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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo
seremos capazes de resolver os problemas causados pela

forma como nos acostumamos a ver o mundo." (Albert Einstein)



RESUMO

O envelhecimento é um processo progressivo na vida de um organismo e pode levar
a deterioracdo de tecidos, da integridade celular e a faléncia de 6rgdos. E nessa
fase da vida que ocorrem mais evidéncias de vulnerabilidade, doencas crbnicas e
morte. A hipotese do estresse oxidativo propde que envelhecimento é condicionado
pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo, uma vez que
0s antioxidantes naturais diminuem sua funcdo a medida que se envelhece. A
estimativa para 2050 é que mais de 20% da populacdo tenha 60 anos ou mais.
Nesse contexto, a busca por compostos antioxidantes que desempenham papel na
prevencdo e tratamento de doencas relacionadas a idade faz-se importante. A
quinolina € um heterociclico de nitrogénio, que foi obtido pela primeira vez a partir de
alcatrao de carvdo, em 1834, e pode desempenhar funcdo antioxidante e na
longevidade. Nesse sentido, o objetivo foi avaliar os efeitos do composto sintético
2,7,7-trimetil-5-oxo-4-fenil-1,4,5,6,7,8-hexa-hidroquinolina-3-carboxilato de etila (QUI
1), derivado de 1,4-diidropiridina na sobrevida e longevidade em cepas N2 e glp-
4;sek-1 de Caenorhabditis elegans, além da atividade antioxidante e antibacteriana.
Para isso, os nematodos foram tratados com as concentracdes de 100, 250 e 500
pMg/ml de QUI 1 e DMSO para controle. No inicio da vida adulta foram induzidos ao
estresse térmico (35° C), osmdético (NaCl a 500 mM) e por peréxido de hidrogénio
(H202a 0,3%), e para analise de longevidade os neméatodos foram avaliados até que
todos estivessem mortos. A analise dos ensaios de longevidade, estresse induzido
por H202 e térmico foi feita pela curva de sobrevida de Kaplan-Meier e as diferencas
entre grupos analisada pelo teste log-rank, enquanto que a analise comportamental
da taxa de bombeamento faringeo e ensaio de estresse osmoético pelo teste Anova
Two Way e a comparacao entre grupos pelos testes post hoc de Sidak e Bonferroni
respectivamente. Os testes foram analisados no software GraphPad Prism v.8.0.2
com nivel de significancia pré-estabelecido em p<0,05. QUI 1 apresentou atividade
antioxidante com ICso de 556,94+3,40 ug/mL* em sua maior concentracdo utilizada.
Quanto a atividade antibacteriana, bactérias E. coli (OP50) mostraram-se resistentes
ao composto sem a formacéo de halo. Nenhum resultado significativo foi encontrado
para 0os ensaios de estresse analisados e longevidade. Em conclusdo, ndo foi
encontrada evidéncia de que o tratamento com QUI 1 tenha influenciado na
longevidade e na resisténcia ao estresse induzido em C. elegans.

Palavras-chave: Caenorhabditis elegans. Espécie Reativa de Oxigénio. Estresse
Oxidativo. Longevidade. 1,4-diidropiridina.



ABSTRACT

Aging is a progressive process in the life of an organism and can lead to the
deterioration of tissues, cell integrity and organ failure. It is in this phase of life that
there is more evidence of vulnerability, chronic illness and death. The oxidative
stress hypothesis proposes that aging is conditioned by the increase in reactive
oxygen species (ROS) in the body, since natural antioxidants decrease their function
as you get older. The estimate for 2050 is that more than 20% of the population is 60
years old or older. In this context, the search for antioxidant compounds that play a
role in the prevention and treatment of age-related diseases is important. Quinoline is
a nitrogen heterocyclic, which was first obtained from coal tar in 1834, and can play
antioxidant and longevity function. In this sense, the objective was to evaluate the
effects of ethyl 2,7,7-trimethyl-5-oxo0-4-phenyl-1,4,5,6,7,8-hexahydroquinoline-3-
carboxylate (QUI 1), derived from 1,4-dihydropyridine, on survival and longevity in
strains N2 and glp-4; sek-1 from Caenorhabditis elegans, in addition to antioxidant
and antibacterial activity. For that, the nematodes were treated with concentrations of
100, 250 and 500 upg/ml of QUI 1 and DMSO for control. In early adulthood, they
were induced to thermal stress (35°C), osmaotic stress (500 mM NaCl) and hydrogen
peroxide (0.3% H20:2), and for longevity analysis the nematodes were evaluated until
all were dead. The analysis of the longevity, H202-induced and thermal stress tests
was performed using the Kaplan-Meier survival curve and the differences between
groups analyzed by the log-rank test, while the behavioral analysis of the pharyngeal
pumping rate and the osmotic stress test by the Anova Two Way test and the
comparison between groups by the post hoc tests by Sidak and Bonferroni,
respectively. The tests were analyzed using the GraphPad Prism v.8.0.2 software
with a pre-established significance level of p<0.05. QUI 1 showed antioxidant activity
with an ICso of 556.94 + 3.40 pug / mL?t at its highest concentration used. As for
antibacterial activity, E. coli bacteria (OP50) were resistant to the compound without
the formation of a halo. No significant results were found for the analyzed stress and
longevity tests. In conclusion, no evidence was found that treatment with QUI 1
influenced the longevity and resistance to stress induced in C. elegans.

Keywords: Caenorhabditis elegans. Longevity. Oxidative Stress. Reactive Oxygen
Species. 1,4-dihydropyridine
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento € um aspecto caracteristico na vida de um organismo
(LIANG et al., 2018) e pode levar a deterioracao de tecidos, da integridade celular e
a faléncia de 6rgédos (PINTO et al., 2018). Stamper et al. (2017) definem de forma
mais abrangente o envelhecimento como um processo progressivo que gera a
diminuicdo da funcéo fisiologica. E importante mencionar que € nessa fase da vida
gue ocorrem mais evidéncias de vulnerabilidade, doencas crbénicas e morte (PINTO
et al., 2018; STAMPER et al. (2017).

Harman (1972) propds a hipétese do estresse oxidativo do envelhecimento e,
desde entdo, estudos vém abordando a relacdo entre espécies reativas de oxigénio
(ROS) e longevidade. Em tese, essa hipdtese afirma que o envelhecimento é
condicionado pelo aumento do dano molecular gerado pelas ROS, em detrimento da
diminuicdo da acdo antioxidante de enzimas. As ROS, subprodutos de reacdes
bioquimicas celulares, sdo moléculas nocivas quando se acumulam no organismo,
como anions de superoxido (O2), radicais hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio
(H202) (DETIENNE et al., 2018). Embora o H202 ndo tenha um radical livre em sua
Ultima camada eletrbnica, € uma espécie com alto potencial reativo e capaz de
atravessar as membranas celulares, apresentando-se potencialmente toxico para as
células (BARBOSA et al., 2010).

Os antioxidantes enziméticos como a catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e superoxido dismutase (SOD) diminuem sua funcdo a medida que se
envelhece (LEE et al., 2018). Isso cria condicdes oxidantes dentro das células e gera
danos ao acido desoxirribonucleico (DNA), perfis alterados de expressdo génica,
interferéncia nas cascatas de sinalizacdo, peroxidacdo e desregulacdo da
homeostase proteica (SHARMA, PANDEY e SALUJA, 2018). Em geral, ocorre a
perda da funcéo fisioldgica, levando ao encurtamento da vida util (LEE et al., 2018).

O estresse oxidativo causado pelo acumulo de ROS esta relacionado ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer (LEE
et al., 2018). Portanto, inibir as ROS, com estratégias antioxidantes, tém sido
significativo em modelos experimentais para o estudo do tratamento de doencas,
prolongamento da vida util e longevidade (LIANG et al., 2018; STAMPER et al.,
2017).
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Alguns compostos heterociclicos, denominados assim por apresentarem um
elemento quimico diferente do carbono no anel aromatico, tanto de origem natural
ou sintética, apresentam notéveis atividades biolégicas e farmacolégicas (JAIN et al.,
2016; WILHELM et al., 2017). A atividade antioxidante de compostos quinolinicos
tem mostrado expressivos resultados na resposta ao estresse oxidativo e refletido
diretamente na sobrevida e longevidade de microrganismos em alguns estudos.

Alguns fatores de transcricdo modulam a expressdo génica relacionada a
resisténcia ao estresse oxidativo. Isso ocorre pela ativagdo da expressao de genes
qgue codificam enzimas como SOD e CAT, responsaveis pela eliminacdo de ROS
(BACK, BRAECKMAN e MATTHIJSSENS, 2012). Cepas de Caenorhabditis elegans
(C. elegans) com mutacdes nos genes cpr-1, clec-60 (PARK et al., 2018), sod-3
(LEE et al., 2018) e daf-16 (SUGAWARA e SAKAMOTO, 2018) apresentam maior
longevidade por terem ativadas a expressdo dessas enzimas.

