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RESUMO

Os compostos fendlicos tém atividades farmacoldgicas que contemplam mecanismos de
inibicdo ou inducdo da degradacdo de moléculas de DNA. Danos genotdxicos podem
ocorrer naturalmente ou ser induzidos por peconhas. Compostos naturais podem atuar
como inibidores enzimaticos atraves de ligacdo a sitios hidrofébicos presentes nas
estruturas de algumas enzimas ou a sitios cataliticos, neutralizacdo de espécies reativas
ou supressdo de sua geracgdo, sequestro de ions que correspondem a cofatores enzimaticos,
ou ainda competicao pela agua de solvatacdo de enzimas desencadeando a precipitacao e
inativacdo destas. Visando prospectar a a¢do protetora dos compostos fendlicos, acido
cafeico (AC), acido galico (AG), &cido siringico (AS) e acido vanilico (AV) sobre danos
citogenéticos induzidos por enzimas, foram utilizadas como ferramentas indutoras de
danos peconhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta
muta. O perfil eletroforético (SDS-PAGE) de incubados contendo pegonhas e compostos
fenolicos sugere a presenca de interacdes moleculares destes com toxinas presentes nas
peconhas. Eletroforeses em gel de agarose permitiram avaliar a fragmentacdo de DNA de
leucdcitos humanos induzida pelas pegonhas de serpentes assim como a acdo
antigenotoxica exercida pelos acidos fendlicos, quando previamente incubados com as
peconhas. O teste cometa realizado com leucdcitos humanos mostrou que 0s compostos
fendlicos avaliados, em altas doses, podem induzir fragmentagdo do DNA
potencializando a acdo genotoxica exercida pelas toxinas presentes nas peconhas. No
ensaio de inibicdo da succinato desidrogenase, 0 AC e AG potencializaram a inibigéo
exercida pelo &cido malénico em algumas doses, enquanto que para o AS e AV ndo foram
observadas diferencas significativas na potencializacdo ou reversdo da inibicdo causada
pelo inibidor (malonato) sobre a succinato desidrogenase. A caracterizacao parcial destes
compostos, realizada no presente trabalho, complementa estudos prévios sobre estas
moléculas que possuem alto potencial para futuras aplicacbes terapéuticas, sendo
necessario ainda prospectar formulacGes e formas de administracdo seguras para consumo
humano, uma vez que valores seguros de consumo diario por meio de alimentos, bebidas
ou produtos nutracéuticos ja foram previamente definidos pela ANVISA. As atividades
avaliadas (citotoxicidade e genotoxicidade) no presente trabalho sugerem possiveis
aplicacdes destes compostos, isoladamente ou de extratos vegetais que apresentem estas
moléculas em sua composi¢do, na complementacdo da soroterapia antiofidica tradicional
ou em sua substituicdo, assim como na prevencdo e tratamento de doencas inflamatorias,
digestivas, neurodegenerativas e diversas outras que estejam associadas a acdo de
proteases, fosfolipases e oxidases em geral de grande valia no &mbito médico-cientifico.

Palavras-chave: Inibidores enzimaticos. Compostos naturais. Acidos fenolicos.
Peconhas de serpentes. Succinato Desidrogenase.



