al., 2005). As mitocondrias tem
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grande relevancia na produgdo de ERO (Balaban et al., 2005; Hamanaka e Chandel, 2010;
Waypa e Schumacker, 2010). Na mitocondria, 0 Oz sofre reducgdo tetravalente, a partir da
oxidacgdo do citocromo c pela acdo da enzima citocromo oxidase, com consequente formacéo
de agua. Dessa forma, a acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres,
impedindo sua geracgdo excessiva na mitocondria (Srinivasan et al., 2013). No entanto, cerca
de 2 a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocdndrias sdo desviados para outra via
metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres (Halliwell e
Gutteridge, 1989; Schneider e Oliveira, 2004).

Os possiveis contribuintes para o aumento de ERO na obesidade incluem
hiperglicemia (Aronson et al., 2002), elevado acimulo de lipideos teciduais (Beltowski et al.,
2000), deficiéncias de vitaminas e minerais (Ortega et al., 2012), inflamacdo crdnica
(Fernandez-Sanchez et al., 2011), hiperleptinemia (Bouloumie et al., 1999),
comprometimento da fungdo mitocondrial (Pennathur e Heinecke, 2007), tipo de dieta (Khan
et al., 2006) e hiperglicemia. A hiperglicemia induz o aumento na producdo de ERO na
mitocdndria, por meio do aumento do gradiente de prétons na membrana interna
mitocondrial. Quando o gradiente excede o limiar, a transferéncia de elétrons no complexo 11
da cadeia respiratoria é bloqueada, levando a escapes de elétrons da ubiquinona, com
consequente formacdo de O2* (Choi et al., 2008). O radical livre inibe a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e redireciona a glicose para vias alternativas: a glicose é deslocada para
a via do poliol; a frutose-6-fosfato é deslocada para a via da hexosamina. Além disso, a triose
fosfato produz metilglioxal, o principal precursor de produtos finais de glicacdo avancada
(AGE); e o di-hidroxiacetona fosfato é convertido em DAG, que ativa a PKC. A ativacdo de
vias alternativas, como a do poliol, metilglioxal e DAG aumentam o0 estresse
oxidativo/nitrosativo. Em especial, a ativacdo da via do poliol depleta a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) (Evans et al., 2002; Pennathur e Heinecke, 2004; Savini et
al., 2013) e a formagéo de AGE e PKC estimulam a produgdo de ERO/ERN ativando NOX e
NF-kB (Diaz-Meco e Moscat, 2012; Piperi et al., 2012).

Além disso, a correlacdo entre estresse oxidativo e obesidade deve-se possivelmente a
presenca excessiva do tecido adiposo. As citocinas pro-inflamatérias, produzidas nos
adipdcitos, sdo potentes estimuladores da producdo de ERO e ERN por macréfagos e
mondcitos. A infiltracdo de macrofagos é umas das fontes de ERO no tecido adiposo (Rudich
et al., 2007). TNF-a inibe a atividade da PCR, aumentando a interagdo entre elétrons com
oxigénio gerando superdxido (Fonseca-Alaniz et al., 2007). Além disso, o tecido adiposo

secreta angiotensina Il, que estimula a atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo
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fosfato oxidase (NOX). A NOX4 compreende a principal via de producdo de ERO nos
adipdcitos (Morrow, 2003; Matsuzawa-nagata et al., 2008). Outro mecanismo proposto, pelo
qual a obesidade pode aumentar o estresse oxidativo € o armazenamento de triglicerideos.
Depositos gordurosos sdo vulneraveis a sofrer oxidacdo. Se a producdo de ERO excede a
capacidade antioxidante da célula adiposa, a peroxidacdo lipidica pode contribuir para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica (Khan et al., 2006). Sendo assim, o0 estresse
oxidativo é considerado um marcador precoce da sindrome metabolica tanto em animais
qguanto em humanos e pode ser considerado, portanto, um novo alvo terapéutico para essa
alteracdo metabdlica (Hopps et al., 2010).

Por outro lado, o sistema de defesa antioxidante consiste em uma série de enzimas
antioxidantes, além de numerosos compostos antioxidantes enddgenos e exdgenos que
reagem com as ERO neutralizando-as (Roberts e Sindhu, 2009). Pode-se destacar o0s
antioxidantes enzimaticos, tais como superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx), catalase, assim como antioxidantes ndo enzimaticos, glutationa,
vitaminas A, C e E, dentre outros (Miller et al., 2013). O O,* ¢ o radical livre mais comum e
abundante da célula, é rapidamente dismutado em perdxido de oxigénio pela enzima SOD,
constituindo assim na primeira linha de defesa contra os radicais livres. O H>O> produzido na
reacdo catalisada pela SOD é reduzido a agua pela catalase e/ou GPx (Halliwell e Gutteridge,
1999; Camello-Almaraz et al., 2006). A enzima GPx neutraliza o0 H2O; por acoplar sua
reducdo com a oxidagdo da glutationa reduzida (GSH), associada a capacidade redutora da
enzima GR (Figura 4).

O estresse oxidativo desempenha um importante papel no desenvolvimento de
complicacdes na obesidade. Em individuos obesos, ha uma relacdo inversa entre gordura
corporal, obesidade visceral e marcadores de defesa antioxidante (Chrysohoou et al., 2007).
Assim, como mostrado por Crujeiras e colaboradores (2013), a atividade antioxidante esta
diminuida pela obesidade levando ao consequente aumento do estresse oxidativo. Modular o
estresse oxidativo e a inflamacgdo € um desafio e representa chances significativas de buscar
novas formas de identificar, prevenir e tratar a obesidade e alteracBes associadas a esta

condigéo.
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Figura 4: Sinalizacdo intracelular das enzimas antioxidantes. O sistema de defesa antioxidante enzimatico inclui
SOD, GPx e CAT. A SOD constitui 0 maior sistema de defesa do organismo contra o anion superdxido por
catalisar a dismutacdo do anion superoxido a H20,. O H;O, formado pela dismutacdo do superéxido é

convertido em H,O e O, pela catalase ou pela GPx.

1.4 OBESIDADE E FUNCAO COGNITIVA

Sabe-se que a obesidade aumenta o risco de um amplo espectro de alteracGes
metabolicas (Haslam e James, 2005) bem como prejuizo na cogni¢do, sugerindo que
mecanismos comuns que contribuem para a progresséo da doenga podem ser perpetuados pela
adiposidade visceral. A alta ingestdo de gordura reduz a plasticidade sindptica no hipocampo
e cortex cerebral de roedores (Molteni et al., 2002; Wu et al., 2003; Stranahan et al., 2008).
Ademais, ha evidéncias que suportam a hipotese do aumento de apoptose neuronal alterando a
funcdo cognitiva (Moraes et al., 2009; Rivera et al., 2013).

Cognicédo é um termo utilizado para a descricdo do funcionamento mental superior do
individuo, e engloba as habilidades de perceber, lembrar, tomar decisdes, planejar, organizar e
produzir respostas adequadas (Anstey e Low, 2004). Como citado, existe forte associacao
entre a obesidade e a reducdo da funcdo cognitiva, bem como o desenvolvimento de
deméncias, como a doenga de Alzheimer. Uma revisdo sistematica sobre IMC e deméncia,

que incluiu oito estudos longitudinais, com 28.697 participantes, mostrou um risco de
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deméncia maior em individuos com IMC elevado (Gorospe e Dave, 2007). Estudos
mostraram que o IMC elevado estd associado a déficits de aprendizado, memoria e
funcionamento executivo em adultos de meia-idade ndo dementes, independente da relacédo
com doengas cardiovasculares e cerebrovasculares (Elias et al., 2005; Cournot et al., 2006;
Sabia et al., 2009) e atrofia cerebral (Enzinger et al., 2005; Ward et al., 2005).

Ouyang e colaboradores (2014) sugeriram que a obesidade induzida por dieta suprime
seletivamente algumas proteinas transportadoras e a atividade enzimatica de proteinas do
citoesqueleto que compdem a barreira hematoencefalica fornecendo uma nova visdo
mecanicista sobre como a obesidade afeta as fun¢cdes do SNC. Buckman e colaboradores
(2014) identificaram que a obesidade induzida por dieta rica em gordura em camundongos
leva a0 aumento do recrutamento de mondcitos para 0 SNC. A migracdo de células
imunitarias periféricas para 0 SNC, bem como permeabilidade da barreira hematoencefalica,
podem ativar células gliais, tais como microglia e astrdcitos, que desempenham um papel
fundamental na neuroinflamagdo (Gao et al., 2014; Miller e Spencer, 2014; Kalin et al.,
2015). Corroborando isso, animais alimentados 8 semanas de dieta rica em gordura exibiram
menor desempenho em tarefas que requerem o cortex pré frontal, como reconhecimento de
um novo objeto (Bocarsly et al., 2015).

Em diabéticos, o risco de doenca de Alzheimer aumenta em 1,5 a 2 vezes e de
deméncia vascular em 2 a 2,5 vezes (Elias et al., 2004), e risco de déficit cognitivo, deméncia
e de atrofia (Cherbuin et al., 2012) sendo associado a maiores valores de glicemia mesmo em
individuos néo-diabéticos (Crane et al., 2013). Alguns mecanismos foram propostos para
risco elevado de disfuncédo cognitiva na obesidade, como a glicotoxicidade e hiperinsulinemia.
A glicacdo avancada de proteinas funcionais e estruturais, causa mudangas microvasculares
no cérebro. Além de que, em nivel central, a sinalizacdo da insulina encontra-se prejudicada
induzindo alteragcGes no metabolismo das placas amiloide. No diabetes, ocorre aumento da
producdo e diminuicdo da degradacdo do peptideo beta amildide (AP), levando a deposicao
excessiva em algumas regides cerebrais. A redug¢do da degradacdo do AP ¢ decorrente da
concorréncia enzimatica que promove a proteélise entre insulina e placas - amiloide (Haque
e Nazir, 2014; Kurauti et al., 2017).

X Além disso, o aumento das ERO pode levar a disfuncdo mitocondrial e ao estresse
oxidativo, ambos associados a resisténcia a insulina e a doenca de Alzheimer. O estresse
oxidativo provocado pelo AP ¢ bloqueado por insulina por meio da ativagdo da Akt e

prevencdo da ativacdo anormal do receptor N-metil D-Aspartato (NMDA). A disfuncdo do
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NMDA por sua vez parece ter um papel no estresse oxidativo e na sinalizacdo defeituosa da
insulina na doenca de Alzheimer (De Felice, 2013).

O eixo hipotdlamo hipdfise adrenal (HPA) desempenha um papel importante em
muitas fungdes do cérebro. A desregulacdo do eixo HPA e a hipersecrecdo de glicocorticoides
(GC) estdo ligados a prejuizos na cognicdo, associada a deficiéncias de memdria em vérias
condicdes, incluindo depressdo, doenca de Alzheimer e sindrome de Cushing (Raber, 1998).
Sabendo que a obesidade esta associada hiperatividade do HPA (Spencer e Tilbrook, 2011),
levanta-se a possibilidade de que a desregulacdo do eixo HPA possa ser um importante
contribuinte para as mudancas estruturais e cognitivas durante a obesidade. Além da
hiperativadade do eixo HPA, estudos sugerem associacdo entre a sintese de leptina pelos

adipdcitos e prejuizo da funcdo cognitiva em obesos (Durakoglugil et al., 2005).

1.5 EFEITOS METABOLICOS DO ZINGIBER OFFICINALE

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe), descrito em 1807 por William Roscoe, é uma
das especiarias mais utilizadas no mundo, a qual, pertence a familia Zingiberaceae (Palatty et
al., 2013). O gengibre é comercializado fresco, seco, picado, em conserva, cristalizado, em pd
ou seu Oleo essencial e possui sabor picante, levemente agridoce (Panizza, 2001; Boletim,
2004; Elpo e Negrelle, 2006). Esta especiaria, apresenta alto teor de agua (80 a 90%) e
quantidade significativa de amido e fibras (5,4 a 16,2%, respectivamente) (Taveira Magalhaes
et al., 1997). Além disso, contém uma variedade de fitoquimicos, como 0s compostos
fendlicos e flavonodides (Ghasemzadeh e Jaafar, 2012).

Os constituintes quimicos do gengibre podem ser volateis e ndo volateis
(Govindarajan, 1982). Os componentes volateis consistem principalmente de Vvarios
terpendides, ja os compostos ndo-volateis incluem os gingerois [5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-3-decanone], shogaols [1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)dec-4-en-3-one] e
zingerone (Butt e Sultan, 2011). Dentre eles, o gingerol e shogaol foram identificados como
os principais derivados bioativos encontrados no gengibre fresco e seco, respectivamente
(Connell e Sutherland, 1969). Foi relatado que shogaols sdo componentes secundarios do
gengibre, e a proporcao de 6-shogaol e 6-gingerol é aproximadamente 1:1 no gengibre seco
(Govindarajan, 1982; Sang et al., 2009; Wu et al., 2010).