C. elegans é um nematoide de vida livre presente no solo e um modelo
experimental bem estabelecido para o estudo do envelhecimento e longevidade
(CHAUDHARI e KIPREOS, 2018; CHEN et al.,, 2017; KOTLAR et al., 2018;
SHARMA, PANDEY e SALUJA, 2018; SIM et al., 2018). Sua maior utilidade para
esse tipo de estudo é explicada pelo fato de ser um organismo de tempo de vida
curto, ciclo de vida rapido e facilidade de cultivo em laboratério (CHAUDHARI e
KIPREOS, 2018; CHEN et al., 2017). Com cerca de 80% de genes homélogos aos
humanos (CHEN et al., 2017), genoma sequenciado, facilidade em gerar linhagens
transgénicas e vias moleculares bem conhecidas (CHEN et al.,, 2017), é possivel
explorar de modo relativamente simples um sistema complexo no quesito
longevidade (PARK et al., 2018).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Envelhecimento

O envelhecimento € um processo inevitavel, progressivo e funcional de modo
dependente do tempo de vida da maioria dos seres vivos (SUN, CHEN e WANG,
2017; SON e LEE, 2019) e pode variar muito entre as espécies e entre 0s proprios
individuos (TAORMINA et al., 2019).

O processo bioldgico do envelhecimento ndo € simples, por tratar-se de uma
dindmica entre as células, tecidos e 6rgdos. Outro fato € que a longevidade e o
envelhecimento saudavel sdo fen6tipos complexos que envolvem fatores genéticos
e ambientais (TREVISAN et al., 2019). Sun, Chen e Wang (2017) citam a dieta, o
exercicio fisico, fatores psicologicos e interacfes sociais como interferentes nesse
processo.

Aqui, cabe apresentar dois conceitos ja descritos por Tissenbaum (2014):

“Expectativa de vida ou longevidade é um parametro mensuravel que
define o tempo em que um organismo pode viver, mas nao indica
como ele estad envelhecendo. O termo sobrevida, por essa razéo,
define o tempo em que o organismo € ativo, produtivo e livre de
doencas associados a idade”.

Algumas hipo6teses surgiram para tentar explicar a causa do envelhecimento,
mas nenhuma delas prevaleceu até o momento. Esse fato € compreendido, uma vez
que elucidar este processo numa Unica hipétese seria muito complexo, ao passo
gue todas se complementam (TAORMINA et al., 2019).

Pela hipotese do estresse oxidativo, ROS, em altas concentracfes
(patoldgicas), causam danos a multiplos componentes celulares, como danos ao
DNA que se acumulam ao longo do tempo e, por fim, falhas celulares que
contribuem para o envelhecimento. Em contrapartida, em niveis basais (fisioldgico),
atuam como moléculas sinalizadoras em diferentes vias. Esta resposta fisiol6gica
das ROS é apontada como uma resposta adaptativa, mecanismo este denominado
mitohormose, para promover a salude e aumentar a expectativa de vida. Logo, as
ROS nédo sao simplesmente um subproduto metabolico toxico indesejado, mas
também uma importante molécula de sinalizacéo, vital para a atividade celular e, por

sua vez, ha influéncia no campo do envelhecimento (SON e LEE, 2019).
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2.2 Mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de combate a ROS

O acumulo de ROS resulta em estresse oxidativo, que pode causar danos a
estruturas celulares. O equilibrio entre as ROS no organismo € promovido por dois
sistemas antioxidantes, enzimatico e ndo enzimatico, com importancia fundamental
na saude do organismo (PUSKULLU et al., 2016).

O excesso de ROS esta relacionado a doencas de origem cardiovascular,
inflamatdria, neurodegenerativa, autoimune, cancer e diabetes mellitus (PUSKULLU
et al., 2016; WILHELM et al., 2017; WEN et al., 2018). Como exemplos, Phaniendra,
Jestadi e Periyasamy (2014) citam a asma, artrite reumatoide, catarata, Alzheimer,
Parkinson e o envelhecimento.

No sistema enzimatico, algumas enzimas com a funcédo de manter o equilibrio
oxidativo celular ocorrem naturalmente nos organismos e compdem um sistema de
defesa contra ROS, como a CAT, GPx e SOD (Lee et al., 2018).

Esse processo de defesa enzimatico ocorre pela acao inicial da SOD que
catalisa a dismutacdo H20: a partir do radical Oz, enquanto que a CAT e GPx
catalisam a conversdo de H202 em H20 e Oz (HE et al.,, 2017). Em meio a esse
mecanismo, excesso de H202 é encontrado e sofre acdo das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss. Essas reacfes possibilitam que o acumulo de H202 por meio da
participacdo de metais de transicdo como o ferro (Fe) e cobre (Cu), tenha como
produto final radicais OH, que ndo apresentam defesa enzimética (GILL e TUTEJA,
2010). Este processo esta esquematizado na figura 1.

O sistema de defesa ndo enzimatico consiste em vitaminas, minerais e alguns
metabdlitos, como descrito por He et al. (2017). A vitamina A e E podem ligar-se
diretamente aos radicais peroxila (LOO), impedindo a continuagdo da cadeia
oxidativa e a vitamina C atua na eliminacdo do Oz, H202 e OH. Os minerais, selénio
(Se) e zinco (Zn), sdo componentes importantes para a manutencdo das enzimas
antioxidantes e funcionam como substratos para estas. Os metabdlitos, como o
acido urico, bilirrubina e melatonina, também apresentam funcdes antioxidantes e
atuam tanto na formacéo, quanto na eliminacao de ROS.

Nesse sentido, o uso de moléculas antioxidantes que diminuam o estresse
oxidativo, a incidéncia de doencas e aumentem a sobrevida tém sido propostos

como alternativa farmacolégica (WILHELM et al., 2017).
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Figura 1- Processo de defesa antioxidante enzimatico.
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Fonte: Adaptado de Phaniendra, Jestadi e Periyasamy (2014) e Michalczyk et al. (2019).

Rathor e Pandey (2018), utilizando uma molécula extraida de Boerhaavia
diffusa L. (Nyctaginaceae), Boeravinona B, mostraram em seus experimentos que C.
elegans tratados com esse composto antioxidante a uma concentragcao de 25 uyM
tiveram vida util prolongada através da reducao de ROS.

Lee et al. (2018) utilizaram Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae) para
encontrar possiveis propriedades resistentes ao estresse em C. elegans e, para
tanto, isolaram o composto 6-gingerol para realizar os experimentos. Dessa forma,
concluiram que esse composto elevou a atividade enzimética antioxidante e, por

consequéncia, houve uma reducao de ROS intracelulares.

2.3 Quinolinas

A quinolina (figura 2) € um composto heterociclico orgénico aromatico de
formula molecular CoH7N e massa molar 129.15858 g/mol, obtido pela primeira vez a
partir de alcatrédo de carvao, sua principal fonte, em 1834 (PUSKULLU, TEKINER e
SUZEN, 2013).
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Figura 2- Estrutura molecular da quinolina (benzopiridina).
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Fonte: Puskullu, Tekiner e Suzen (2013).

O anel quinolinico tem sido, desde ent&o, utilizado para a sintese de muitos
outros compostos (PUSKULLU, TEKINER e SUZEN, 2013).

Uma classe da quinolina, as polihidroquinolinas, hexahidroquinolinas, ou
também denominadas diidropiridinas, foram sintetizadas pela primeira vez em 1882
por Hantzch, quimico alemdo que, por meio de reacdo organica de trés
componentes ou Reac¢do de Hantzch, obteve cinco compostos isoméricos (tabela 1);
porém, somente 1,2 e 1,4-diidropiridina conferem moléculas mais estaveis (EDRAKI
et al., 2009).

Essa classe de quinolinas apresenta grande atividade biolégica, como
vasodilatadora, broncodilatadora, antiaterosclerética, antitumoral, hepatoprotetora,
antidiabética (KUMAR et al., 2010) e antioxidante (EDRAKI et al., 2009).