ABSTRACT

Phenolic compounds have pharmacological activities that contemplate mechanisms of
inhibition or inductions of DNA molecules degradation. Genotoxic damages can be
induced by venom or occur naturally. Natural compounds can act as enzymatic inhibitors
through a connection to hydrophobic sites present in the structures of some enzymes or
to catalytic sites, neutralization of reactive species or suppression of their generation,
sequestration of ions corresponding to enzymatic cofactors, or competition for solvation
water of enzymes triggering the precipitation and inactivation of these enzymes. Aiming
to investigate the protective action of phenolic compounds, caffeic acid (AC), gallic acid
(GA), syringic acid (AS) and vanillic acid (AV) on enzyme induced cytogenetic damage
were used as tools to induce venom Bothrops atrox, B. jararacussu and Lachesis muta
muta. The electrophoretic profile (SDS-PAGE) of incubations containing venoms and
phenolic compounds suggests the presence of molecular interactions of these, with toxins
present in venoms. Agarose gel electrophoresis allowed to evaluate the human leukocyte
DNA fragmentation induced by snake venoms as well as the antigenotoxic action of
phenolic acids when previously incubated with venoms. The comet test performed with
human leukocytes showed that the phenolic compounds evaluated, in high doses, can
induce DNA fragmentation as well as potentiate the genotoxic action exerted by the toxins
present in the venoms. In the Krebs cycle succinate dehydrogenase inhibition assay, CA
and GA acted to potentiate inhibition the action of malic acid in some at doses, whereas
for AS and AV, there were no significant differences in potentiation or reversal of
inhibition caused by the inhibitor (malonate) on a succinate dehydrogenase. The partial
characterization of these compounds, carried out in the present work, complements
previous studies on these molecules that have high potential for future therapeutic
applications, and it is also necessary to prospect formulations and safe administration
forms for human consumption, since safe daily consumption values have already been
previously defined by ANVISA. The activities evaluated in the present study suggest
possible applications of these compounds alone, or plant extracts that present these
molecules in their composition, in the complementation of traditional antiophidic serum
therapy or in its substitution, as well as in the prevention and treatment of inflammatory,
digestive, neurodegenerative and several others that are associated to the action of
proteases, phospholipases and oxidases in general of great value in the medical-scientific
scope.

Keywords: Enzyme inhibitors. Natural compounds. Phenolic acid. Snake venoms.

Succinate Dehydrogenase
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1 INTRODUCAO

Os compostos fenolicos sdo moléculas geradas pelo metabolismo secundério das
plantas derivados do chiquimato/fenilpropanoide ou da via da Acetil-CoA. Estes
compostos desempenham papeis importantes na planta como defesa contra parasitas,
protecao contra desidratacdo, entre outras. Estes compostos fenolicos podem ser naturais
ou sintéticos e semi-sintéticos quando produzidos pela indUstria quimica e farmacéutica
através de melhoramentos moleculares com vistas a elaboracdo de novos medicamentos
(SIMOES et al., 2004).

A dose méxima de compostos fendlicos sugerida para seres humanos é de
aproximadamente 1 g/dia (SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005). Existe um
banco de dados denominado Phenol Explorer 2.0 que contém um grande volume de dados
atualizados que integra o metabolismo de polifenois e a farmacocinética destes em
humanos e animais experimentais bem como a concentracdo de compostos fenoélicos nos
alimentos (ROTHWELL et al, 2013).

Entre as propriedades farmacoldgicas dos compostos fendlicos destacam-se o
potencial antioxidante, antitumoral (ANANTHARAJU et al., 2016), acdo citoprotetora
(LEWANDOWSKA et al., 2016), antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria,
imunorreguladora, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, hipocolesterolémica e analgésica
(SIMOES et al., 2004). Os compostos fendlicos apresentam a capacidade de modular a
sinalizacdo celular e podem ser moduladores epigenéticos interferindo desta forma no
desenvolvimento de doencas relacionadas com a expressao génica (BUSCH et al., 2015),
fatores que justificam a escolha dos acidos fenolicos cafeico, galico, siringico e vanilico
usados no presente trabalho.