Durante anos, o gengibre foi utilizado na medicina chinesa e Ayurveda para o
tratamento de diversas patologias (Ali et al., 2008) devido suas propriedades ja comprovadas,

destacando-se a atividade anti-inflamatéria (Grzanna et al., 2005; Li et al., 2012; Mashhadi et
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al., 2013), antiemética (Zick et al., 2008; Palatty et al., 2013), anticancerigena (Pereira et al.,
2011), antilipidémica (Alizadeh et al., 2008; Saravanan et al., 2014) e hipoglicémica (Lee et
al., 2015). Estudo de Kadnur e Goyal (2005) demonstrou que o0 extrato metandlico de
gengibre seco impediu a elevagdo do colesterol, triglicerideos, glicose, insulina e o ganho em
peso corporal em animais submetidos a modelo de diabetes, induzida por frutose.

O extrato de gengibre contendo gingerol, composto mais ativo da planta (Elshater et
al., 2009), foi capaz de reduzir a diferenciacdo dos adipdcitos (Sekiya et al., 2004; Tzeng e
Liu, 2013) e aumentar captacdo de glicose sensivel & insulina. Além disso, uma andlise da
respiracao celular revelou que em miotubos de musculo esquelético humano pré-tratados com
extrato de gengibre a taxa de consumo de oxigénio induzida por palmitato foi maior,
sugerindo que a oxidacdo de &cidos graxos estava aumentada (Misawa et al., 2015). Em
adicdo a esses mecanismos, varios estudos indicam que o gengibre reduz os niveis circulantes
de citocinas pré-inflamatérias (Isa et al., 2008; Okamoto et al., 2011; Saravanan et al., 2014;
Shalaby e Saifan, 2014) e assim, como demonstrado por Elshater et al. (2009), o consumo de
gengibre produz efeito hipoglicémico em animais diabéticos.

Embora os mecanismos pelos quais o gengibre regula os niveis de adipocinas ndo
foram bem esclarecidos até o momento, ha evidéncias de que os componentes do gengibre,
shogaol e gingerol, podem aumentar a expressdo génica de algumas adipocinas, como a
adiponectina (Isa et al., 2008) e inibir a expressdao da resistina (Ahn e Oh, 2012). A
adiponectina tem sido identificada como um sensibilizador a insulina, e encontra-se diminuida
na obesidade (Kubota et al., 2002; Horakova et al., 2010; Mitterberger et al., 2010). Foi
relatado também, no estudo conduzido por lIsa et al. (2008), que o 6-shogaol, mas ndo 6-
gingerol, possui atividade agonista de receptores ativados por proliferador de peroxissoma
(PPARY). Sabe-se que a concentracdo de adiponectina esta reduzida nos estados obesos e
resistentes a insulina; assim, acredita-se que a regulagéo positiva de adiponectina, seria capaz
de melhorar a sensibilidade a insulina, acompanhada por aumento nos niveis de oxidacao de
acidos graxos e uma diminuicdo dos triglicerideos séricos. Sugere-se que os efeitos mediados
por 6-shogaol e 6-gingerol deve-se, pelo menos em parte, a regulacdo positiva de adiponectina
(Ebrahimzadeh et al., 2016; de Las Heras et al., 2017).

Vaérios estudos demonstram que o gengibre pode influenciar na reducdo do peso
corporal por meio de dois principais mecanismos: (i) 0 aumento da termogénese e maior
liberagdo de catecolaminas (Pulbutr et al., 2011; Mansour et al., 2012) e (ii) aumento da
lipolise no tecido adiposo branco (Pulbutr et al., 2011; Ahn e Oh, 2012).
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O aumento na secregdo de catecolaminas resulta em aumento no metabolismo
energético de ratos e seres humanos (Kawada et al., 1986), embora sugira-se que o gengibre
possa aumentar a temperatura corporal, e assim, maior gasto energético, o potencial de
gingerdis e shogaols para aumentar secrecdo de catecolaminas néo foi totalmente elucidado.

Foi observado que a administragdo oral de extrato de gengibre reduziu
significativamente o peso corporal em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura
(Misawa et al., 2015). Corroborando a isso, estudos pré-clinicos mostraram efeitos benéficos
do gengibre sobre a oxidacdo de &cidos graxos e reducdo do colesterol (Beattie et al., 2011),
normalizacdo dos niveis glicémicos (Kadnur e Goyal, 2005; Elshater et al., 2009; Na et al.,
2016), maior acdo do sistema antioxidante (Elshater et al., 2009; Butt e Sultan, 2011),
prevencdo da obesidade (Misawa et al., 2015) e sindrome metabdlica (Nammi et al., 2009;
Okamoto et al., 2011) induzida por dietas.

No entanto, grande parte dos estudos que suplementaram o extrato de gengibre e 0s
compostos isolados da planta mostraram apenas efeitos fisiolégicos sobre o metabolismo,
sendo raros os relatos sobre os efeitos da suplementacdo com extrato de gengibre sobre os
niveis inflamatorios, oxidativos e genotoxicos em animais obesos. In vitro, um dos principais
derivados bioativos presente no gengibre, o 6-shogaol inibiu a producdo de ERO, aumentou
os niveis de glutationa total, heme oxigenase-1 e da quinona oxidoredutase 1 (NQO1) por
meio da ativacdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) (Park et al., 2016).
Além da possivel acdo antioxidante do 6-shogaol, outro estudo apontou que o 6-gingerol
protege as células B pancreaticas do estresse oxidativo, reduzindo a produgdo de ERO (Son et
al., 2015) possivelmente como demonstrado em estudo posterior, elevando a atividade das
enzimas antioxidantes SOD3 e catalase (Lee et al., 2018).

1.6 JUSTIFICATIVA

Atualmente, existem diversos tratamentos para a perda de peso, dentre os quais se
destaca uma variedade de dietas, psicoterapias, medicamentos e programas de atividades
fisicas, bem como diferentes métodos cirdrgicos. No campo das cirurgias bariatricas, uma
classificacdo quanto ao tipo de cirurgia, caracteriza-se como disabsortiva, a qual consiste em
uma diminuicdo no tamanho do intestino delgado para aproximadamente 50 cm, que

infelizmente, apresenta alguns desfechos desfavordveis como diarreia, perda excessiva de
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peso (60 a 70% do peso) e desnutricdo grave (Zeve e Tomaz, 2011). Ainda no campo da
cirurgia bariatrica, outra classificacdo descrita, constitui 0 método restritivo o qual consiste
em uma reducdo da cavidade gastrica. Porém, o sucesso com relacdo a perda de peso e
controle de doencas associadas nao é tao efetivo quando comparado a outras técnicas, devido
a recuperacao de peso (Zilberstein et al. 2011). Assim, a epidemia da obesidade, juntamente
com os seus elevados custos para a saude, demonstram que novas abordagens terapéuticas sao
urgentemente necessarias. Modular o estresse oxidativo e a inflamacdo é um desafio e
representa chances significativas de buscar novas formas de identificar, prevenir e tratar a
obesidade e alteragdes associadas a esta condicdo. Fitoterapicos identificados de plantas
medicinais tradicionais parecem representar uma oportunidade para o desenvolvimento de
novas classes terapéuticas. No entanto, pouco se sabe sobre a funcdo do Zingiber Officinale
em individuos obesos. A partir dessas consideracOes, percebeu-se que seria de extrema
relevancia estudar o papel do extrato de Zingiber Officinale em concentragdo moderada em
animais obesos, com o intuito de prevenir as alteragdes moleculares, bioquimicas, genotdxicas
e comportamentais decorrentes deste processo. Neste contexto, torna-se necessario 0
entendimento dos mecanismos relacionados aos efeitos da suplementacdo do Zingiber
Officinale na obesidade, sugerindo que a suplementacdo apresente propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes significativas, de modo que, espera-se que as propriedades do
Zingiber officinale resultem em inimeros efeitos benéficos para a salde. Assim, a hipétese
deste trabalho é que o extrato de Zingiber officinale possa apresentar efeito positivo sobre
parametros metabolicos sistémicos e centrais, estresse oxidativo, genotdxico e em prejuizos

cognitivos em animais obesos.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo com extrato de gengibre sobre parametros
metabolicos, comportamentais e genotdxicos em camundongos Swiss obesos induzidos por

dieta hiperlipidica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a suplementagdo com extrato de Zingiber officinale em camundongos obesos
induzidos por dieta hiperlipidica sobre:

¢ Ingestdo alimentar, peso corporal, tolerancia a insulina e indice adiposidade;

e A concentracdo de citocinas no tecido adiposo, figado, quadriceps e cértex cerebral,

e A morfologia do tecido hepético;

e Os niveis de triglicerideos e colesterol séricos;

e Status anti e pr6 oxidante no quadriceps, tecido adiposo, figado e cortex cerebral;

e Os danos no DNA no figado e sangue;

e Funcdes cognitivas e ansiedade;

e A concentracdo no cortex cerebral de neurotrofinas
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

A metodologia do presente estudo seguiu 0s principios éticos para 0 uso de animais de
laboratorio determinados pelo Colégio brasileiro de experimentagdo animal (COBEA) e
Sociedade brasileira de ciéncia em animais de laboratorio (SBCAL). Este projeto foi avaliado
e aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo nimero 059/2017-1 (Anexo A) e respeitou
estritamente os principios éticos na experimentacdo animal. Todos os procedimentos foram
realizados conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia nacional de vigilancia sanitaria
(ANVISA).

3.2 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS E EXPOSICAO A DIETAS

Foram utilizados 40 camundongos Swiss machos, recebidos com quatro semanas
de vida provenientes do Centro de Bioterismo da UNESC, mantidos em ciclos de 12 horas
claro e 12 horas escuro, ambiente com 70% de umidade e com temperatura entre 20 e 22°C,
alojados em gaiolas de poliuretano com cobertura metélica (dez animais por caixa),
alimentados com racdo padrdo para roedores e agua ad libitum durante o periodo de
adaptacao.

Apos periodo de adaptacdo, foram aleatoriamente divididos em dois grupos (n=20):
camundongos alimentados por 16 semanas com dieta padrdo para roedores (22,0% de
proteina, 53,0% de carboidrato, 4% de lipideos o que corresponde a aproximadamente 2,9
kcal/g (Puro Lab 22PB, Porto Alegre, RS), denominado grupo controle. Para instalacdo da
obesidade segundo De Souza e colaboradores (2005), os camundongos foram alimentados por
16 semanas com dieta hiperlipidica: (carboidrato 26,0%; proteina 14,9%; gordura 59%,
totalizando 5,35 kcal/g) (tabela 1) (PragSolucGes Servicos e Comércio Ltda, Jal, SP)

denominada DIO.
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Tabela 1: Composicao da dieta hiperlipidica da empresa PragSoluges

9/1000g Kcal/1000g

Amido de milho 1475 590

Caseina 200 800

Amido Dextrinizado 100 400

Sacarose 100 400

Oleo de soja 40 360
Celulose 50 -

Microcristalizada

Mix Mineral AIN93G 35 -
Mix Vitaminas AIN93 10 -
L-cistina 3 -
Bitartarato de Colina 2,5 -

Banha de Porco 312 2808

Apos instalacdo do quadro de obesidade e resisténcia a acdo da insulina (comprovada
pelo teste de tolerancia a insulina, ITT), os animais foram distribuidos randomicamente em
quatro (4) grupos experimentais (n=10) (Figura 5):

Grupo 1 — Dieta padréo, ndo suplementado (Controle + veiculo);

Grupo 2 — Dieta padrdo, suplementado com extrato de gengibre (Zingiber officinale)
(Controle + Z0);

Grupo 3 — Obeso induzido por dieta, ndo suplementado (DIO + veiculo);

Grupo 4 — Obeso induzido por dieta, suplementado com extrato de gengibre (Zingiber
officinale) (DIO + ZO).

40 Camundongos

W Swiss machos
-
o e
\ I\
| L ]
| * 1 DIO + ZO
I _ | bio
5 semanas
| ". J cNT+Z0
| — | Nt
16 semanas J
[nicio da y Eutanasia
i . N ITT
dieta y Suplementagdo v
. - com 400mg/kg de .
Dieta padrao ITT extrato ZO Labirinto em cruz elevada
Suplementac¢io com ZO ‘L
Dieta hiperlipidica, Reconhecimento de
v objeto @

Campo aberto

Figura 5: Desenho experimental.
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3.2.1 Suplementagao com extrato de gengibre

O extrato seco de Zingiber officinale, apresentando 5.2% de gingeréis (Essential
Nutrition, Brasil) (Anexo B) foi dissolvido diarimente em 4gua potavel e suplementado na
dose de 400 mg/kg/dia por meio de gavagem oral por 35 dias consecutivos (Nammi et al.,
2009). Além disso, os animais do grupo 1-dieta padrdo, ndo suplementado (Controle +
veiculo) e grupo 3- obeso induzido por dieta, ndo suplementado (DIO + veiculo) foram
tratados diariamente com &gua potavel por meio de gavagem oral por 35 dias. A dimensdo da
canula foi suficiente para alcancar a orofaringe. Durante o periodo de suplementagdo, ambos

0S grupos continuaram a receber suas respectivas dietas.