Wilhelm et al. (2017) afirmam que os antioxidantes reduzem o estresse
oxidativo e, por consequéncia, a incidéncia de varias doencas. Isso € evidenciado
por Puskullu et al. (2016) em seu estudo, ao demonstrarem, experimentalmente, que
alguns derivados de quinolinas podem funcionar como estabilizadores de ROS e,
assim, reduzi-los no organismo. Salgueiro et al. (2014) ressaltam que a acéo
antioxidante destes compostos contra doencas associadas ao estresse oxidativo
ocorre, provavelmente, mediante a eliminacdo de ROS, por sua alta capacidade
nucleofilica. Derivados sintéticos de quinolina, como 2,4-difenilquinolina, 2,4-difenil-
3-(fenilsanil)quinolina, 6-cloro-2,4-difenil-3-(fenilsanil)quinolina, 6-nitro-2,4-difenil-3-
(fenilselanil)quinolina (WILHELM et al., 2017) e 7-cloro-4-(fenilselanil)quinolina (PINZ
et al., 2018) apresentam acao antioxidante.



Tabela 1- Estruturas isoméricas das diidropiridinas.

DIIDROPIRIDINAS

Estrutura Molecular Nomenclatura IUPAC

1,2-diidropiridina

1,4-diidropiridina

2,3-diidropiridina

3,4-diidropiridina

2,5-diidropiridina

00000

Formula Molecular CsH-N

Massa molar 81.11578 g/mol

Fonte: Do autor, (2020).
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2.4 Caenorhabditis elegans como modelo experimental

Em 1974, Brenner publicou seus estudos iniciais sobre C. elegans
(BRENNER, 1974; TISSENBAUM, 2015). Em 1998, este organismo multicelular foi o
primeiro a ter o sequenciamento completo do seu genoma, 0 que levou a
identificacdo molecular de muitos genes-chave no processo bioldgico de
desenvolvimento de células (CORSI, WIGHTAMAN e CHALFIE, 2015).

Presente no solo e com ciclo de vida curto, C. elegans apresenta
comprimento proximo a 1 mm (TISSENBAUM, 2015; HWANG et al., 2018) e existe,
principalmente, como hermafrodita, com machos representando uma frequéncia
<0,2% (CORSI, WIGHTAMAN e CHALFIE, 2015). A figura 3 ilustra a anatomia

bésica desse organismo.

Figura 3- Anatomia C. elegans, hermafrodita e macho respectivamente.

Ovan 0 Intestino

Faringe Oviduto
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Intesti

Testiculos Raios

Ventosas

Fonte: Adaptado de Strange (2003).

A principal fonte de alimento de C. elegans é bactéria, bacteriovore. Em
habitat, alimentam-se de bactérias presentes no solo e bactérias vegetais em
decomposicdo. Escherichia coli (E. coli) tornou-se fonte de alimento padréo
conveniente para manter os vermes em laboratorio (GOMEZ-ORTE et al. 2018).

De maneira dependente de fatores nutricionais e temperatura ambiental a

gual estdo submetidos, esses fatores podem afetar o desenvolvimento, crescimento,
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fecundidade e sobrevivéncia dos vermes (PORTA-DE-LA-RIVA et al.,, 2012 e
HWANG et al., 2018). Herndon et al. (2018) acrescentam mais um fator, as
mutagcBes genéticas. Esse conjunto de fatores tornam o tempo de vida util desse
organismo muito variavel (TISSENBAUM, 2015). Em condi¢Bes controladas em
laboratorio, esses vermes podem sobreviver muito mais tempo do que livre na
natureza, justamente pela oferta de comida e temperatura ideal para seu
desenvolvimento (HERNDON et al., 2018).

Em condi¢cdes de ambiente e alimentacdo desfavoraveis, larvas no estagio L3
entram em um modo alternativo de sobrevivéncia, denominado de Dauer. Essas
larvas prolongam seu tempo de vida até que, em condicfes propicias, retornem ao
seu metabolismo e tao logo progridam para o estagio adulto (TISSENBAUM, 2015).

O ciclo de vida desse organismo é muito rapido. A 20° C a embriogénese de
C. elegans leva, aproximadamente, 16 horas e, apos a fertilizacdo, uma casca de
ovo bem resistente é formada. O embri&do é mantido dentro da hermafrodita até o
estagio de 24 células, momento este em que 0s ovos sao colocados e desenvolvem-
se de forma independente. Apds a eclosao da larva, momento este chamado de
estagio L1, os animais comecam a alimentar-se e desenvolvem-se através de quatro
estagios larvares (L1 a L4). O estagio L1 tem, aproximadamente, 16 horas de
duracdo enquanto que 0s outros estagios apresentam 12 horas em média cada um.
A troca de estagios ocorre com a troca da cuticula existente por uma nova, uma
camada externa de colageno que recobre o neméatodo e o bombeamento da faringe
cessa. Aproximadamente 12 horas apdés a mudanca para o estadio L4, os
hermafroditas, jA& em estadgio adulto, comecam a se reproduzir (CORSI,
WIGHTAMAN e CHALFIE, 2015).

Em condicdo padrdo de laboratério, C. elegans podem ter vida util de 2 a 3
semanas (HERNDON et al., 2018).

Os hermafroditas, assim que se tornam adultos jovens, logo apds passar do
estagio L4 para adulto, reproduzem-se por um periodo de 3 a 4 dias, gerando cerca
de 300 descendentes. ApGs o periodo de reproducdo, 0s vermes entram em outro
periodo denominado pés-reprodutivo, que dura de 2 a 3 semanas até a morte.
Nesse periodo, as taxas de locomocao, contracdo faringea e defecacdo diminuem e
os tecidos deterioram-se (HERNDON et al., 2018).
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Figura 4- Ciclo de vida de C. elegans cultivado a 20° C.
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Legenda: Ciclo de vida de C. elegans a 20° C representado desde o desenvolvimento in
Utero até a fase adulta do verme.

Fonte: Adaptado de Strange (2003); Corsi, Wightaman e Chalfie (2015) e Herndon et al.
(2018).

O ciclo de vida a 25° C acelera o processo de desenvolvimento de embrido a
adulto, o que a 20° C levaria um tempo maior. Além disso, o desenvolvimento
continuo de vermes a temperaturas acima de 25° C é possivel deixar os nematodos
estéreis (CORSI, WIGHTAMAN e CHALFIE, 2015). Nesse caso, somente vermes
com mutacfes sensiveis a temperatura tornam-se estéreis, ja que a elevacdo da
temperatura suprime a producdo de espermatozoides. No entanto, pode reproduzir
normalmente entre 15° e 20° C (LUCANIC et al., 2018).

Nesse sentido, algumas caracteristicas observaveis nesses organismos ao
envelhecer s&o importantes para compreender esse processo, como as
caracteristicas de comportamento neuromusculares, de movimento corporal e

bombeamento da faringe.
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O movimento corporal sinusoidal bem coordenado de C. elegans € uma
caracteristica de vermes jovens (COLLINS et al., 2007). O prolongamento do tempo
de vida estd associado a diminuicAo do movimento do corpo causado pela
deterioragéo das fibras musculares e ocasiona a falta de movimento corporal da
cabeca a cauda para locomover-se, 0 que 0 torna progressivamente mais lento e
menos coordenado até cessar completamente (STAMPER et al., 2017; PINTO et al.,
2018).

A faringe € um o6Orgdo neuromuscular que sofre contragBes ritmicas que
facilitam a alimentacéo e atinge cerca de 200 a 300 contracbes ou bombeamentos
por minuto em larvas adultas jovens (COLLINS et al. 2007) e pode chegar a um nivel
basal menor que 50 contragbes em um adulto idoso (CHOW et al. 2006). O
bombeamento da faringe declina-se com a idade e, por consequéncia, a ingestédo de
alimentos também (PINTO et al., 2018).

Herndon et al. (2018) acrescenta que, apos o periodo reprodutivo, as taxas de
contragdo da faringe e locomogdo diminuem gradativamente até cessar
completamente. Esse importante fato de apresentar o ciclo de vida rapido e tempo
de vida curto possibilitou que este organismo tornasse modelo para estudos sobre
longevidade.

A medida que o organismo envelhece ocorrem varias mudancas
comportamentais, reprodutivas, morfolégicas e bioquimicas. Isso esta relacionado
ao aumento do dano oxidativo em uma variedade de moléculas (DNA, proteinas e
lipidios), como afirmado por Back, Braeckman e Matthijssens (2012).

Segundo estes mesmos pesquisadores, uma maneira de investigar o papel
das ROS no envelhecimento é avaliar a resisténcia ao estresse oxidativo. A via de
sinalizagdo da insulina IGF-1/ISS é uma via conservada e regula o envelhecimento
de nematodos a mamiferos. Em C. elegans, compreende um receptor semelhante a
insulina (daf-2), que regula negativamente o fator de transcricio FOXO/DAF-16.
Uma reducao da funcao daf-2 duplica seu tempo de vida e esta extensao do tempo
de vida de C. elegans é dependente de daf-16.