3.2.2 Controle da ingestdo alimentar

Durante todo periodo experimental, foram avaliadas as variaveis consumo de racao e
peso corporal. O alimento ingerido foi calculado semanalmente a partir da subtracdo da
quantidade ofertada pela quantidade restante de racdo no comedouro. O volume de ingestdo

diéria foi calculado, tomando o consumo de racao semanal dividindo por sete dias.

3.3 TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A INSULINA (ITT)

O teste foi realizado no inicio e no final do periodo experimental e utilizado para o
calculo da area sobre a curva. O alimento foi retirado seis horas antes do teste e a primeira
coleta de sangue foi equivalente ao tempo zero do teste. Ap0s isso, a insulina (1U/Kg de peso
corporal) foi injetada intraperitonealmente (i.p.) e amostras do sangue foram coletadas pela
cauda nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, para a determinagdo da glicose sérica

através de glicosimetro.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Teste comportamental de atividade exploratdria: habituacdo ao campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora dos
animais (Kaster et al., 2005; Salehi-Sadaghiani et al., 2012). O aparelho consistia em uma
caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 centimetros. O piso da arena foi dividido em 12

quadrados iguais. Cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto e o nimero total
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de cruzamentos e levantamentos foi registrado por 5 minutos. Um cruzamento foi registrado
guando o animal atravessou o quadrado com as quatro patas e o levantamento caracterizado
pelo levantamento do animal apoiado as patas traseiras. ApoOs cada teste, o aparelho foi
higienizado com uma solugédo de etanol a 10%. A luz no interior do aparelho foi mantida no

minimo para evitar comportamentos relacionados a ansiedade.

3.4.2 Teste de reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento do objeto foi utilizado para avaliar a memdria dos animais
(Ainge et al., 2006). Primeiramente, no dia anterior ao teste os animais foram individualmente
habituados ao campo aberto durante 5 minutos. Na sessao treino, dois objetos idénticos eram
apresentados aos camundongos. Neste momento, foi registrado o tempo de exploracdo de
cada um dos objetos colocados na caixa, durante 5 minutos. Os animais retornaram as suas
gaiolas imediatamente depois do treino. Uma hora ap6s o treino, os animais foram
reintroduzidos no campo aberto que continha um objeto novo e um objeto previamente
explorado. Neste periodo registrava-se, novamente, o tempo de exploracdo de cada um dos
objetos durante 5 minutos. Os seguintes comportamentos foram considerados como
exploracdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o0 objeto a menos de 1 cm de distancia. Um
indice de reconhecimento - onde o tempo total de discriminacdo dos objetos foi considerado

100% e normalizado pelo tempo gasto em cada objeto (Greco et al., 2010; Lopes et al., 2015).

3.4.3 Teste do labirinto em cruz elevado

Neste teste, 0 aparato, feito de madeira e formica, consiste de dois bracos abertos (18 x
6 cm), opostos a dois bracos fechados (18 x 6 cm), elevados 60 cm do chdo. A area de juncéo
dos quatro bragos (plataforma central) mede 6 x 6 cm. Os experimentos foram conduzidos em
ambiente com baixa luminosidade (12 lux) Cada camundongo foi colocado na plataforma
central de frente para um braco fechado. Os animais foram observados durante um periodo de
5 minutos. Foram analisados 0s seguintes parametros: o nimero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (foi considerada uma entrada quando as quatro patas do
animal estivessem no interior do brago). Estes dados foram utilizados para calcular a
porcentagem de entradas nos bracos abertos [%EA: entradas nos bracos abertos/(entrada nos

bracos abertos + entradas nos bracos fechados) x 100] e porcentagem de permanéncia nos
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bracos abertos [%TBA: tempo nos bragos abertos/(tempo nos bragos abertos + tempo nos
bracos fechados) x100].

3.5 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COMPOSICAO CORPORAL

O peso dos animais foi verificado com a utilizacdo de uma balanca de precisdo da
marca Marte, modelo AS 2000C no 259711. Decorrido o periodo de inducdo da obesidade e
suplementacdo com extrato de gengibre, os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo com guilhotina e, entdo, foram extraidos o tecido adiposo epididimal,
mesentérico, retroperitoneal e peri-renal para o calculo do indice de adiposidade (grama de
gordura /grama peso corporal x 100). Além disso, foi realizada a dissecc¢do de outros tecidos
como o coértex cerebral, figado, tecido adiposo epididimal e quadriceps. As amostras foram
processadas, aliquotadas e armazenadas no freezer —80°C para posteriores analises

bioquimicas e moleculares.

3.5.1 Avaliagéo histoldgica

Fragmentos de tecido hepatico foram coletados e colocados em frasco contendo
paraformaldeido tamponado a 4% por 48 horas. As amostras foram entdo processadas com
alcool em diferentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol. Posteriormente, o tecido
foi incluido em blocos de parafina, seccionado em cortes de 5 um para posteriores analises
histoldgicas. As laminas foram coradas com coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) a fim de
avaliar a histoarquitetura do tecido. A aquisicdo das imagens foi realizada por meio de

microscopio éptico (Nikon Eclipse Ti-U).

3.6 LIPIDEOS SERICOS

Os niveis de colesterol (Analisa, Palmitos-SC) e triglicerideos (Vida Biotecnologia,
Belo Horizonte-MG) foram determinados no soro por ensaio colorimérico enzimético Trinder

de acordo com especificacOes do fabricante.

3.7 DOSAGENS DE CITOCINAS
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As dosagens das citocinas IL-1pB, IL-4 e TNF-a foram realizadas no quadriceps, tecido
adiposo e figado por meio do método de ELISA, segundo as especificacbes do fabricante
(ThermoFisher Scientific).

Uma placa de 96 pogos, foi primeiramente recoberta com 100 uL de solu¢do contendo
anticorpo de captura anti-TNF-a, anti-IL-1p ou anti-IL-4, diluidos em tamp&o Coating Buffer
(bicarbonato de sédio, carbonato de sodio e agua deionizada). As placas foram incubadas
overnight, na geladeira. Apds sucessivas lavagens com 300 puL de Wash buffer (PBS e Tween
20 (0,05%)), foi adicionado 200 pL de Assay diluent (PBS contendo 1% de albumina) para o
blogueio, e a placa foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com 100 uL. de amostras
(quadriceps, tecido adiposo, figado e cortex cerebral) e suas respectivas curvas padroes.

Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos de deteccdo anti-TNF-o, anti-IL-13 ou anti-IL-4 durante lhora, a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com avidina
diluida 1:1000 em Assay diluent, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e reveladas com TMB substrate solution (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). A
reacdo foi interrompida por adicdo de H2SO4 2N. A leitura da absorbancia foi realizada em
450 nm.

3.8 DOSAGENS DE FATORES NEUROTROFICOS

As dosagens dos fatores neurotroficos foram realizadas no cortex por meio do método
de ELISA, segundo as especifica¢des do fabricante (R&D systems).

Uma placa de 96 pocos, foi primeiramente recoberta com 100 pL de solugdo contendo
anticorpo de captura anti-BDNF e anti-p-NGF em tampao Coating Buffer (bicarbonato de
sodio, carbonato de sddio e &gua deionizada). As placas foram incubadas overnight, na
geladeira. Apoés sucessivas lavagens com 300 pL de Wash buffer (PBS e Tween 20 (0,05%)),
foi adicionado 200 uL de Assay diluent (PBS contendo 1% de albumina) para o bloqueio, e a
placa foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com 100 uL de amostras (cOrtex) e suas
respectivas curvas padroes.

Decorrido o tempo de incubagédo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos de deteccdo anti-BDNF e anti-B-NGF durante lhora, a temperatura ambiente.

Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com avidina diluida 1:1000
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em Assay diluent, durante 30 minutos, & temperatura ambiente. As placas foram lavadas e
reveladas com TMB substrate solution (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). A reacdo foi

interrompida por adi¢do de HoSO4 2N. A leitura da absorbancia foi realizada em 450 nm.

3.9 PRODUCAO DE OXIDANTES

3.9.1 Espécies reativas por diacetato de difluoresceina (DCFH)

Os niveis de espécies reativas foram mensurados com base na oxidacdo da sonda
2°,7°- diclorodiidrofluoresceina (DCF) acetato em um composto fluorescente 2°,7’-
diclorodiidrofluoresceina, como previamente descrito (Hempel et al., 1999). A amostra foi
incubada com DCF-DA 80 mM a 37°C durante 15 minutos. A DCF-DA ¢ desesterificada no
interior das células por esterases enddgenas para o acido livre ionizado, DCFH. DCFH é
oxidado em DCF pelas espécies reativas. A formacdo deste derivado oxidado fluorescente foi
monitorada com os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 e 525 nm,
respectivamente. A producdo de espécies reativas foi quantificada utilizando uma curva

padrdo de DCF e os dados foram expressos como mol DCF/mg de proteina.

3.9.2 Indicador de formacao de 6xido nitrico (NO)

A producdo de Oxido nitrico (NO) foi avaliada espectrofotometricamente
(Espectrofotdmetro - Shimadzu) por meio do metabdlito estavel nitrito (NO2). Para mensurar
0 contetdo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCI e 0,1% de N-(1-naftil) etilenodiamina, dicloridrato) em
temperatura ambiente por 10 min, seguido de leitura em 540 nm no espectrofotdmetro. O
contetdo de nitrito foi calculado a partir da curva padrdo de nitrito de sodio (NaNOy) - 0 a
200 nM. Os resultados foram expressos em pmol nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.10 DEFESAS ANTIOXIDANTES

3.10.1 Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi estimada por meio da inibi¢cdo da auto-oxidacao da

adrenalina e lida em um comprimento de onda de 480 nm (McCord e Fridovicj, 1969).
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3.10.2 GSH/GSSG

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf (1976), com
algumas adaptac6es. GSH foi mensurado ap6s precipitacdo de proteina com 1 mL de acido
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampéo de fosfato 800 mM, pH
7,4 ¢ DTNB 500 uM. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reagéo entre 0 DTNB e
tidis atingiu um maximo em 5 minutos e manteve-se estavel durante mais de 30 min. A
absorbéancia foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva padrédo de glutationa reduzida foi
usado para calcular os niveis de GSH nas amostras. A GSSG foi mensurada a partir da
reciclagem da GSSG redutase com monitoramento NADPH espectrofotometricamente na
presenca de 2-vinilpyridina. A concentracdo de GSH total e GSSG foram determinadas
usando uma curva de regressdo gerada a partir de varios padrées de GSH (Rahman et al.,
2006).

3.10.3 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi determinada pela taxa de decaimento do perdxido de
hidrogénio, analisada em espectrofotometro a 240 nm, conforme descrito anteriormente por

Aebi (1984). Os resultados foram expressos em U/mg proteina.

3.11 MARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS

3.11.1 Carbonil

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela determinacdo de grupos
carbonils baseado na reagcdo com dinitrofenilhidrazina, conforme previamente descrito por
Levine et al. (1990). O conteudo de carbonil foi determinado espectrofotometricamente a 370

nm utilizando o coeficiente 22.000 M.
3.11.2 Formacé&o de malondialdeido (MDA)
Como indice de lipoperoxidagdo foi quantificada a formacdo de MDA, mensurado por

cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) (Proeminence Shimadzu, JP), em uma coluna
Ascentis® C18 (250 x 2.1 mm, 5 um, Supelco Sigma-Aldrich), segundo (Grotto et al., 2007).
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3.12 DETERMINACAO DE PROTEINAS

O teor de proteina foi determinado usando albumina bovina do soro como padrdo
(Lowry et al., 1951). O conteudo total de proteina foi mensurado utilizando o reagente folin-
fenol (reagente fosfomolibdico-fosfotlingstico) adicionado para ligar a proteina. O reagente
ligado foi lentamente reduzido e alterado de amarelo para azul. A absorbancia de 750 nm foi

utilizada.

3.13 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Para realizacdo dos testes de genotoxicidade, foram utilizadas as seguintes amostras

bioldgicas: sangue e figado dos camundongos, para ambas as versdes do ensaio cometa.