As vias relacionadas ao IIS e DAF-16 sdo induzidas por diversos fatores
ambientais, nutrientes, calor, UV, metais pesados e estresse oxidativo. Essas vias
promovem resisténcia e longevidade ao estresse oxidativo e modulam a expressao
de genes relacionados a regulacdo de ROS (BACK, BRAECKMAN e
MATTHIJSSENS, 2012).



23

3 HIPOTESE

O composto sintético 2,7,7-trimetil-5-oxo-4-fenil-1,4,5,6,7,8-hexa-
hidroquinolina-3-carboxilato de etila (representado por QUI 1), derivado de 1,4-
diidropiridina, apresenta efeito positivo na sobrevida e aumento da longevidade em

C. elegans pela inibicdo ou reducdo de ROS intracelulares.
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4 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento € caracterizado pela deterioracdo do tecido e da
integridade celular, pode levar a faléncia de 6rgédos e esta associado a incidéncia
maior de doencas crbnicas (PINTO et al., 2018).

Pinto et al. (2018) ressaltam que a estimativa para 2050 é que 20% de toda a
populacdo tenha 60 anos ou mais. ISso representa um problema econdmico em
muitos paises e, em face dessa questao, pesquisas relacionadas ao envelhecimento
visam descobrir estratégias que possibilitem minimizar os efeitos das doencas
relacionadas a idade (CHEN et al., 2017; SUN, CHEN e WANG, 2017 e PINTO et
al., 2018).

A busca por compostos antioxidantes que atuam na prevengao e tratamento
de doencas, aumentando a sobrevivéncia e longevidade, apresenta-se importante
nesse cenario mundial.

Compostos derivados de 1,4-diidropiridinas apresentam grande atividade
biolégica e a insercdo de grupos alcoxi (-OR) e hidroxi (-OH) nas posicdes 3 e 4 do
anel fenil aumenta a atividade antioxidante (RANJBAR et al, 2019). Além disso, a

sintese desses compostos necessita de poucos recursos e sdo de baixo custo.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo € avaliar os efeitos do composto sintético QUI 1,

derivado de 1,4-diidropiridina, na sobrevida e longevidade de C. elegans.

5.2 Objetivos especificos

° Analisar a atividade antioxidante;

° Analisar a atividade antibacteriana em E. coli (OP50);

° Avaliar o nivel de toxicidade em C. elegans;

° Avaliar o efeito da QUI 1 sobre o estresse térmico em C. elegans;

° Avaliar o efeito da QUI 1 sobre o estresse osmoético em C. elegans;

° Avaliar o efeito da QUI 1 sobre o estresse induzido por H202 em C. elegans;
° Avaliar o efeito da QUI 1 na taxa de bombeamento da faringe de C. elegans;

° Avaliar o efeito da QUI 1 na longevidade de C. elegans.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Sintese, analise antioxidante e antibacteriana e ensaio agudo de toxicidade
dos derivados de 1,4-diidropiridina

6.1.1 Sintese de derivados de 1,4-diidropiridina

Os compostos derivados de 1,4-diidropiridina foram sintetizados no
Laboratério de Bioquimica/ Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras (DQI-UFLA) a uma temperatura ambiente e sem a adicdo de solventes,
através de reacdes de multicomponentes. Reacdes isentas de solventes sdo uma
alternativa, ambientalmente favoravel, por ndo gerar residuos tdéxicos e por tornar o
processo rapido e com rendimentos satisfatorios.

Inicialmente, benzaldeido (2 mmol), dimedona (2 mmol), acetoacetato de etila
(2 mmol) e acetato de amonia (3 mmol) foram aquecidos sob refluxo em etanol.
Ap6s um periodo de 4 horas, essa massa foi recristalizada em etanol e,
posteriormente, adicionada a um pildo, em seguida, triturada com almofariz até gerar
uma massa homogénea em estado parcialmente liquido. Para obter os compostos,
essa massa foi recristalizada novamente em etanol e passada para o estado sélido,
com uma coloracdo amarela clara.

Todos os derivados foram sintetizados seguindo a metodologia de Kumar et

al. (2008). O esquema da reacao esta representado na figura 5:

Figura 5- Sintese de 1,4-diidropiridinas derivadas de benzaldeido, dimedona,
acetoacetato de etila e acetato de amonia.

0
R*—CHO +
1 2 3 4 5
R= aril, R?= etil

Legenda: 1- Benzaldeido; 2- Dimedona; 3- Acetoacetato de etila; 4- Acetato de aménia;
5- 1,4-diidropiridina.

Fonte: Kumar et al. (2008).
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Os diferentes compostos de 1,4-diidropirina foram obtidos variando-se o
reagente benzaldeido. Todos os compostos obtiveram bons rendimentos. Tais

compostos sintetizados estao representados na tabela 2.
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Tabela 2- Compostos quinolinicos derivados de 1,4-diidropiridina.

Estrutura Formula Massa Nomenclatura

Molecular  Molecular Molar IUPAC Imagem

Compostos

] ] ] I 1
2,7, 7-trimetil-5-
oxo-4-fenil-
1,4,5,6,7,8-
hexa-
hidroquinolina-3-
carboxilato de
etila

339.4281

QUI'L g/mol

C21H25NO3

4-(2-clorofenil) -
© 2,7, 7-trimetil-5-
373.87316  o0xo0-1,4,5,6,7,8-
H24CIN P
QuUI 2 i Car Z:C © g/mol ~ hexa-
hidroquinolina-3-
carboxilato de
etila

4-(4-hidroxifenil)
" -2,7,7-trimetil-5-
.- 3554275  0x0-1,4,5,6,7,8-
QuUI 3 Ty C21H25sNO4 g/mol hexa-
fﬂ; e hidroguinolina-3-
carboxilato de
etila

2-metil-5-0x0-4-
s fenil-1,4,5,6,7,8-
o o CioHatNO 311.37499 hexa-
1oriaites g/mol hidroquinolina-3-
carboxilato de
etila

4-(2-clorofenil)-

@ 2-metil-5-oxo-
o 1,4,5,6,7,8-
QUI 5 L/‘ I o C19H2CINO 345.82 hexa-

" 3 g/mol hidroquinolina-3-
carboxilato de
etila

4-(4-
hidroxifenil)-2-

QUI 6

327.37434

C19H21NOy4 g/mol

metil-5-oxo-
1,4,5,6,7,8-
hexa-
hidroquinolina-3-
carboxilato de
etila

Fonte: Do autor (2020).
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6.1.2 Andlise da atividade antioxidante dos compostos derivados de 1,4-

diidropiridina pela estabilizacdo de radicais DPPH

A andlise da atividade antioxidante foi realizada no Laboratério de Quimica
Organica/ Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (DQI-
UFLA).

Para determinar a atividade antioxidante dos compostos quinolinicos, foi
adotado o método colorimétrico de estabilizagdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), seguindo metodologia proposta por Ferreira et al. (2019). O método
baseia-se na transferéncia de elétrons ou a&tomos do antioxidante ao radical DPPH.
A reducdo do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil € observada pela mudanca em sua
coloracdo, de roxo para amarelo e consequente diminuicdo de absorbancia a 515
nm (SIRIVIBULKOVIT, NOUANTHAVONG e SAMEENOI, 2018).

Em tubos de ensaio foram adicionados 0,3 mL das amostras nas
concentragbes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 ug/mL e 2,7 mL da solugéo
etandlica de DPPH a uma concentragdo de 40 mg L*'). O controle positivo foi
realizado a partir de 0,3 mL BHT (Butilato de Hidroxitolueno) e o controle negativo
por adicdo de 0,3 mL de etanol, ambos incubados com 2,7 mL de DPPH. Apos esse
procedimento, as amostras foram homogeneizadas e incubadas ao abrigo de luz em
temperatura ambiente por 60 minutos. Passado esse tempo, a absorbéancia (A) das
amostras foi mensurada por espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 515
nm e as analises foram realizadas em triplicata.

A porcentagem da atividade antioxidante (%AA) dos compostos quinolinicos

foi calculada pela a equacéo a sequir.

0%AA=1- [(Aamostra/ Acontrole) X 100]

6.1.3 Analise antibacteriana dos compostos derivados de 1,4-diidropiridina

A andlise antibacteriana dos compostos derivados de 1,4-diidropiridina foi
realizada no Laboratério de Bacteriologia/ Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras (DMV-UFLA) pelo teste de sensibilidade aos
antibioticos (TSA) por meio do método de difusdo em disco (HOELZER et al. 2011) e
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seguindo o protocolo proposto por Photolo et al. (2020).

A cultura bacteriana de E. coli (OP50) foi preparada no dia anterior a
realizacdo do TSA, de acordo como descrito item 6.2.3 e placas petri de 100 mm
preparadas com &gar Mueller-Hinton (MH). Discos de papel filtro de 4 mm
esterilizados e embebidos com 5 ul dos compostos derivados de 1,4-diidropiridina
nas concentragdes de 100, 250 e 500 ug foram preparados previamente.

Apés estes procedimentos cepa de E. coli (OP50) foi espalhada nas placas
petri com agar MH seguido pelo depdésito dos discos de papel filtro contendo os
compostos. Para controle positivo, discos antibiéticos (Sensifar®) com ampicilina (10
Mg), norfloxacina (10 ug) e nitrofurantoina (300 pg) foram empregados. Apés
preparadas, as placas seguiram para incubacéo por 24 horas a 37°C.

Ap6s o periodo de incubagdo, a atividade antimicrobiana foi avaliada
observando e medindo os didametros da zona de inibicdo (ou halo) em mm com um
paquimetro. Os resultados foram classificados como resistente, intermediario ou

suscetivel.

6.1.4 Ensaio de toxicidade aguda (Exposi¢cdo Aguda)

Para avaliar a toxicidade aguda dos compostos, 25 vermes em estagio L4
sincronizados, como descrito no item 6.2.7, foram transferidos para placas de 24
pocos contendo meio de crescimento de neméatodo (NGM), como descrito no item
6.2.6, durante 16 horas a 20° C. Os grupos foram divididos em controle (DMSO nas
concentracbes de 100, 250 e 500 ul/ml) e tratado (com todos os compostos
apresentados na tabela 2 nas concentracdes de 100, 250 e 500 ug/ml). Apés o
periodo de exposicdo, a sobrevivéncia dos vermes foi verificada sob microscopio de
dissecacdo. Dessa maneira, foi constatado morto, caso nenhum movimento corporal
fosse detectado apds estimulo com fio de platina. O teste foi realizado em triplicata e
anotada a porcentagem de vermes mortos. Protocolo de ensaio de toxicidade com
adaptacdes (KRONBERG et al., 2018).
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6.2 Manutencao das cepas de Caenorhabditis elegans

6.2.1 Cepa utilizada

Foram utilizadas no estudo cepas do nematodo C. elegans tipo selvagem
(Bistrol N2) e duplo mutante glp-4;sek-1. A cepa mutante glp-4 € incapaz de gerar
descendentes a 25° C, ideal para controle de ensaios; e a cepa sek-1 é sensivel a
patégenos, visto que codificam uma proteina ativada por mitogénio conservada
(MAP) cinase, envolvida na resposta imune inata, e os vermes sek-1 sdo
relativamente imunocomprometidos (ANASTASSOPOULOU, FUCHS e
MYLONAKIS, 2011). E. coli (OP50) como fonte de alimento. Todas as cepas foram
cedidas pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista (ICTSJC-UNESP).

6.2.2 Preparo de meios de crescimento em placas petri

O cultivo de C. elegans foi realizado em placas petri contendo NGM, semeado
com bactéria, E. coli (OP50), fonte de alimento em laboratério estabelecido

internacionalmente.

6.2.3 Preparo de fonte bacteriana de alimento

O cultivo inicial de E. coli (OP50) foi obtido de estoque de glicerol. Um caldo
foi preparado para inocular uma alca dessas bactérias descongeladas em
temperatura ambiente.

O caldo LB (Luria Bertani) foi preparado de acordo com o protocolo proposto
por Chaudhuri, Parihar e Pires da-Silva (2011). Em um frasco de Erlenmeye de 1l foi
adicionado 10 g de caldo LB (constituido de 5g de bactotriptona, 2,5 g de
bactolevedura e 2,5 g de NaCl) e, em seguida, diluido em 500 ml de H20 destilada e
autoclavado a 121° C por 15 minutos. ApOs autoclavar em temperatura ambiente e
estéril, 400ml do caldo foi armazenado a 4° C e em 100 ml foi inoculado uma al¢cada

de E. coli (OP50) e deixado overnight em leve agitacéo a 37° C para crescer.
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E. coli (OP50) apresenta defeitos na sintese de uracila o que afeta seu
desenvolvimento e isso possibilita o crescimento e desenvolvimento dos vermes e
maior visibilidade nas placas petri (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012).

6.2.4 Preparo do meio de crescimento de neméatodo (NGM)

Placas petri contendo NGM foram preparadas segundo protocolo
estabelecido por Stiernagle (2006) com adaptacdes. Para o preparo das placas de
NGM foi realizada uma mistura de 3 g de NaCl, 17 g de agar e 2,5 g de peptona em
975 ml de H20 destilada em um frasco Erlenmeye de 2 | e autoclavado a 121° C por
15 minutos. Em seguida, a uma temperatura de 55° 60° C, foi adicionado 1 ml de 1
M de CaClz, 1 ml de 1 M MgSOs4, 25ml de 1 M de KPO4 e 1 ml de 5 mg/ ml de
colesterol em etanol, preparados previamente. Apds esse processo, 10 ml de meio
foram vertidos em placas de 60 mm e 1,5 ml em placas de 24 pocos e deixados para
secar a 4°C.

Apoés obter as placas secas, 100 pl de caldo LB contendo E. coli (OP50),
suspensao previamente preparada, foram semeados nas placas de 60 mm e
espalhados com o auxilio de uma alga de Drigalski. Nas placas de 24 pocos 15 ul
foram adicionados. Tal técnica foi realizada em ambiente estéril. Apds preparadas,

foram armazenadas a 4° C até o0 uso por no maximo 2 semanas.

6.2.5 Manutencéo das cepas

Para a manutencdo das cepas de C. elegans, os vermes foram transferidos
para placas petri de 60 mm novas a cada 4 dias e incubados a 20° C (CHEN et al.,
2017; DETIENNE et al., 2018; GARCIA-CASAS et al., 2018; LEE et al., 2018; PARK
et al., 2018; SUGAWARA e SAKAMOTO, 2018). A transferéncia representa a
técnica de “chunking”, em que uma espatula esterilizada é usada para fazer um
recorte de 1x1 cm do meio contendo os vermes de uma placa antiga e movido para
a placa nova (STIERNAGLE, 2006).
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6.2.6 Preparo de placas para 0s ensaios

As placas relativas aos ensaios para tratamento dos vermes com o0sS
compostos foram preparadas seguindo 0s passos descritos. Inicialmente, em um
tubo eppendorf, 0,01 g dos compostos quinolinicos derivados de 1,4-diidropiridinas
foram dissolvidos em uma solucdo contendo um solvente organico 50% (v/v),
dimetilsulféxido (DMSO) e submetido ao vortex por 1 minuto a 2500 rpm para
dissolver completamente. Em seguida, foi adicionada 4gua destilada até um volume
final de 1 ml e, novamente, levado ao vortex.

Dessa solucéo, foi subtraida um volume de 0,1 ml e diluida em 9,9 ml para
obter-se a concentragdo minima desejada de 100 ug/ml e o mesmo procedimento foi
realizado para as concentragdes de 250 e 500 pg/ ml. As solugdes estoque foram
armazenadas ao abrigo da luz e a 4° C para uso.

A concentracdo final de DMSO permaneceu abaixo de 1% como
recomendado por Katiki et al. (2011) para uma taxa de sobrevivéncia de 91,89% e
inferior a 0,6% para ndo encurtar a vida util dos vermes (SOLIS e PETRASCHECK,
2011).

Com as diferentes concentragbes preparadas dos compostos, 3 pl foram
adicionados em cada poco da placa de 24 pocos contendo NGM e E. coli (OP50), de
acordo com cada protocolo. Placas de NGM contendo DMSO na mesma
concentracdo final que a usada nos ensaios com compostos (0,5% DMSO v/v)
também foram preparadas e utilizadas como controle.

Somente para o ensaio de toxicidade aguda, as placas foram preparadas com
todas as concentracdes de todos os compostos. Para 0s ensaios de estresse
oxidativo e bioldgicos, as placas foram preparadas apenas com as concentracées da
QUI 1.

6.2.7 Sincronizagdo dos nematodos

C. elegans é estudado em quatro estagios (L1, L2, L3 e L4). O estagio, logo
apos a eclosédo da larva, € denominado estagio L1; e o estagio, antes de colocar os
ovos, € denominado L4 (HWANG et al., 2018). Para a sincronizacdo, apenas

nematodos no estagio L4 foram utilizados.
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Tampao M9 e solucdes de hipoclorito de sodio (NaClO a ~8%) e hidroxido de
soédio (5 M de NaOH) foram preparadas previamente seguindo recomendacdes do
protocolo proposto por Porta-de-la-Riva et al. (2012). O tamp&o M9 foi preparado
com 1,5 g de KH2PO4, 3 g de NaHPO4, 2,5 g de NaCl e diluidos em 500 ml de H20
destilada em um frasco Erlenmeye de 1l e autoclavado a 121° C por 15 minutos.
Ap6s esfriar, foi adicionado 500 pl de 1 M de MgSO4 e armazenado a 4° C para uso.