3.13.1 Ensaio cometa alcalino

O ensaio cometa (EC) foi realizado sob condic¢des alcalinas, conforme descrito por
Singh et al. (1988), com algumas modifica¢des sugeridas por Tice et al. (2000).

O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados, e as
amostras de figado, foram dissecadas e imersas em tampao Merchant’s refrigerado. Em
seguida foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, a fim de obter
uma suspenséo celular.

As células do sangue (aliquotas de 5 pL) e as células obtidas da dissociacdo de tecidos
(aliquotas de 25 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95
uL ou 75 pL, respectivamente). A mistura foi adicionada a uma lamina de microscopio pre-
coberta com agarose de ponto de fusédo normal (1,5%), coberta posteriormente com uma
laminula e levada, entdo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificag&o.

Em seguida, as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em
tampéo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢éo na hora
do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSOQO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e
méaximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tampé&o alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA,
pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida eletroforética, foi

realizada no mesmo tampéo nas seguintes condicdes: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas
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estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas foram
neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado Syber Gold (Sigma
Brasil, 1239-45-8) para posterior analise.

Foi realizada avaliacdo de 100 células por individuo e por tecido (50 células em cada
lamina duplicada). Tais células foram avaliadas visualmente, sendo classificadas em cinco
classes, de acordo com o tamanho da cauda, sendo a classificagdo para auséncia de cauda
considerada 0, até 4 para o comprimento maximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta forma,
tem-se um Indice de Danos (ID) para cada animal variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células
observadas completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas com
dano maximo). Calcula-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra com base no
numero de células com cauda versus o numero de células sem cauda.

As diretrizes internacionais e recomendacdes para 0 ensaio do cometa consideram que
0 escore visual de 100 cometas € um método de avaliacdo bem validado. Ele tem uma alta
correlacdo com a analise de imagem por computador (Collins et al., 1997). Foram utilizados
controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a

confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas para analise as cegas.

3.14 ANALISES ESTATISTICAS

Para todas as analises os resultados foram expressos como média * erro padrdo da
média, com excecdo das analises do ensaio cometa, no qual os resultados foram expressos
como média * desvio padrdo da média. Os dados obtidos foram testados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e igualdade de variancia (teste de Levene) e analisadas
estatisticamente pelo teste de ANOVA de uma via. Devido a distribuicdo ndo-normal do %
tempo de entradas nos bracos abertos, no teste labirinto em cruz, essa variavel foi expressa
como mediana e intervalo interquartil. Quando ANOVA apresentou diferenca significativa
analises post hoc foram realizadas utilizando o teste de Tukey. Para avaliar o efeito da dieta
ou do Zingiber officinale isoladamente, foi utilizado teste t de student dentro de um mesmo
grupo de dieta. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando 0s
valores de p forem menores que 0,05 (p<0,05). A analise estatistica foi realizada utilizando o

programa GraphPad Prism 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
SENSIBILIDADE A INSULINA, CONSUMO ENERGETICO E COMPOSICAO
CORPORAL

A eficacia do modelo experimental foi verificada antes do inicio da suplementagédo
com Zingiber officinale uma vez que os animais DIO apresentaram maior AUC de glicose em
relacdo aos animais controle, comprovando a resisténcia a insulina induzida pela dieta
hiperlipidica (Figura 6A). Apds a suplementacdo com 400mg/dia do extrato de Zingiber
officinale a area sobre a curva de glicose diminuiu significativamente nos animais DIO + ZO
em relagdo aos animais obesos ndo suplementados (Figura 6B).

Durante todo o experimento foram mensuradas a quantidade de ragdo controle e
hiperlipidica (DIO) ingerida pelos animais. A Figura 6C, mostra a ingestdo diaria em calorias
por grama durante os 35 dias de tratamento com Zingiber officinale. Os grupos DIO + veiculo
e DIO + ZO, apresentaram maior ingestdo energética em relacdo aos animais Controle +
veiculo e Controle + ZO. No entanto, o grupo DIO + ZO apresentou menor ingestdo calorica
durante a suplementacdo em relagdo ao grupo DIO + veiculo (Figura 7C).

Em relacdo ao peso corporal total e o indice de adiposidade no final do experimento,
0s grupos DIO + veiculo e DIO + ZO apresentaram aumento significativo do peso corporal
total e do indice de adiposidade em relagdo aos animais Controle + veiculo e Controle + ZO
(Figura 6D e 6E, respectivamente).
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Figura 6: Efeitos sobre a ingestdo alimentar, composicdo corporal e sensibilidade a insulina em camundongos
obesos tratados com Zingiber officinale. A) AUC Pré suplementacdo B) AUC apds suplementacdo C) Ingestdo
alimentar diaria D) Peso corporal total E) indice de adiposidade. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido
pelo post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=5-10 animais por
grupo). *p<0,05 vs Controle + veiculo; #p<0,05 vs Controle + ZO; $p<0,05 vs DIO + Veiculo; % p<0,05 vs
Controle + veiculo apds @ p<0,05 vs DIO + ZO antes da suplementago.
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4.2 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE LIPIDEOS
SERICOS

Ao analisar os niveis séricos de triglicerideos, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos Controle + veiculo e Controle + ZO. De
maneira importante, a suplementacdo com Zingiber officinale reduziu os valores de
triglicerideos do grupo DIO + ZO em relacdo aos grupos Controle + ZO e DIO + veiculo
(Tabela 2). Quando avaliados os niveis séricos de colesterol total, observou-se um aumento
significativo do colesterol total no grupo DIO + veiculo quando comparado aos animais
Controle + veiculo. No entanto, neste caso ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas quando comparados os grupos DIO + veiculo e DIO + ZO (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos sobre os lipideos séricos de camundongos obesos induzidos por dieta

tratados com Zingiber officinale.

Controle Controle DIO DIO
Variaveis + Veiculo +Z70 + Veiculo + 70
‘ Média + EPM
Triglicerideos (mg/dl) ‘ 167,8 + 33,30 184 + 10,52 220,42 + 8,80 138,18 + 9,28
Colesterol Total (mg/dl) ‘ 156 + 3,92 164,5 £ 6,75 191 + 4,20" 181,75 £ 11,53

ZO: Zingiber officinale

EPM: Erro Padréo da Média

Médias obtidas das amostras de soro de 6 animais por grupo. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo
post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05 vs CONTROLE +
veiculo; #p<0,05 vs CONTROLE + ZO; $p<0,05 vs DIO + Veiculo.

4.3 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Sabendo que a obesidade induzida por dieta pode levar a alteragcbes no perfil
inflamatorio (Jung e Choi, 2014), a concentracao das citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-
1B e da citocina anti-inflamatéria IL-4 foram avaliados no tecido adiposo epididimal.
Observou-se diminuigdo nas concentragdes de TNF-a e IL-1p no grupo Controle + ZO em
relacdo ao grupo Controle + veiculo (Figura 7A e 7B, respectivamente). Além disso,

observou-se aumento do TNF-a e IL-1p no grupo DIO + ZO em relagdo ao grupo CNT + ZO.
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No entanto, nos animais DIO + ZO, a suplementacdo ndo foi eficaz em diminuir os niveis
dessas citocinas pro-inflamatérias em relacdo ao grupo DIO + veiculo.

Nos niveis de IL-4 a suplementacdo levou a sua diminui¢do nos animais Controle +
ZO em relagdo ao grupo Controle + veiculo. Nao foram encontradas diferengas entre os
animais DIO suplementados ou ndo (Figura 7C).
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Figura 7: Efeitos sobre a concentracdo de citocinas no tecido adiposo epididimal de camundongos obesos
induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) TNF-a B) IL-1p C) IL-4. Utilizou-se o teste one-way
ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=4-6
animais por grupo). *p<0,05 vs Controle + veiculo; #p<0,05 vs Controle + ZO.

4.4 PRODUCAO DE OXIDANTES, SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E DANO
OXIDATIVO NO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

A fim de avaliar as alteracdes sobre o estado redox induzidas pela dieta hiperlipidica e
pela suplementagdo com Zingiber officinale foi analisada a oxidacdo do DCFH e os niveis de
nitrito como parametros oxidativos (Figura 8A e 8B, respectivamente). A oxidacdo do DCFH
foi aumentada no grupo DIO + veiculo quando comparado ao grupo Controle + veiculo.

Todavia, apesar de o grupo DIO + ZO apresentar maior oxidacdo da DCFH em relacdo ao
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grupo Controle + ZO, pode-se observar significativa redu¢do da DCFH no grupo DIO + ZO
quando comparado ao DIO + veiculo. Ao avaliar a concentracdo de nitrito, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (Figura 8B).

Os resultados para carbonilacdo de proteinas, um marcador de oxidacdo de proteinas
demonstraram aumento no conteudo de carbonil no tecido adiposo epididimal dos animais
DIO + veiculo quando comparados aos animais Controle + veiculo. De modo notorio, o
conteddo de carbonil foi reduzido nos animais DIO + ZO quando comparados aos animais
DIO + veiculo (Figura 8C).

Para analisar o sistema de defesa antioxidante, a atividade das enzimas SOD e
Catalase foram avaliadas. A atividade da SOD foi maior no grupo DIO + veiculo em relacdo
ao grupo Controle + veiculo. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0os demais grupos, assim o tratamento ndo foi capaz de alterar a atividade da SOD
(Figura 8D). Quanto a atividade da catalase, ndo houve diferencas entre os grupos (Figura
8E).
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Figura 8: Efeitos sobre a producdo de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e dano oxidativo no tecido
adiposo epididimal de camundongos obesos induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) DCFH B)
Nitrito C) Carbonil D) SOD E) Catalase. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey.
Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6-9 animais por grupo). * p<0,05 vs Controle
+ veiculo; # p<0,05 vs Controle + ZO; $ p<0,05 vs DIO + veiculo.

45 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO TECIDO HEPATICO

Para melhor caracterizar o perfil inflamatorio no figado des animais suplementados

com Zingiber officinale, foram analisadas os niveis de TNF-a, IL-1p e IL-4. No tecido
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hepatico, a suplementacdo com Zingiber Officinalle reduziu os niveis das citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a e IL-1P nos animais DIO + ZO em relagdo aos DIO + veiculo e ao
Controle + ZO. N&o foram encontradas diferencas entre os demais grupos (Figura 9A e 9B,
respectivamente).

Para analisar o efeito anti-inflamatéria do Zingiber Officinalle, a concentracdo de IL-4
foi avaliada no tecido hepéatico de camundongos Controles e DIO, suplementados ou ndo
(Figura 9C). Apos 35 dias de suplementacdo, os animais DIO + ZO apresentaram menores

niveis de IL-4 quando comparados ao grupo DIO + veiculo.
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Figura 9: Efeitos sobre a concentragdo de citocinas no figado de camundongos obesos induzidos por dieta
tratados com Zingiber officinale. A) TNF-a B) IL-1p C) IL-4. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo
post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como media + erro padrdo da média (n=4-6 animais por grupo).
#p<0,05 vs Controle + ZO; $p<0,05 vs DIO + veiculo.

4.6 MORFOLOGIA DO TECIDO HEPATICO

Ao observar a histologia do tecido hepatico dos camundongos corados em
hematoxilina e eosina, demonstrada na Figura 10A (Controle + veiculo) e 11B (Controle +
Z0O) observa-se uma arquitetura normal. Os hepatécitos estdo em formato poliédricos com
nacleo fortemente corado, orientados radialmente e separados por tecido conjuntivo. Em
contraste, quando os animais se tornam obesos (Figura 10C), ha aparecimento de infiltrados

de células com morfologia de adipdcitos, i.e., aumento de gordura no figado, que pode ser
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indicativo de esteatose hepética. De particular importancia, quando esses animais foram
submetidos a suplementacdo com extrato de Zingiber officinale o aparecimento de adipécitos
diminuiu. (Figura 10D).

Figura 10: Fotomicrografias histologicas de tecido hepatico coradas em hematoxilina e eosina de camundongos
obesos induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) Grupo Controle + veiculo: Imagens histoldgicas
compativeis com tecido hepatico normal. Presenca de hepatdcitos em formato poliédricos com nlcleo fortemente
corado, orientados radialmente e separados por tecido conjuntivo (seta preta). B) Grupo Controle + ZO: Areas
compativeis de tecido hepatico normal, mantendo a histoarquitetura e células hepaticas de morfologia normal,
incluindo &reas separadas por tecido conjuntivo e vasos sanguineos (seta preta). C) DIO: Imagens apresentando
grande presenca de infiltrados de células com morfologia de adipécitos, entrelagados ao tecido hepético (seta
preta), sugerindo acimulo de células de gordura no figado, compativeis com quadro de esteatose hepatica de
forma generalizada. D) DIO+ ZO: Imagens apresentando diminuicdo de adipdcitos infiltrados no tecido hepético
(seta preta), e areas com células hepaticas de aspecto normal. Todas as imagens foram adquiridas em
microscépio optico em objetivas de 20X (n= 3 por grupo).
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4.7 PRODUCAO DE OXIDANTES, SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E DANO
OXIDATIVO NO TECIDO HEPATICO

Os animais DIO + veiculo aumentaram tanto a oxidacdo do DCFH quanto a
concentracdo de nitrito quando comparado ao grupo Controle + veiculo. Por outro lado, a
suplementacdo com Zingiber officinale foi capaz de diminuir os niveis de DCFH e de Nitrito
nos grupos Controle + ZO e DIO + ZO em relacdo ao Controle + veiculo e DIO + veiculo,
respectivamente (Figura 11A e 11B). Resultados similares foram encontrados para 0s niveis
de malondialdeido, em que o grupo DIO + veiculo apresentou aumento nos seus niveis em
relacdo ao grupo Controle + veiculo e a suplementagdo nos animais DIO + ZO foi eficaz em
reverter esses niveis (Figura 11C). O grupo DIO + veiculo apresentou maior contetido de
carbonil em relacdos ao Controle + veiculo. Por outro lado, o grupo DIO + ZO apresentou
reducdo dos niveis de carbonil em relagdo ao grupo DIO + veiculo (Figura 11D).

Quando analisado o sistema de defesa antioxidante, SOD, no grupo DIO + veiculo foi
observado aumento significativo em relacdo ao grupo Controle + veiculo; o que ndo foi
revertido por meio da suplementacdo (Figura 11E). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na atividade da catalase (Figura 11F). Com relacdo a razéo
GSH/GSSG (Figura 11G) ndo foram encontradas diferengas entre os grupos Controle +
veiculo ou Controle + ZO, bem como entre o grupo DIO + veiculo e Controle + veiculo.
Porém, a suplementacdo por 35 dias aumentou significativamente a relacdo GSH/GSSG nos

animais DIO + ZO quando comparados ao grupo DIO + veiculo.
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Figura 11: Efeitos sobre a producdo de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e dano oxidativo no figado de
camundongos obesos induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) DCFH B) Nitrito C) MDA D)
Carbonil E) SOD F) Catalase G) GSH/GSSG. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de
Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6-9 animais por grupo). * p<0,05 vs

Controle + veiculo; $ p<0,05 vs DIO + veiculo.
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4.8 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM ZINGIBER OFFICINALE SOBRE OS
DANOS AO DNA AVALIADOS PELO ENSAIO COMETA

Observou-se aumento do indice (12A e 12C) e frequéncia (12B e 12D) do dano ao
DNA do tecido hepatico e sangue nos animais DIO + veiculo em relagdo aos Controle +
veiculo. A suplementacdo com Zingiber officinale foi acompanhada de uma redugéo
significativa do indice e frequéncia de danos ao DNA tanto no figado (Figura 12A e 12B)
quanto no sangue (Figura 12C e 12D) de animais DIO + ZO em relacdo ao DIO + veiculo.
Estes valores foram avaliados por meio do percentual de DNA deslocado a partir do
nucleoide, formando uma cauda. Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram o

potencial antigenotoxico do Zingiber officinale apds 35 dias de suplementacéo.
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Figura 12: Efeitos da suplementagdo com Zingiber officinale sobre os danos ao DNA avaliados pelo ensaio
cometa. A) Indice de danos no figado B) Frequéncia de danos no figado C) indice de danos no sangue D)
Frequéncia de danos no sangue. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo da média (n=5-8 animais por grupo). * p<0,05 vs Controle +
veiculo; $p<0,05 vs DIO + veiculo.
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4.9 EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
CONCENTRAGAO DE CITOCINAS NO MUSCULO QUADRICEPS

Ao avaliar as citocinas pro-inflamatorias no quadriceps, foi observada maiores
concentraces de TNF-a e IL-1P no grupo DIO + veiculo em relagdo ao grupo Controle +
veiculo. Por outro lado, os animais DIO + ZO apresentaram diminui¢cdo do TNF-a e IL-1B
(Figura 13A e 13B) em relacdo ao grupo DIO + veiculo. Ja os niveis de IL-4 ndo foram
alterados por ambos tratamentos (Figura 13C).
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Figura 13: Efeitos sobre a concentragdo de citocinas no quadriceps de camundongos obesos induzidos por dieta
tratados com Zingiber officinale. A) TNF-a B) IL-1p C) IL-4. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo
post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=4-6 animais por grupo). *
p<0,05 vs Controle + veiculo; $p<0,05 vs DIO + veiculo.

4.10 PRODUCAO DE OXIDANTES, SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E DANO
OXIDATIVO NO QUADRICEPS

Foram avaliados parametros oxidativos e defesas antioxidantes no quadriceps. Ao
analisar os niveis de DCF, os dados revelaram um aumento significativo da oxidacdo do
DCFH nos animais DIO + veiculo em relacdo ao Controle + veiculo (Figura 14A). Em adicao,
foi observada uma diminuicdo da oxidagdo do DCFH no grupo DIO + ZO, quando comparado

ao grupo DIO + veiculo. Em associagdo a estes achados, o conteddo de nitrito (Figura 14B),
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foi maior no grupo DIO + veiculo, em relagdo ao grupo Controle + veiculo e no grupo DIO +
ZO em relacdo ao grupo Controle + ZO. A suplementacdo com Zingiber officinale nédo foi
eficaz em reduzir a producédo de NO.

Buscando avaliar danos lipidicos, os niveis de malondialdeido (Figura 14C) foram
determinados, porém, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. Além
do dano em lipideos, os danos em proteinas também foram avaliados, e, para tal, utilizou-se a
quantificacdo de grupamentos carbonil (Figura 14D). O grupo DIO + veiculo apresentou
aumento significativo em relacdo ao grupo Controle + veiculo. O grupo DIO + ZO reduziu os
niveis de carbonil em relagdo ao grupo Controle + ZO.

Para analisar a atividade antioxidante muscular, avaliou-se a atividade da SOD e
catalase (Figura 14E e 14F, respectivamente). Os animais DIO + ZO apresentaram diminuigéo
da atividade da SOD, quando comparado ao grupo Controle + ZO. A atividade da catalase
(Figura 14F) foi aumentada no grupo Controle + ZO quando comparado ao Controle +
veiculo. Além disso, a atividade da catalase também aumentou no grupo DIO + ZO em
comparagdo ao grupo DIO + veiculo. Por fim, a razdo GSH/GSSG ndo demonstrou diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 14: Efeitos sobre a producéo de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e dano oxidativo no quadriceps
de camundongos obesos induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) DCFH B) Nitrito C) MDA D)
Carbonil E) SOD F) Catalase G) GSH/GSSG. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de
Tukey. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=6-9 animais por grupo). * p<0,05 vs

Controle + veiculo; # p<0,05 vs Controle + ZO; $ p<0,05 vs DIO + veiculo.
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411 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
COGNICAO

O teste de campo aberto demonstrou que o grupo Controle + ZO apresentou maior
numeros de cruzamentos em relacdo ao grupo Controle + veiculo (Figura 15A). Ainda no
teste de campo aberto foram contabilizados 0os nimero de levantamentos, porém ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (Figura 15B). Os resultados demonstram
que a dieta hiperlipidica ndo foi capaz de modificar a locomogdo dos animais.

Para avaliar o comportamento tipo-ansioso foi realizado o teste de labirinto em cruz
elevado. Neste teste avaliou-se o percentual de tempo que 0s animais permanenciam nos
bracos abertos (Figura 15C) e o0 nimero de entrada nos bracos abertos (Figura 15D). Nao
foram verificadas diferencas significativas entre os grupos. J& a memoria, foi avaliada no teste
de reconhecimento de objeto (Figura 15E). Os animais dos grupo Controle + veiculo,
Controle + ZO e DIO + ZO apresentaram um indice de reconhecimento maior do objeto novo

em relacdo ao objeto antigo, o que ndo aconteceu no grupo DIO + veiculo.
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Figura 15: Efeitos sobre as alteracdes cognitivas de camundongos obesos induzidos por dieta tratados com
Zingiber officinale. A) Teste de campo aberto B) Levantamentos C) % tempo de entradas nos bracos abertos D)
Entrada nos bracos abertos E) Reconhecimento de objeto. Devido a distribuicdo ndo-normal do % tempo de
entradas nos bracos abertos, no teste labirinto em cruz, essa variavel foi descrita como mediana e intervalo
interquartil. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey. Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao da média (n=10 animais por grupo). *p<0,05 vs Controle + veiculo; @p<0,05 vs
Controle + veiculo (objeto antigo); # p<0,05 vs Controle + ZO (objeto antigo); $p<0,05 vs DIO + ZO (objeto
antigo).
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412 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS E NEUROTROFINAS NO CORTEX CEREBRAL

No cortex também foram avaliados as citocinas (TNF-o, IL1-p e IL-4). Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos em relacdo a dieta e a suplementagéo
com Zingiber officinale (Figura 16A, 16B e 16C). Foi analisado ainda 0s niveis das
neurotrofinas BDNF e B-NGF, como demonstrado na figura 16D e 16E. N&o foram
demonstradas diferencas significativas em nenhum dos grupos, em nenhuma das moléculas
avaliadas.
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Figura 16: Efeitos sobre a concentragdo de citocinas e neurotrofinas no cortex de camundongos obesos
induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) TNF-o no cortex B) IL-1B no cortex C) IL-4 no cdrtex
D) BDNF no cortex E) B-NGF no cértex. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey.

Os dados estéo expressos como média + erro padrdo da média (n=4-6 animais por grupo).
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4.13 PRODUCAO DE OXIDANTES, SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E DANO
OXIDATIVO NO CORTEX

Ao avaliar os niveis de DCFH no cortex dos animais (Figura 17A), observou-se
aumento no grupo DIO + veiculo, em relagdo ao grupo Controle + veiculo. Notavelmente, foi
encontrada reducéo reducdo significativa da oxidagdo do DCFH no grupo DIO + ZO, quando
comparado ao grupo DIO + veiculo. J& ao avaliar a producdo de nitrito (Figura 17B), ndo
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. A carbonilacdo de proteinas foi
aumentada no grupo DIO + veiculo em comparacdo ao grupo Controle + veiculo.
Interessantemente, no grupo DIO + ZO houve reducdo da carbonilagdo proteica, quando
comparado ao grupo DIO + veiculo (figura 17C).

Diante desses resultados, foram avaliados as defesas antioxidantes enddgenas no
cortex. Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de atividade da SOD
(Figura 17D) entre os grupos. Ademais, o grupo DIO + veiculo apresentou reducdo
significativa da atividade da catalase nesta estrutura cerebral quando comparado ao grupo
Controle + veiculo. Por fim, no cortex os animais DIO + ZO aumentaram significativamente a

atividade da catalase em comparacéo ao grupo DIO + veiculo (Figura 17E).
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Figura 17: Efeitos sobre a producéo de oxidantes, sistema de defesa antioxidante e dano oxidativo no cortex de
camundongos obesos induzidos por dieta tratados com Zingiber officinale. A) DCFH B) SOD C) Catalase D)
Carbonil E) Nitrito. Utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido pelo post hoc de Tukey. Os dados estao
expressos como média * erro padrdo da média (n=6-9 animais por grupo). * p<0,05 vs Controle + veiculo; #
p<0,05 vs Controle + ZO; $ p<0,05 vs DIO + veiculo.
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5 DISCUSSAO

A obesidade se tornou um problema de salde publica devido a sua prevaléncia
epidémica e sua associagdo a outras comorbidades. E considerada um distrbio metabdlico
devido ao desequilibrio energético entre a alta ingestdo de energia (consumo de alimentos) e o
baixo gasto energético (taxa metabdlica, atividade fisica e termogénese adaptativa) (Abdali et
al., 2015; Hassan e EI-Gharib, 2015), no qual resulta em acumulo de gordura visceral.

Mais da metade de todas as mortes do mundo em 2010 foram relacionadas a doencas
ndo transmissiveis, incluindo obesidade, cancer, diabetes e doencas cardiovasculares. Sugere-
se que o aumento alarmante na incidéncia de obesidade, é o resultado epidemioldgico de uma
transicdo nutricional caracterizada por padrdes alimentares que apresentam um baixo
consumo de &cidos graxos poliinsaturados e fibras, concomitante ao excesso de carboidratos
refinados e gorduras (Rios-Hoyo et al., 2014). Por outro lado, compostos medicinais naturais
surgem como uma alternativa ndo farmacoldgica eficaz para alteragfes metabdlicas
associadas a obesidade. Estudos apontam que o extrato de cha verde, laranja amarga, feijéo,
cereja, curcumina e gengibre podem auxilar no tratamento da obesidade e suas complicagfes
(Kazemipoor et al., 2012; Bradford, 2013; Huang et al., 2014; Rios-Hoyo e Gutiérrez-
Salmeéan, 2016).