Para coletar os ovos e sincronizar o nivel de crescimento dos vermes, 3
placas petri contendo vermes no estégio larval L4 foram lavadas com tampdo M9 e
vertidos em tubo falcon de 15 ml. O tubo foi levado para centrifugacéo e submetido a
uma rotacdo de 1500 rpm por 2 minutos, seguido da remocao do sobrenadante. Este
processo foi executado 3 vezes para remover residuos de bactérias.

No passo seguinte, foi adicionado 400 ul de NaClO e 100 yl de 5M de NaOH
e agitado por 3 minutos sob observacdo em microscépio de dissecacdo. Esse
processo permite que vermes sejam mortos e liberem para 0 meio 0S ovos mais
resistentes a solucdo pela protecdo da casca. A reacao foi interrompida com a
adicdo do tampéo M9 até completar 15 ml quando observados vermes em forma de
“V” ou, completamente, estendidos. Rapidamente, foi centrifugado a uma rotacéo de
1500 rpm por 1 minuto e descartado o sobrenadante. O pellet foi lavado mais 3
vezes com tampé&o M9.

Ao final, foi adicionado 1 ml do tampdo M9 ao pellet e deixado em
temperatura ambiente em leve agitacdo overnight. Esse processo permite a ecloséo
das larvas L1 sincronizadas por idade, uma vez que sem a presenca de alimento o
desenvolvimento dos vermes ficam estacionados (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012;
CHEN et al., 2017; PARK et al., 2018; SUGAWARA e SAKAMOTO, 2018).

6.4 Ensaios de tolerancia ao estresse oxidativo induzido

6.4.1 Ensaio de resisténcia ao estresse térmico

Uma amostra de 25 vermes N2 por grupo, controle (DMSO) e tratado (QUI 1
nas concentragdes de 100, 250 e 500 ug/ml), sincronos e no inicio da fase adulta,
tratados com os compostos e livres de progénie, foram transferidos para placas
novas de 24 pocos com NGM e, em seguida, foram submetidas a 35° C em uma

incubadora. A contagem de vermes mortos frente ao estresse térmico ocorreu a
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cada hora, apos o inicio do ensaio, com a contagem dos mesmos em resposta ao
estimulo do fio de platina até o0 momento em que todos 0s vermes estivessem
mortos. O teste foi realizado em triplicata e anotado o nimero de vermes mortos. O
ensaio seguiu o0 protocolo proposto por Ajuda-Duran et al., (2019) com algumas

modificacdes.

6.4.2 Ensaio de resisténcia ao estresse osmotico

O estresse osmotico foi realizado no inicio da vida adulta de vermes N2, ap0s
tratamento com as diferentes concentragées de QUI 1 (100, 250 e 500 pg/ml) para o
grupo tratado e DMSO para o grupo controle. Para o ensaio, os vermes foram
transferidos para placas de 24 pocos contendo NGM e 500ul de 500 mM NaCl e
mantidos por um periodo de 12 horas a 20° C. Apds esse tempo, foi avaliada a
contagem do numero de vermes mortos em resposta ao estimulo do fio de platina.
No teste, foi avaliada uma amostra de 25 vermes em triplicata (LEE, XING e KIM,
2017; LEE et al., 2018).

6.4.3 Ensaio de resisténcia ao estresse induzido por H202

Vermes N2 sincronos e tratados com as diferentes concentracdes de QUI 1
(100, 250 e 500 pg/ml) para o grupo tratado e DMSO para o grupo controle, no inicio
da vida adulta, foram transferidos para placa novas de 24 pocos com NGM,
contendo 500ul de 0,3% de H202 e mantidos a 20° C. Ao total, 25 vermes foram
avaliados por grupo. A contagem de vermes mortos ocorreu a cada hora a partir do
inicio do ensaio com o estimulo de um fio de platina e perdurou até que todos 0s
vermes estivessem mortos. O teste foi realizado em triplicata, seguindo o protocolo

de Sugawara e Sakamoto (2018), com adaptacoes.

6.5 Ensaios Bioldgicos

6.5.1 Ensaio de longevidade

Vermes duplo mutante glp-4;sek-1 no estagio L1, sincronos por idade, foram

cultivados em placa de 24 pocos, de acordo com o item 6.2.6, e mantidos a
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temperatura de 25° C para evitar a contaminagcdo por progénie
(ANASTASSOPOULOU, FUCHS e MYLONAKIS, 2011; LEE et al., 2018). A
transferéncia para placas novas ocorreu a cada 4 dias.

O ensaio de longevidade foi composto por uma amostra de 100 vermes por
grupo experimental. Todos os dias, com auxilio do estereomicroscopio, nematodos
foram estimulados tocando-os com um fio de platina para avaliar se estavam vivos
ou mortos. Os vermes que nado responderam ao estimulo foram considerados mortos
e descartados. Assim, foram desconsiderados da anélise vermes que se romperam
ou rastejaram para fora das placas (SHARMA, PANDEY e SALUJA, 2018). O ensaio

perdurou até que todos os vermes estivessem mortos.

6.5.2 Quantificacdo da taxa de bombeamento da faringe

A avaliacdo da taxa de bombeamento da faringe foi realizada em uma
amostra de 10 vermes duplo mutante glp-4;sek-1 por grupo, sincronos e tratados
(FERRAZ et al., 2016).

Nos dias 6, 9, 12, e 15 da vida adulta (PINTO et al. 2018), os vermes foram
transferidos para placas individuais e mantidos a 20° C para ambientacdo. Com
auxilio do microscépio estereoscopico, o numero de bombeamento da faringe foi
contado num intervalo de 10 segundos. Apdés, os valores foram multiplicados por 6
para se obter a taxa de bombeamento min-1. Esse procedimento foi descrito por
Raizen, Song e Trojanowski (2012) e Ferraz et al., (2016) com algumas adaptacdes.
A contagem foi realizada duas vezes e os dados representam a média (PINTO et al.
2018).

ApOGs a contagem, os vermes eram devolvidos para placas novas contendo

alimento e tratamento com o composto.
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7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos ensaios de longevidade, estresse induzido por H202 e térmico
foi calculada pela curva de sobrevida de Kaplan-Meier e as diferengas entre grupos
analisadas pelo teste log-rank.

Anova Two Way foi utilizada para a analise comportamental da taxa de
bombeamento faringeo e ensaio de estresse osmotico. As comparacgdes entre
grupos foram analisadas pelos testes post hoc de multiplas comparac¢des de Sidak e
Bonferroni, respectivamente.

Todos os testes foram analisados no software GraphPad Prism v.8.0.2 com

nivel de significancia pré-estabelecido em p<0,05.
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8 RESULTADOS

8.1 Anélise antioxidante por DPPH

Na Figura 6, estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante dos
compostos quinolinicos, frente ao radical DPPH. Foi possivel perceber um
comportamento dose-dependente e exponencial para todos os compostos avaliados,
inclusive para o controle positivo. O antioxidante sintético BHT exibiu alta atividade
com ICso de 13,73+0,09 ug/mL%, ao passo que os compostos quinolinicos exibiram
moderada a baixa atividade antioxidante nas concentracdes avaliadas. Entre todos
0s compostos quinolinicos avaliados, QUI 1 foi o que apresentou maior atividade
com ICso de 556,94+3,40 ug/mL2. Os demais compostos apresentaram |ICso fora da
curva (muito maiores que 500 ug/mL?). Entretanto, a despeito disso, observa-se que
QUI 6 apresenta um comportamento semelhante a QUI 1 e, dentre 0s compostos
analisados, QUI 4 € o que apresentou menor potencial antioxidante, seguido por QUI
5, QUI 2 e QUI 3.

Figura 6- Atividade antioxidante dos compostos derivados de 1,4-diidropiridina.
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Legenda: A atividade antioxidante dos compostos quinolinicos foi realizada pelo método
colorimétrico de estabilizacdo de DPPH. A absorbancia das amostras foi mensurada por
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 515 nm e as analises realizadas em
triplicata.
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8.2 Andlise antibacteriana por TSA

Os resultados para o controle positivo estdo apresentados na tabela 3, a

sequir.
Tabela 3- Atividade antibacteriana do controle positivo
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
Resistente Intermediario Sensivel Resultado Classificacéo
Ampicilina (10pg) <13 14-16 217 26 mm Sensivel
Norfloxacina (10ug) <12 13-16 217 30 mm Sensivel
Nitrofurantoina (300pg) <14 15-16 217 38 mm Sensivel

Fonte: Do autor (2020).