Conforme elucida White (2007), o gengibre (Zingiber officinale) € uma especiaria
amplamente consumida no mundo. Desde a sua origem no sudeste da Asia e sua propagacao
para a Europa, o gengibre teve um longo histérico de uso medicinal para o tratamento de
diversas patologias. E amplamente comercializado devido ao emprego alimentar e industrial,
especialmente como matéria-prima para fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de
confeitaria como paes, bolos, biscoitos e geleias (Elpo, 2006). O gengibre contém mais de 200
compostos volateis, principalmente hidrocarbonetos sesquiterpénicos, predominantemente
zingibereno (35%), ar-curcumeno (18%) e farneseno (10%). Além dos compostos volateis, o
gengibre apresenta potentes compostos bioativos ndo-volateis como o 6-gingerol, 6-shogaol e
zingerone (Evans, 2002; Van e Wink, 2004). O 6-gingerol e o 6-shogaol, demonstram
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias significantes, ja o zingerone é o responsavel
pela sensacdo de calor e ardéncia apresentadas pelo gengibre (Adams, 1995; Shukla, 2007,
Shati e Elsaid, 2009). Dessa forma, o uso do gengibre é considerado seguro e o extrato pode
conter altas concentracdes de gingerois e shogaois (Mahmoud et al., 2013).

Recentemente, Matsuzawa-Nagata e colaboradores (2008) encontraram aumento do

peso corporal e acimulo significativo de gordura retroperitoneal nos animais alimentados por
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24 semanas com dieta hiperlipidica. Similar a essas alteragdes, o presente estudo encontrou
aumento do peso corporal total, bem como aumento especifico do tecido adiposo epididimal,
mesentérico, retroperitoneal e peri-renal (dados ndo mostrados, utilizados para o calculo do
indice de adiposidade) em camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica por 16
semanas.

Varias propriedades do gengibre ja foram demonstradas, dentre elas as atividades anti-
inflamatoria, antiemética, antimutagénica, hipoglicémica, antibacteriana e anti-obesogénica
(Habsah et al., 2000; Attari et al., 2018; Wang et al., 2017). Em individuos obesos, a expansao
do tecido adiposo é resultante de dois processos, 0 aumento dos depoésitos de triglicerideos
nos adipdcitos (hipertrofia), bem como a maior diferenciacdo de novos adipécitos
(hiperplasia). A adipogénese constitui um processo complexo de diferenciacdo celular pela
qual os pré-adipocitos se tornam adipdcitos maduros (Sarjeant e Stephens, 2012). Li e Zhou
(2015) demonstram que 50uM de 6-gingerol inibe a diferenciacdo adipogénica em células
3T3-L1, por meio da ativagdo da via de sinalizagio Wnt/p-catenina, prevenindo a deposicdo
de triglicerideos nos adipdcitos; em outro estudo, Tzeng e Liu (2013), observaram que 0
tratamento in vitro com 6-gingerol isolado, reduz o tamanho das goticulas de gordura e a
diferenciacdo dos adipocitos. Além das evidéncias in vitro, a literatura animal também apoia o
uso do gengibre como um agente dietético funcional para o controle do peso e prevencdo de
distdrbios metabolicos (Chrubasik et al., 2005; Al-Amin et al., 2006; Goyal e Kadnur, 2006;
York et al., 2007; Matsuda et al., 2009; Nammi et al., 2009; Okamoto et al., 2011). No
entanto, o presente estudo ndo encontrou alteraces do peso e do indice de adiposidade apds
suplementacdo com Zingiber officinale por 35 dias, mesmo apds os animais obesos
suplementados apresentarem menor consumo alimentar. Uma explicacdo para tal efeito néo
ter sido encontrado no presente estudo, é a baixa concentracao de gingerois totais presente no
extrato seco utilizado. Segundo o laudo técnico disponibilizado pelo fornecedor, o extrato
utilizado contém 5,2% de gingerois totais, o que corresponde a 20,8 mg/kg por animal, sendo
que os estudos que encontraram reducdo do peso, suplementaram com 75mg/kg/dia de 6-
gingerol isolado (Saravanan et al., 2014; Naidu et al., 2016).

Corroborando a isso, Kaur e Kulkarni (2001), também observaram reducdo da
ingestdo alimentar apds suplementacdo com 0.5g/kg/dia de Zingiber officinale, sugerindo que
0 gengibre pode ser utilizado no controle de peso corporal a longo prazo. O gengibre pode
modular a serotonina controlando o apetite, bem como se ligar aos receptores 5-HT2c e
regular a saciedade (Goyal e Kadnur, 2006; Mansour et al., 2012; Palatty et al., 2013).

Interessantemente, um estudo realizado em homens com excesso de peso mostrou que o
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consumo de gengibre aumenta o efeito térmico dos alimentos e promove a saciedade sem
afetar os parametros metabdlicos e hormonais (Mansour et al., 2012).

Sabe-se que 0 excesso de peso € um dos principais fatores para o desenvolvimento da
resisténcia a insulina, conforme comprovado por esse estudo e por outros (Boden, 2011; Ye,
2013; Jia et al., 2014; Lee e Lee, 2014). O prejuizo no metabolismo da glicose e niveis
inflamatorios elevados sdo caracteristicas comuns em individuos obesos e diabéticos. Em um
teste oral de tolerancia a glicose realizado por Akhani e colaboradores (2004) mostrou que o
tratamento com Zingiber officinale diminuiu significativamente a area sob a curva de glicose
em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ). A abordagem experimental do
presente estudo utilizou dieta como indutora da resisténcia a insulina e houve melhora na
sensibilidade a insulina apds o uso de Zingiber officinale. Os dados encontrados nesse e em
outros estudos, sugerem uma potencial atividade de sensibilizador a insulina do gengibre.

Estd bem estabelecido que a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos esta
estreitamente associada com elevados niveis de lipideos circulantes e acimulo de lipideos
teciduais (McGarry, 2002). Matsuzawa-Nagata e colaboradores observaram em 2008, niveis
de colesterol total maiores em animais alimentados com dieta hiperlipidica em relacdo aos
animais alimentados com dieta padrdo. Nesse sentido, diversos estudos demonstram que 0
gengibre possui efeitos proeminentes na reducdo de lipideos sanguineos e, subsequentemente,
melhora na sensibilidade a insulina (Saravanan et al., 2004; Nammi et al., 2009; Akhani, et
al., 2014). Quando comparado com atorvastatina, um medicamento hipocolesterolémico
padrdo, o estudo realizado por Elrokh e colaboradores em 2010, demonstrou que 400 mg/kg
de Zingiber officinale reduziu o colesterol total e aumentou o HDL de maneira tdo eficaz
quanto o uso do farmaco. Nammi e colaboradores (2009), também constataram reversdo dos
niveis aumentados de colesterol induzidos por dieta hiperlipidica por meio da suplementacao
com 400mg/kg/dia de Zingiber officinale por 6 semanas.

Com base nesses resultados, concluiu-se que o extrato de gengibre pode ter efeito
terapéutico ndo farmacoldgico sobre lipideos plasmaticos, devido & acdo do gengibre em
elevar a atividade hepética da enzima colesterol 7a-hidroxilase, responsavel pela biossintese
de &cidos biliares estimulando a converséo do colesterol em &cidos biliares, facilitando a
excrecdo do colesterol (Srinivasan e Sambaiah, 1991). Por outro lado, outro estudo realizado
com pacientes ndo diabéticos com doenga arterial coronariana nao evidenciou diminui¢ao nos
niveis de lipideos quando tratados com uma dose de 4g de gengibre em p6 por um periodo de
3 meses (Bordia et al., 1997). Tal discrepancia de resultados pode ser atribuida a variacdo na

composicdo quimica dos extratos de gengibre administrados, dependendo do método de
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preparacdo, origem do produto e tempo de armazenamento (Jolad et al., 2004; Jolad et al.,
2005). Em relacdo aos niveis de triglicerideos, neste estudo, ocorreu uma reducdo destes
niveis nos animais obesos apos suplementacdo, da mesma forma encontrada por Nammi e
colaboradores (2009) e Al-Amin e colaboradores (2006). O efeito sobre a reducdo de
triglicerideos do gengibre pode ser devido a presenca de niacina neste composto. Elrokh e
colaboradores em 2010 relataram que a niacina causa inibicdo da secrecdo da lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL), por sua vez, reduz os niveis de triglicerideos e aumenta a
captacdo hepatica da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Ness et al., 1996; Mary e John
2000; Durrington, 2003).

O excesso do &cido graxo saturado palmitato, leva ao aumento da fosforilagcdo de
proteinas e citocinas pré-inflamatorias. Além disso, Lancaster e colaboradores (2018)
demonstraram que o palmitato ativa, indiretamente os receptores TLR-4, o0s quais
desempenham uma conexdo importante entre o sistema imune inato e o sistema metabdlico,
regulando a inflamacdo induzida pela obesidade. O TNF-a foi uma das primeiras citocinas
identificadas e estd envolvida na resposta inflamatdria sistémica. Além disso, também tem
sido associada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, obesidade e diabetes (Dulloo et
al., 2010). E produzido principalmente por mondcitos, linfécitos, tecido adiposo e musculo
(Ouchi et al., 2011), e sua produgdo exarcebada participa da patogénese da sindrome
metabolica associada & obesidade. O aumento na secre¢do de citocinas pro-inflamatorias
desempenha importante funcdo nas complicacdes metabolicas induzidas pela obesidade. No
musculo esquelético, Salles e colaboradores (2012), mostraram aumento dos niveis de TNF-a
em animais obesos, o qual, contribui para lipotoxicidade induzida por DAG e PKC. No
entanto, no figado e tecido adiposo de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica o
nivel de TNF-a foi semelhante ao dos animais controles no estudo realizado por Matsuzawa-
Nagata e colaboradores (2008), o que corroboram os achados desse estudo. Matsuzawa-
Nagata e colaboradores (2008) sugerem que inicialmente ha superegulacdo de genes para
producdo de ERO, em vez da elevagdo do TNF-a, sendo o estresse oxidativo o evento precoce
que desencadeia a resisténcia a insulina em animais obesos. Em contraste, outros estudos
demonstraram em roedores e humanos que na obesidade ocorre superexpressao do TNF-a e
esse, induz a expressdo de varias outras citocinas inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e IL-8
(Hotamisligil et al., 1993; Tateya et al., 2013).

Resultados encontrados por Nammi e colaboradores (2009) e Naidu e colaboradores
(2016) sugerem que o extrato de gengibre e o composto bioativo do gengibre, 6-gingerol

podem significativamente regular de maneira negativa os niveis de TNF-a no tecido adiposo
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de animais alimentados com dieta hiperlipidica. No entanto, os niveis de TNF-a no presente
estudo, foram reduzidos apenas no figado e quadriceps de animais obesos induzidos por dieta
hiperlipidica suplementados com Zingiber officinale. O TNF-a favorece a resposta
inflamatoria sistémica da fase aguda, por meio da liberacdo da IL-6 e IL-1B, moléculas pro-
inflamatorias (Spoto et al., 2014; Marseglia et al., 2014). A IL-1p, é liberada principalmente
por mondcitos em resposta a dano tecidual, infeccdo ou alteragcBes imunoldgicas.
Recentemente, foi avaliado que a IL-1p favorece a resposta pro-inflamatéria na obesidade via
producdo de outras citocinas, como a IL-6 (Stienstra et al., 2012). Assim como 0s niveis de
TNF- a, os niveis de IL-1P se apresentaram menores no figado e no quadriceps de animais
obesos suplementados (Tzeng et al., 2015).

A IL-6, produzida em animais expostos a dieta hiperlipidica, induz diretamente a
expressao do receptor de IL-4, uma tentativa inicial dos macrdfagos presentes no tecido
adiposo via arginase para conter a inflamacao. No entanto, a inducdo de IL-4 induzida por IL-
6 pode acarretar em aumento de fibrose (Mauer et al., 2014). Além disso, o desenvolvimento
da obesidade em camundongos induz uma mudanca no perfil de citocinas apresentando
diminuicdo da IL-2 e aumento do interferon gama e IL-4, o que sustenta a hipdtese que a
obesidade é um fator de risco para doencas alérgicas, bem como para doengas infecciosas
(Mito et al., 2000; Lu et al., 2015). Corroborando a isso, 0s niveis de IL-4 estavam reduzidos
em animais apés reduzirem os depdsitos de gordura visceral (Borst et al., 2005). Diante disso
e sabendo que o H2O- estimula os genes da IL-4 e IL-6 dependente da via APE/Ref-1 (Frossi
et al., 2003) e que a obesidade aumenta a producéo de H>O> o0 presente estudo buscou avaliar
os niveis de IL-4 em animais obesos e suplementados com Zingiber officinale. Os niveis de
IL-4 apresentaram alteragcGes somente no tecido hepatico, corroborando com os unicos dois
trabalhos encontrados que avaliaram os niveis de IL-4 apo6s a suplementacdo com Zingiber
officinale (Shin et al., 2015; Khan et al., 2015).

A obesidade, por si s6, pode induzir estresse oxidativo sistémico por meio de varios
mecanismos biogquimicos, como a geracdo de superdxido a partir da NADPH oxidase,
fosforilagcdo oxidativa, auto-oxidacdo do gliceraldeido, ativacdo de PKC e aumento da via do
poliol e hexosamina (Manna e Jain, 2015). Estudo realizado em humanos e modelos
experimentais de obesidade mostrou forte correlacéo entre adiposidade, niveis inflamatorios e
marcadores do estresse oxidativo sistémico (Pausova, 2006). A produgdo de ERO é um
evento fisiolégico do metabolismo. Entretanto, a hiperglicemia, caracteristica comum dos
pacientes com excesso de peso, pode levar a auto-oxidacdo da glicose, maior entrada de

NADH e FADH,, vazamento de elétrons na cadeia transportadora e glicosilagdo de proteinas
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conforme demonstrado por varios autores (Lodovici et al., 2008; Shen, 2010; Nowotny et al.,
2015).

Em adicdo, Furukawa e colaboradores (2004) correlacionam fortemente o estresse
oxidativo no tecido adiposo com aumento de marcadores inflamatérios e resisténcia a
insulina. Altos niveis da expressao de NOX4 no tecido adiposo epididimal foram encontrados
em ratos, sugerindo que essa enzima contribui para a formagéo de ERO na obesidade induzida
por dieta (Furukawa et al., 2004; Matsuzawa-nagata et al., 2008). Os resultados desse estudo,
corroboram com o estudo de Furukawa e colaboradores (2004) e Matsuzawa-nagata e
colaboradores (2008) onde a producdo de ERO aumentou seletivamente no tecido adiposo e
figado de camundongos obesos induzidos por dieta. No presente estudo houve maior
producdo de ERO no tecido adiposo de animais obesos. Além da producdo de ERO, o
presente estudo encontrou aumento na carbonilacdo de proteinas no tecido adiposo, figado,
quadriceps e cértex de animais obesos. Matsuzawa-nagata e colaboradores (2008) observaram
altos nives de proteinas carboniladas no tecido hepatico de animais obesos induzidos por dieta
hiperlipidica. A carbonilacdo de proteinas € uma modificacdo pds-traducional oxidativa nao
enzimatica, considerada um biomarcador do estresse oxidativo (Mukherjee et al., 2015). As
ERO e ERN possuem efeitos deletérios sobre as proteinas e podem contribuir para inflamacéo
tecidual e morte celular. A oxidagdo de aminoacidos no sitio ativo ou no local regulador
podem afetar a atividade e induzir mudancas conformacionais, que podem induzir o aumento
da hidrofobicidade e subsequente desnaturacdo, agregacao e precipitacdo proteica (Stadtman,
1990). De fato, com o aumento do estresse oxidativo, diversas proteinas ficam suceptiveis a
carbonilacdo como demonstrado por Bollineni e colaboradores (2014). Foram detectadas 36
proteinas carboniladas em pacientes obesos com diabetes mellitus do tipo 2 (Bollineni et al.,
2014).

Em 2008, El-Abhar e colaboradores observaram que a suplementacao por 10 dias com
100, 200 e 400 mg/kg de extrato de gengibre reduziu a carbonilacdo proteica induzida pelo
acido acético no colon de animais, reduzindo a lesdo da mucosa col6nica. Interessantemente,
em animais diabéticos, 0 extrato de gengibre reduziu as proteinas carboniladas, modulando
positivamente a atividade da enzima aldolase redutase 2 (ALR2), normalizando a via do
poliol e prevenindo o estresse oxidativo em condic¢des hiperglicémicas (Saraswat et al., 2010).
O aumento do fluxo pela via dos polidis determina maior conversdo de glicose a sorbitol,
depletando  NADPH e glutationa, aumentando o estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia. O NADPH é o substrato da glutationa redutase, e sua deplecdo pela via do

poliol em diabéticos resulta em menor neutralizacdo do H20,, realizado pela GPx (Bravi et
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al., 1997). Similar a esse resultado, ao verificar a razdo GSH/GSSG no tecido hepatico, o
presente estudo encontrou niveis significativamente maiores nos animais o0besos
suplementados com Zingiber officinale em relacdo aos animais obesos ndo suplementado,
corroborando com o estudo de Sani e colaboradores (2014), onde a suplementacdo de
40mg/kg de gengibre foi eficiente em aumentar a razdo GSH/GSSG em ratos. Apesar de néo
ter sido avaliado a via do poliol, sugere-se que 0s animais obesos suplementados com
Zingiber officinale apresentem uma reducdo da carbonilacdo proteica, consequentemente
diminuicdo da via dos poliois e deplecdo do NADPH.

Outro estudo, utilizando os compostos isolados 6-gingerol e 6-shogaol, mostraram 0s
efeitos do Zingiber officinale na prevengcdo da glicagdo de proteinas, sugerindo que o
consumo regular de extrato da raiz de gengibre pode atenuar a progressao das complicacdes
diabéticas (Zhu et al., 2015). Assim, o consumo de alimentos, bebidas ou suplementos
contendo gengibre, como estratégias dietéticas eficazes e seguras, possui grande potencial
para prevenir o desenvolvimento de complicacbes da obesidade e, consequentemente,
melhorar a qualidade de vida e diminuir a morbimortalidade nesses individuos.

Para confirmar as alterac6es induzidas pela dieta, além dos danos nas proteinas, foram
analisadas os danos em lipideos. Em 2007, Amirkhizi e colaboradores observaram que a
concentracdo plasmatica de MDA foi significativamente maior em mulheres obesas quando
comparadas com mulheres de IMC eutréfico e ndo foram observadas diferencas significativas
na atividade da catalase nos eritrdcitos entre mulheres obesas e ndo obesas. Os resultados do
estudo de Amirkhizi e colaboradores (2007) corroboram com os resultados do presente
estudo, onde no tecido hepatico, 0s animais obesos ndo suplementados apresentaram maiores
niveis de MDA concomitante a ndo alteracdo significativa da atividade da enzima
antioxidante catalase. Apesar da atividade da SOD estar elevada nos animais DIO, a ndo
alteracdo da atividade da catalase impede a neutralizacdo do peroxido de hidrogénio, que
apresentou-se elevado nos animais DIO, resultando em maiores niveis de danos oxidativos a
lipideos e proteinas. O tecido adiposo dos animais DIO apresentou maior producéo de ERO,
maior atividade da SOD sem concomitante aumento da atividade da catalase, resultando em
maior carbonilacdo de proteinas. Interessantemente, no quadriceps, a atividade da catalase
apresentou-se elevada tanto nos animais controles quanto nos DIO apds suplementacdo com
Zingiber officinale, corroborando com o estudo de Ansari e colaboradores (2006), onde no
musculo cardiaco a suplementacdo com Zingiber officinale resultou em aumento da atividade

da catalase, resultando em menor dano oxidativo induzido por isoproterenol em ratos.
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Avaliamos o metabdlito nitrito que pode indicar excesso de formacdo de ERN (Valerio e
Nisoli, 2015).

Os niveis de NO intracelular podem reagir com o anion superéxido, resultando na
formacdo da potente molécula oxidante e nitrante: peroxinitrito (Engin, 2017). Com excec¢do
do tecido hepético e quadriceps, ndo foram encontradas redugdes nos niveis de NO nos
animais DIO suplementados com Zingiber officinale. Similar ao estudo de Vijaya Padma e
colaboradores (2007), onde em células HEp-2, o extrato de gengibre reduziu a formacéo de
nitrito.

Além da periferia, como demonstrado pelo presente estudo, o extrato de Zingiber
officinale melhorou a atividade antioxidante no cortex de animais obesos induzidos por dieta,
por meio do aumento da atividade da catalase, reducéo da producdo de DCF e reducdo dos
niveis de carbonilacdo de proteinas. Sabe-se que a obesidade estd associada com declinio
cognitivo e doencgas neurodegenerativas (Pasinetti e Eberstein et al., 2008). A crescente
evidéncia epidemioldgica também mostra que a obesidade estd intimamente relacionada a
disfuncdo cerebral e inicio precoce da doenca de Alzheimer (Bruce-Keller et al., 2009).
Corroborando a isso, Denver e colaboradores (2018) demonstraram que a memoria de
reconhecimento e a aprendizagem espacial foram prejudicadas em camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica. O desempenho cognitivo no teste de reconhecimento de um novo
objeto mostrou que a dieta hiperlipidica reduziu a explora¢do dos animais para novos objetos.
Esta relacdo é fortemente apoiada por distirbios metabdlicos acentuados, associado a estados
depressivos, ansiedade e déficits cognitivos (Gancheva e Zhelyazkova-Savova, 2016).
Estudos recentes sugerem que dietas com alto teor de gorduras e agucares nao apenas
prejudicam condicGes fisioldgicas, como também alteram regiGes cerebrais que controlam
comportamentos cognitivos e alimentares (Pedroso et al., 2016; Poon et al., 2016). A
incapacidades cognitiva decorrentes de eventos neurodegenerativos pode ser devido ao
aumento de estresse oxidativo (Sah et al., 2017).

Em animais alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipidica, o conteido de MDA
em tecidos periféricos e centrais foram aumentados, agravando a peroxidacao lipidica cerebral
(Park et al., 2010). Os neurdnios sdo sensiveis a lesbes oxidativas. A obesidade aumenta o
metabolismo dos acidos graxos neuronais e a producédo de ERO, o que leva a peroxidacdo da
membrana neuronal e a apoptose dos neurdnios. Estudos clinicos também mostraram que a
obesidade esta negativamente relacionada & capacidade cognitiva e funcdo cerebral em obesos
morbidos (Sargénius et al., 2017). Estudo recente, realizado por Shi e colaboradores (2018),

demonstram que o efeito antioxidante da via SIRT3-MnSOD ¢ essencial para a sobrevivéncia
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dos neurdnios. A SIRT3 é uma importante desacetilase mitocondrial que aumenta a funcéo
antioxidante pela desacetilacdo da SOD mitocondrial dependente de manganés (mnSOD)
(Tao et al., 2010; Hirschey et al., 2011). Esses mesmos autores sugerem que a dieta
hiperlipidica reduz a via SIRT3-MnSOD e a fungdo cognitiva em camundongos (Shi et al.,
2018). Corroborando a isso, o nivel de atividade de SIRT3 e a expressdo de MnSOD foram
diminuidos em pessoas diabéticas e obesas (Boyle et al., 2013). Interessantemente, 0s
resultados de Li e colaboradores (2017) sugerem que a dieta materna rica em gorduras durante
a gravidez ou lactagdo sensibiliza a prole aos efeitos adversos de uma dieta rica em gordura,
resultando em um fenétipo de sindrome metabdlica e levando a déficits cognitivos.

Wattanathorn e colaboradores (2011), a fim de avaliar a atividade antioxidante do
Zingiber officinale, mostraram que a fungdo cognitiva melhorou em ratos que receberam
extrato de gengibre, bem como a area de infarto cerebral foi reduzida. O efeito do aumento
cognitivo e o efeito neuroprotetor encontrados por esses autores, ocorreram principalmente
por meio da atividade antioxidante do extrato, ja que este aumentou a atividade da catalase, no
hipocampo e no cortex (Wattanathorn et al., 2011), corroborando com o presente estudo. Lim
e colaboradores (2014) observaram que a administracdo de extrato de gengibre melhorou
significativamente a capacidade dos ratos reconhecerem novos objetos por meio do teste de
reconhecimento de objetos, via ativacdo de ERK/CREB, resultando em maior aprendizado e
memoria.

Mehdizadeh e colaboradores (2012) mostraram que a administracdo de 100mg/kg/dia
Zingiber officinale em animais tratados com metilenodioximetanfetamina (MDMA),
conhecido como ecstay, atenuou a morte celular apoptética e melhorou a memoria de
aprendizado. Em um estudo recente, as fungdes de memoria de curto prazo dos ratos tratados
com gengibre foram mais aprimoradas do que as funcGes de memoria de longo prazo (Khaliq
et al., 2017), sugerindo e corroborando com o presente estudo, onde a suplementacdo com
Zingiber officinale pode levar a uma melhora na meméria de reconhecimento.