N&o foi encontrada atividade antibacteriana para os compostos derivados de
1,4-diidropiridina, ndo havendo a formacdo de halo (quadro 1) e, portanto,

classificados como resistentes a proliferacdo dessa enterobactéria na presenca

desses com postos.

8.3 Ensaio de toxicidade aguda

No ensaio de toxicidade aguda, os vermes foram expostos aos compostos
derivados de 1,4-diidropiridina nas concentracdes de 100, 250 e 500 ug/ml, bem
como nas mesmas concentracdes para solucao veiculo de DMSO em pl/ml.

Ndo foram observados, sob microscépio de dissecacdo apO6s 16 horas,
vermes mortos ou que necessitassem de estimulo com fio de platina para avaliar
movimentos corporais. Além disso, foram encontrados ovos e vermes em estagio L1,
mostrando que 0s compostos nas concentracdes acima ndo sdo toxicos para este

modelo.



40

Quadro 1- TSA dos compostos derivados de 1,4-diidropiridina e controle positivo.

Controle Positivo (Ampicilina, Norfloxacina e Nitrofurantoina, respectivamente)

QuI'l QuI 2

QuUI3 QuUI 4

QUI5 QUI 6

Fonte: Do autor (2020).
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8.4 Ensaio de resisténcia ao estresse térmico

A resisténcia ao estresse térmico foi avaliada a cada hora, observando a
quantidade de vermes vivos tratados com diferentes concentragfes de QUI 1, além
do grupo controle.

N&o foi observada diferenca significativa entre o grupo controle e grupos

tratados. A figura 7 apresenta o tempo maximo de vida dos vermes.

Figura 7- Tempo maximo de vida de C. elegans tratados com diferentes
concentragfes de QUI 1 submetidos ao estresse térmico
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Legenda: Efeitos do tratamento com 100, 250 e 500 ug/ml de QUI 1 no tempo maximo de
vida de C. elegans (N2) submetidos ao estresse térmico. As curvas de sobrevivéncia
Kaplan-Meier foram criadas usando o software GraphPad Prism v.8.0.2, com nivel de
significancia p<0,05.

8.5 Ensaio de resisténcia ao estresse osmotico

Na figura 8, esta indicado o tempo maximo de vida dos vermes, quando
submetidos ao estresse osmatico.

A resisténcia ao estresse osmoético foi avaliada apos o periodo de exposicao
de 12 horas observando a quantidade de vermes vivos tratados com diferentes

concentracdes de QUI 1, tendo o tampé&o M9 como controle.
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N&o foi observada diferenca significativa, tanto entre o grupo M9, como no

submetido ao NaCl. Também ndo se observou variagdes significativas entre as

diferentes concentra¢ces nos dois grupos.

Figura 8- Tempo maximo de vida de C. elegans tratados com diferentes
concentracdes de QUI 1 submetidos ao estresse osmético
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Legenda: Efeitos do tratamento com 100, 250 e 500 ug/ml de QUI 1 no tempo maximo de
vida de C. elegans (N2) submetidos ao estresse osmotico. O ensaio foi realizado em
triplicata e os dados do grafico que representam a média foram analisados pela Anova Two

Way, com nivel de significancia p<0,05.

8.6 Ensaio de resisténcia ao estresse induzido por H202

A figura 9 apresenta o tempo maximo de vida dos vermes quando submetidos
ao estresse induzido por H202 e tratados com diferentes concentragdes de QUIL. A

analise foi realizada a cada hora, até que todos os vermes estivessem mortos.
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Figura 9- Tempo maximo de vida de C. elegans tratados com diferentes
concentragdes de QUI 1 submetidos ao estresse por H202
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Legenda: Efeitos do tratamento com 100, 250 e 500 ug/ml de QUI 1 no tempo maximo de
vida de C. elegans (N2) submetidos ao estresse por H.O.. As curvas de sobrevivéncia
Kaplan-Meier foram criadas usando o software GraphPad Prism v.8.0.2, com nivel de
significancia p<0,05.

N&o foi encontrado efeito sobre a resisténcia ao estresse induzido por H20:2
pela QUI 1. No entanto, observou-se que a concentracdo de 250 pg/ml tornou o0s

vermes mais vulneraveis ao estresse.

8.7 Ensaio de longevidade

O ensaio de longevidade avaliou o tempo maximo de vida de vermes
mutantes glp-4;sek-1 tratados com diferentes concentracdes de QUI 1 e controle
com DMSO.

O tempo maximo de vida foi de 20 dias para controle e de 21 dias para 0s
tratados.

N&o foi encontrado efeito significativo causado pelas concentragbes

administradas aos vermes em sua longevidade.
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Figura 10- Efeito do tratamento com diferentes concentracfes de QUI 1 no tempo de
vida de C. elegans
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Legenda: Efeitos do tratamento com 100, 250 e 500 ug/ml de QUI 1 no tempo de vida de
C. elegans (glp-4;sek-1). As curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier foram criadas usando o
software GraphPad Prism v.8.0.2, com nivel de significancia p<0,05.

8.8 Quantificacdo da taxa de bombeamento da faringe

Na andlise da quantificacdo da taxa de bombeamento da faringe, a qual
avaliou o parametro sobrevida, ndo foi notada qualquer evidéncia de que a
administracdo das diferentes concentragdes de QUI 1 possa postergar a diminui¢ao

do numero de bombeamento da faringe com o envelhecimento dos vermes.
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Figura 11- Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de QUI 1 na taxa de
bombeamento da faringe em C. elegans
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Legenda: Legenda: Efeitos do tratamento com 100, 250 e 500 pyg/ml de QUI 1 na taxa de
bombeamento da faringe de C. elegans (glp-4;sek-1). O procedimento foi realizado nos dias
6, 9, 12 e 15 do tempo de vida dos vermes e os dados do grafico representam a média de
duas contagens. Os dados foram analisados pela Anova Two Way, com nivel de
significancia p<0,05.
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9 DISCUSSAO

9.1 Andlise antioxidante e antibacteriana e ensaio agudo de toxicidade dos
derivados de 1,4-diidropiridina

Apoés a sintese dos derivados de 1,4-diidropiridina, eles foram analisados
quanto a sua atividade antioxidante, antibacteriana e de possivel efeito toxico.

O método de determinacdo da atividade antioxidante pela estabilizacdo de
radicais DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio do
antioxidante ao radical DPPH. Compostos fendlicos ou que possuam estruturas
facilmente estabilizadas apés a doacdo de atomos de hidrogénio/ elétrons tém maior
atividade antioxidante (Ferreira et al., 2019). No caso de QUI 1, a doacdo de 2
atomos de hidrogénio favoreceria a formacdo de um sistema aromatico, causado
pelo deslocamento de elétrons, (Figura 12); o que pode explicar sua maior atividade
em relacdo aos outros compostos. Esperava-se que os compostos QUI 3 e QUI 6

apresentassem uma atividade antioxidante promissora.

Figura 12- Proposta de mecanismo de estabilizacdo de radicais DPPH por QUI 1.

Fonte: Do autor (2020).
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Foi demonstrado, entretanto, por Amsterdam et al. (1992), que nenhum dos
derivados de diiidropiridinas apresentaram atividade antioxidante significativa abaixo
de 1uM, apesar de serem capazes de interagir com radicais livres em um ritmo lento.

De acordo com Ranjbar et al. (2019), diferentes substituicbes em derivados
de 5-oxo-hexahidroquinolina-3-carboxilatos contribuiram para um aumento ou
diminuicdo na atividade antioxidante. De acordo com o0s autores, a insercdo de
grupos alcoxi e hidroxi (-OR / -OH) nas posicoes 3 e 4 do anel fenil aumenta a
atividade antioxidante, resultados que corroboram o trabalho e justifica uma maior
atividade dos compostos QUI 3 e QUI 6 em relacdo aos derivados QUI 2, QUI 4 e
QUI 5.

A atividade antibacteriana dos compostos também foi avaliada. Como
resultado, nenhum dos compostos em suas trés concentracbes utilizadas
conseguiram inibir o crescimento das bactérias, demonstrando que nas
concentracdes utilizadas bactérias E. coli sdo resistentes aos mesmos. Desse modo
eliminaria qualquer suspeita que pudesse ocorrer na longevidade dos vermes, uma
vez que os compostos ndo foram capazes de influenciar na morte ou crescimento
das bactérias, fonte de alimento dos vermes.