Similarmente aos resultados encontrados no presente estudo, Hryhorczuk e
colaboradores (2017) observaram gue nos animais alimentados com dieta hiperlipidica por 8
semanas ndo apresentaram sinais de ansiedade, o que foi analisado no teste de labirinto em
cruz elevado. Interessantemente, um estudo comparou os efeitos do Zingicomb uma
preparacdo combinada de extratos padronizados de Ginkgo biloba e Zingiber officinale contra
0 diazepam, ansiolitico ja estabelecido. Apds testados varias doses de Zingicomb, o
tratamento com 0,5 mg/kg aumentou o tempo gasto nos bracgos abertos, fornecendo evidéncias

de que o Zingicomb, na dose de 0,5mg/kg possui efeitos ansioliticos no labirinto em cruz
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elevado comparaveis aos do diazepam, mas que, em altas doses, o Zingicomb pode ter
propriedades ansiogénicas (Hasenohrl et al., 1996). Corroborando a isso, Vishwakarma e
colaboradores (2002), observaram que 0s animais controles tratados com extrato de Zingiber
officinale apresentaram diminui¢do da permanéncia nos bragos fechados do labirinto em cruz
elevado, sugerindo a presenca de principios ansioliticos nesse composto.

Assim como Matsuzawa-nagata e colaboradores (2008), os resultados do presente
estudo levantam a possibilidade de que o desenvolvimento das altera¢fes induzidas pela
obesidade, sdo desencadeadas inicialmente pelo aumento de ERO e ERN e portanto
antioxidantes podem ser alvos terapéuticos eficazes. Como diversos outros alimentos com
capacidade de neutralizar radicais livres, a atividade antioxidante do gengibre deriva,
principalmente, de seu alto teor de polifendis (Mukherjee et al., 2014; Adekunle et al., 2018).
Coletivamente, os resultados sugerem que o aumento do estresse oxidativo nos tecidos
adiposo, hepético, quadriceps e cértex podem ser efeito promotor precoce da sindrome
metabolica e que o estado redox nesses tecidos podem ser um alvo terapéutico potencialmente
atil para a sindrome metabolica associada a obesidade.

O estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese de varias doencgas incluindo a
esteatose hepética ndo alcéolica (Sumida et al., 2013). O catabolismo elevado de &cidos
graxos nos hepatdcitos causa excessivo fluxo de elétrons na cadeia transportadora,
prejudicando a capacidade oxidativa das mitocondrias. A consequente superproducdo de ERO
e consequente estresse oxidativo reduz os niveis celulares de ATP e glutationa causando
danos no DNA (Rolo et al., 2012). A hiperglicemia é também um importante contribuinte
para 0 acumulo hepéatico de lipideos, além da producdo de ERO, a hiperglicemia também
ativa a proteina de ligacdo ao elemento responsivo a carboidrato (ChREBP) e genes
lipogénicos (Rahimi e Landaverde, 2013). Por outro lado, estudos demonstram que o uso de
gengibre reduz ou evita o acumulo de gordura no figado de animais alimentados com dieta
hiperlipidica (Sahebkar, 2011; Lai et al., 2016; Rahimlou et al., 2016). A diminuicdo da
progressao da esteatose induzida pelo Zingiber officinale é justificada por varios mecanismos,
tais como, melhora na sensibilidade a insulina, ativacdo do PPARYy, diminuic¢do da acetil CoA
carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e regulacdo negativa de citocinas pro-
inflamatorias. Tomados em conjunto o Zingiber officinale promove efeitos antioxidantes e
anti-inflamatérios considerdveis, reduzindo o contetdo hepético de triglicérideos e
prevenindo a esteatose (Okamoto et al., 2011; Rahimlou et al., 2016).

Considerando que o presente estudo observou reducdo do acumulo de gordura no

figado, bem como melhora nos pardmetros oxidativos e inflamatorios apds a suplementacéo,
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buscou-se avaliar a possivel eficicia hepatoprotetora sobre as alteragdes no DNA induzidas
pelo Zingiber officinale. J& esta bem definido que a oxidacdo mitocondrial e peroxissdmica de
acidos graxos em uma dieta hiperlipidica € capaz de produzir radicais livres no figado e,
portanto, estresse oxidativo, o qual poderia resultar em alteracbes do DNA (Fernandez-
Sanchez et al., 2011).

As ERO e ERN aumentadas, podem danificar as células resultando em peroxidacéo
lipidica, alteracdo de estruturas proteicas e de acido nucleico (Ajith, 2010). Especificamente
as espécies reativas de nitrogénio, como 6xido nitrico e seus derivados como o peroxinitrito,
tém sido identificadas como possiveis causadores de danos ao DNA, contribuindo para
processos carcinogénicos (Payne et al., 1999). Assim como o NO, o MDA, produto final da
peroxidacdo de lipideos, também foi demonstrado ser um agente genotdxico e mutagénico,
contribuindo para o desenvolvimento de cancer em humanos (Feron et al., 1991). A fim de
monitorar o efeito anti-genotoxico do Zingiber officinale, o teste cometa foi aplicado. O
ensaio cometa é utilizado para analisar lesdes genémicas, tais como quebras de fita simples e
dupla do DNA, sitios alcali-labeis e lesdes oxidativas especificas, as quais sdo passiveis de
reparo (Tice et al., 2000). O resultado do presente estudo avaliado por meio do ensaio cometa
demonstraram que a suplementagdo com 400mg/kg/dia pode ter um grande potencial
antigenotdxico. Jeena e colaboradores (2016), observaram que o dleo essencial de gengibre
diminuiu significativamente a formagdo de microndcleos, inibiu a formacdo de aberragdes
cromossémicas e protegeu contra danos no DNA de células da medula &ssea.
Interessantemente, o 6-gingerol reduziu significativamente o dano no DNA e a formacéo de
micronucleos causados pela micotoxina patulina (Yang et al., 2011). Corroborando a isso,
Ippoushi e colaboradores (2003), observaram que o 6-gingerol inibiu a producdo de NO e a
quebra oxidativa de fita simples do DNA em macrofagos J774.1 estimulados com LPS.

Mais de um bilh&o de adultos em todo o mundo estdo acima do peso, e pelo menos
300 milhdes deles s&o clinicamente obesos (Hassan e EI-Gharib, 2015). Estudos
epidemiologicos tém apresentado uma correlagdo inversa entre a incidéncia da obesidade e
niveis de antioxidantes e anti-inflamatorios presentes na alimentacdo (Abdali et al., 2015;
Hassan e EI-Gharib, 2015). A preocupacdo com os efeitos deletérios da obesidade é
naturalmente seguida pelo interesse em compostos com atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e anti-genotoxica para uso populacional. Desta forma, supde-se que a
suplementacdo com Zingiber officinale reverte parcialmente as alteracbes metabolicas

apresentadas pela obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica reduziu a sensibilade a insulina periférica, aumentou a producdo de oxidantes
derivados do oxigénio e nitrogénio, bem como reducdo das defesas antioxidantes no tecido
hepatico, epididimal, muscular e no cortex. Além do estresse oxidativo, observou-se nesses
animais, maiores danos no DNA no figado e no sangue. Essas alteracfes bioquimicas
teciduais nos animais obesos foram associadas a prejuizos ha memaria, mas ndo na ansiedade.
Por outro lado, a suplementacdo com 400mg/kg/dia por 35 dias de Zingiber officinale reverteu
parcialmente esses parametros: i) aumentando a sensibilidade a insulina ii) reduzindo os

niveis séricos de triglicerideos iii) reduzindo a producdo de oxidantes iiii) aumentando o

(Figura 18). Entretanto, estas alteraces positivas ndo foram acompanhadas da reducdo do
peso corporal. Mais estudos sdo necessarios a fim de se comprovarem os reais efeitos da

suplementacao de Zingiber officinale em modelos de animais obesos.

Figura 18: Desenho esquematico representando os efeitos benéficos do Zingiber Officinale e seus compostos
ativos nas respostas metabdlicas. A suplementacdo do Zingiber officinale impediu 0 aumento das concentragdes
séricas de triglicerideos e glicose, diminuiu o estresse oxidativo no tecido adiposo epidimal, figado, quadriceps e
cortex de animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Além disso, aumentou a capacidade antioxidante
principalmente no quadriceps, figado e cdrtex. No quadriceps a suplementacdo com Zingiber Officinale reduziu
a produgdo de citocinas pr6 inflamatorias. Em adicdo os danos genotoxicos induzidos por dieta hiperlipidica,
reduziram no tecido hepatico e sangue de animais obesos suplementados com 400mg/kg/dia por 35 dias com
Zingiber officinale.
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ANEXO A- Carta de aprovacéo da CEUA

y Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA
LI'H'.: Comissido de Etica no Uso de Animais ' s

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a producio, manutencio ou ufilizacio
de animais perencentes ao filo Chordata, subfilo Yeriebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNESC, em reunido de 30/05/2017.

EFEITOS DA SUPLEMENTACAC COM EXTRATO DE ZINGIBER
Titulo do projeto OFFICINALE SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS E DE
RESISTENCIA A INSULINA EM CAMUNDONGOS SWISS OBESOS
EFFECTS OF SUPPLEMENTATION WITH ZINGIBER OFFICINALE
Project title EXTRACT ON INFLAMMATORY AND INSULIN RESISTANCE
PARAMETERS IN 3WIS5 OBESE MICE

Numero do protocolo | hegmn017.1

Protocol number

Pesquisador principal
Principal Investigator

Ricardo Aurino Pinho

Vanessa Moraes de Andrade, Thais Femandes Luciano, Helen Rebelo
Sorato, Paulo Roberto Lino da Silva, Gabriel Paulino Luiz, Gabriela
Soares de Farias, Angela Caroline da Luz Beretta, Alana Schraiber Colato

Pesquisadores
Researchers

Finalidade () Ensino { ¥ ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 12/06/2017 a 05/04/2018
Espéciellinhagemiraca Camundongo heterogénico Swiss

N® de animais 48

|dade/Peso 30 dias 20-25g
Género Masculino
Qrigem Bioterio UNESC

The Ethics Commiitee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes.

May wou have further questions, please contact us on www.unescneticeua or by e-mail

ceua@unesc.net.
m.-u-”j
Jairo focche
Coordenador da CEUA

Criciima, 30 de maio de 2017.
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ANEXO B- Laudo analitico do extrato de Zingiber officinale
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Report Date : 26-Oct-16

Expiry Date : 19-Oct-18
Manufacture Date : 20-Oct-16

Product Name Ginger Extract _ J o 65 34— Batch Number GRE-161020
Botanical Source Zingiber Officinale Batch Quantity 800kgs
|Plant Part Used Rhizoma, 100% Natural Country of Origin China
Type of Products Standardized Extract Active Ingredient Markers Gingerols
Analysis Items Specifications Results Methods used
Identification Positive Conforms TLC
Appearance Fine Light Brown Yellow Powder Conforms Visual test
Odor & Taste Characteristic ! Conforms Organoleptic test
Bulk Density 45-55g/100mi Conforms ASTM D18958
Particle Size "|95% through 80 Mesh Conforms AOAC 973.03
Solubility Partially Soluble in Water Conforms Visual
NLT 5% Total of Gingerols( 6-gingerdiol,
Assay 6-gingerol, 8-gingerol, 6-shogaol,10- 5.2% HPLC
gingerol,etc.)
Loss on Drying NMT 5.0% (3.30% ) 59 /105°C /2hrs
Ash Content NMT 5.0% 5 o 29 1825°C /3hrs
mtients Ethanol & Water Conforms \
Heavy Metals NMT 20ppm Conforms Atomic Absorption
Arsenic (As) NMT 2ppm Conforms Atomic Absorption
Lead (Pb) NMT 2ppm j Conforms Atomic Absorption
Cadmium (Cd) NMT 1ppm Conforms Atomic Absorption
Mercury(Hg) NMT 0.1ppm Conforms Atomic Absorption
666 NMT 0.1ppm Conforms Usp-GC
pDpT NMT 0.5ppm Conforms USP-GC
Acephate NMT 0.2ppm Conforms USP-GC
|Methamidophos NMT 0.2ppm Conforms USP-GC
Parathion-ethyl NMT 0.2ppm Conforms USP-GC
PCNB NMT 0.1ppm Conforms USP-GC
Aflatoxins NMT 0.2ppb Absent USP-HPLC
lSteriIlzation Method lHigh temperature & pressure for a short time of 5--10 seconds ]
Total Plate Count <10,000cfu/g Conforms GB 4789.2
Total Yeast & Mold <1,000cfulg Conforms GB 4789.15
Microbiological Data |E. Coli to be absent Absent GB 4789.3
| Staphylococcus to be absent Absent GB 4789.10
Salmonglia to be absent Absent GB 4789.4

Packed in fiber drum, LDPE ba inside. Net weight: 25kg/drum.
Kecp away from moisture, strong heat and sunlight.
Sheif Life 2 years if sealed and stored in the recommended conditions.
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