Esse dado é importante pelo fato de que se as bactérias fossem sensiveis
aos compostos, os vermes poderiam apresentar longevidade maior e influenciar
assim os resultados. Em estudo realizado por Hwang et al. (2018), vermes
alimentados com E. coli mortas por calor apresentaram um tempo de vida maior em
comparacao a vermes alimentados com bactérias vivas.

E importante mencionar que era de se esperar que 0s compostos QUI 2 E
QUI 5 apresentassem alguma atividade antibacteriana uma vez que compostos
halogenados (hidrocarbonetos com substituicdo atomos de hidrogénio por atomos
de halogénios) apresentam boa atividade biologica.

O ensaio agudo de toxicidade demonstrou que, apdés 16 horas de exposi¢do
aos compostos, vermes mantinham-se vivos e estavam procriando, observado pela
presenca de ovos e larvas em estagio L1. Esse fato indica que os compostos nao
sao toxicos aos vermes e ndo impediram a progénie.

Essas andlises serviram de base para ensaios posteriores, uma vez que 0S
compostos ndo apresentam atividade antibacteriana a E. coli (OP50) e néo toxicos a
C. elegans. Mediante essas analises, o composto com maior atividade antioxidante,

a QUI 1 foi selecionada para os ensaios bioldgicos.
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9.2 Ensaios de tolerancia ao estresse oxidativo induzido e biolégico

Estudos anteriores revelaram indmeras atividades biologicas de quinolina,
incluindo as derivadas de 1,4-diidropiridina. Dentre essas atividades, encontramos a
sua propriedade antioxidante (EDRAKI et al.,, 2009). No entanto, ndo foram
encontrados na literatura estudos com 1,4-diidropiridina, especificamente, com 2,7,7-
trimetil-5-oxo-4-fenil-1,4,5,6,7,8-hexa-hidroquinolina-3-carboxilato de etila
(representado por QUI 1 neste estudo).

O presente estudo ndo encontrou diferenca na resisténcia ao estresse
oxidativo entre QUI 1 e o controle. Em contrapartida, dois estudos que investigaram
a resisténcia ao estresse oxidativo e a modulacdo da vida atil em C. elegans
tratados com derivados de quinolina obtiveram resultados positivos.

Wu et al. (2016) utilizaram o composto 4-organilsulfenil-7-cloroquinolina para
tratar C. elegans. Observaram que esse composto pertencente a classe das PQQ
apresentou resisténcia ao estresse oxidativo e modulagdo na vida util desses
vermes. Foi observado que essa modulacdo devia-se ao mecanismo de agao
envolvendo dois fatores de transcricdo, DAF-16/FOXO e SKN-1/Nrf2, responsivos ao
estresse oxidativo.

Tratados com compostos de quinolina contendo enxofre, C. elegans foram
induzidos ao estresse oxidativo por 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto, um herbicida
(SALGUEIRO et al. 2014). O mecanismo basico de acéo deste herbicida ocorre pelo
aumento exacerbado de ROS, as quais séo instaveis, reagem com o fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) e geram repetidos ciclos de reducéo e
reoxidacdo, o que favorece um balanco negativo na acdo do sistema natural de
defesa antioxidante. Essas ROS geradas reagem com facilidade com acidos graxos
e provocam lesBes nas membranas, proteinas e DNA, ou simplesmente, danos ao
tecido (PETER et al., 1992). Essas tioquinolonas apresentaram uma pequena defesa
ao dano oxidativo e foi justificado pela formacdo de ROS que ativaram fatores de
transcricdo DAF-16/FOXO, regulando positivamente niveis de superoxido dismutase
e catalase e neutralizando, parcialmente, as ROS (SALGUEIRO et al. 2014).

Varios genes e vias que prolongam a expectativa de vida em C. elegans sao
conservados em mamiferos e a via de sinalizagdo da insulina € uma das que mais
mostrou afetar a expectativa de vida de outros animais (CHAUDARI e KIPREOS,

2018). Essa via promove resisténcia ao estresse oxidativo e longevidade e regula a
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expressdo de genes de desintoxicacdo por ROS (BACK, BRAECKMAN e
MATTHIJSSENS, 2012).

Em C. Elegans o fator de transcricdo DAF-16/FOXO é o principal alvo da
sinalizacdo de insulina / fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1). A via
de sinalizac&o de insulina em C. elegans consiste de um receptor de insulina/IGF-1,
PI13-quinase e um fator de transcricdo FOXO. A sinalizacdo de insulina resulta na
fosforilacdo de DAF-16 dependente de AKT, impedindo que DAF-16 entre no nucleo
para modular seus genes-alvos (BANSAL et al., 2014). Os genes daf-2 e daf-16 sdo
os principais (CHEN et al., 2017).

Quando expostos a condi¢cdes adversas de estresse, a via da insulina é
bloqgueada e, entdo, fatores de transcricdo DAF-16/FOXO sdo aumentados,
induzindo sua translocacao do citoplasma para o nucleo o que, posteriormente, pode
promover ou reprimir a expressao de genes-alvo para desencadear a resisténcia a
diferentes tipos de estresse e prolongar a vida util desses organismos (SUN, CHEN
e WANG, 2017).

Neste estudo, a administracdo de diferentes concentragcdes de QUI 1 nao
demonstrou acdo sobre a longevidade e nem sobre a resisténcia a exposi¢cdo ao
estresse térmico e osmatico, quando comparados ao grupo controle. Nesse sentido,
algumas observacfes devem ser feitas.

As justificativas para os resultados encontrados podem ser que defendidas
pelo fato de que as concentragdes administradas tenham sido baixas e nédo foram
suficientes para aumentar a translocacao de fatores de transcricdo, como o0s da via
da insulina, para o ndcleo e, assim, modular positivamente a longevidade e
resisténcia ao estresse oxidativo. A segunda aponta para a ideia de que o composto
nado tenha efeito antioxidante in vivo, ja que em sua analise por DPPH o composto
apresentou essa propriedade.

O tratamento com QUI 1 ndo se mostrou eficiente também quanto a taxa de
contracdo faringea, uma vez que esta mostrou reduzir linearmente com o
envelhecimento dos vermes, o que corrobora a ideia de Pinto et al, (2018) ao afirmar
gue o bombeamento da faringe declina-se com a idade.

Outro ponto a destacar-se € que ndo houve diferenca na longevidade, ja que
0s vermes obtiveram sua média de vida dentro do esperado. Neste estudo, o tempo
maximo de vida dos vermes foram de 21 dias contra a expectativa de vida média de
2 a 3 semanas (CHAUDARI e KIPREOS, 2018).
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Partindo do ponto de que a QUI 1 ndo apresentou efeitos sobre qualquer
ensaio realizado, esperava-se que no estresse induzido por H202 algum resultado
fosse encontrado, justificado pela teoria da homeostase redox e expressao de
genes-alvo.

Enzimas antioxidantes possuem a capacidade de restringir a quantidade de
moléculas de H202 dentro da célula, desempenhando um papel fundamental na
manutencdo da homeostase redox, como apresentado por Detiene et al., (2018).
Nesse caso, enzimas como as peroxidases tém como funcdo modular as ROS
intracelulares. Essas enzimas participam na deteccédo e transducado do sinal de ROS
como uma quinase reguladora, transmitindo seus equivalentes oxidantes apés ser
oxidado por H20: para outras proteinas.

Em outro estudo realizado por Sugawara e Sakamoto (2018), C. elegans
foram tratados com bactérias probidticas mortas, Bifidobacterium longum, para
avaliar a tolerancia ao estresse e longevidade. Eles observaram que vermes
tratados com a bactéria probidtica obtiveram maior expectativa de vida e resisténcia
ao estresse oxidativo em comparacgéo aos alimentados com E. coli. A expectativa de
vida foi justificada por duas vias, SKN-1 e DAF-16 como esperado. No entanto, nédo
apresentou correlacdo com a resisténcia ao H202. A explicagdo apresentada foi pela
expressdo de genes como ctl-1 e ctl-2 encontradas. Essas catalases em C. elegans
sdo capazes de degradar H202 e, assim, levar um efeito protetor de resisténcia ao
estresse, embora ndo tenham esclarecido a via de sinaliza¢do envolvida.

Dessa maneira, sabe-se que varias vias de sinalizacdo sdo importantes tanto
na regulacdo da expectativa de vida, quanto na resposta ao estresse oxidativo e
apresentam diferentes rotas. Nesse contexto, a administracdo de QUI 1 ndo exerceu
acdo sobre a exposicdo ao H202 e ndo foi capaz de promover efeitos bioldégicos em

condi¢cBes normais ou protecdo contra outros tipos de estresse.
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10 CONCLUSAO

Em concluséo, ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de que o tratamento
com QUI 1 tenha influenciado na longevidade e resisténcia ao estresse induzido em
C. elegans.
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