Em meio a tantas aplicacOes, os acidos fendlicos presentes em diversas espécies
vegetais também podem ter propriedades antiofidicas. Em vista disto, estudos sobre o
potencial biotecnoldgico de inibidores de enzimas que compdem as peconhas de
serpentes podem proporcionar indicacbes de modelos moleculares com atividade
antiofidica para suplementar a terapia convencional ou para o desenvolvimento de novas
terapias. Além disso, os inibidores enzimaticos, isolados de plantas medicinais,
configuram um recurso de grande importancia para comunidades localizadas em regides
distantes dos centros de saude. Neste sentido, 0s compostos naturais sdo candidatos ao
uso para tratamento de patologias relacionadas a processos inflamatorios, imunolédgicos
e relacionados a alteraces na hemostasia, cujas fosfolipases A2 e proteases apresentam-
se atuantes (CARVALHO et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewandowska%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27142731
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Inimeros estudos apontam a inducdo de genotoxicidade e citotoxicidade pelas
enzimas de peconhas de serpentes, capazes de degradar material genético em diferentes
graus considerando as diversas classes de enzimas que as compdem e a porcentagem em
que elas se encontram na peconha de cada familia/género/espécie/individuo (ANJOS et
al., 2008; ARUN et al., 2014; CHIPPAUX, 2015; DHANANJAYA et al., 2009;
DHANANJAYA; GOWDA; D’SOUZA, 2010; GIMENEZ et al., 2014; MARCUSSI et
al., 2011; MARCUSSI et al., 2012; MARCUSSI et al.,, 2013; NASCIMENTO;
COLLARES-BUZATO; HYSLOP, 2008; PEREIRA et al., 2012; VALADAO SALES;
SANTORO, 2008). Ha um vasto nicho cientifico a ser explorado considerando que 0s
mecanismos oxidativos, descritos até entdo para esclarecer a acdo de toxinas sobre o
material genético, ndo contemplam a totalidade dos efeitos induzidos pelas diversas
classes de toxinas, sendo necessaria a elucidacdo das demais vias indutoras de
genotoxicidade-mutagenicidade-apoptose ainda pouco exploradas.

Compostos fendlicos sdo antioxidantes por abstrairem o elétron da espécie reativa
de oxigénio (ERO), gerada durante a atividade catalitica de enzimas como a catalase,
formando assim, um hibrido com estruturas de ressonancia estavel (SESTILI et al., 2002).
A acéo antioxidante deste composto pode ser um dos mecanismos propostos para o efeito
protetor sobre moléculas de DNA. Por outro lado, ha mecanismos que podem ser
aplicados para esclarecer a atividade pro-oxidativa de alguns acidos fendlicos, ao
mobilizar o cobre endégeno (reducdo do Cu celular para Cu 1), possivelmente ligado a
cromatina, e a consequente producdo de ERO levando a ruptura de DNA
internucleosomal (um marcador de apoptose) (BHAT; AZMI; HADI, 2007; KAGAWA
etal, 1994;).

Por isso, os acidos fenolicos podem atuar no metabolismo prd-oxidativo, interagir
com a microbiota intestinal e ligar-se a varias proteinas de sinalizacdo celular, sendo
capazes de ajustar mecanismos anticarcinogénicos e citoprotetores presentes nas células,
protegendo-as contra danos ao DNA e surgimento de tumores (LEWANDOWSKA,
2016).

A importéncia da identificacdo de danos no DNA estd em prevenir futuras
consequéncias como mutagénese e geracao de cancer, sendo de grande valia para a clinica
e para 0 ambiente ocupacional de pessoas expostas a riscos fisicos, quimicos ou
bioldgicos (LIN, 2016). Ao conhecer os mecanismos pelos quais se iniciam, propagam e

encerram estes danos, in vitro, € possivel estimar os danos causados in vivo e assim avaliar
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0 potencial carcinogénico/citotoxico/genotdxico dos compostos em estudo, assim como
avaliar a acdo preventiva/protetora de seus inibidores.

Alguns danos nas moléculas de DNA sdo resultantes de alteragdes estruturais
que ocorrem ao nivel das bases puricas e pirimidicas, como reagdes de desaminagdo
transformando adenina em guanina e citosina em uracila; depurinacdo de
desoxirribonucleotideos; condensacdo por radiacdo ultravioleta; metilacdo de bases
nitrogenadas; ou ainda, mutacéo génica resultante de lesdo oxidativa dos acucares (ribose
ou desoxirribose) (NELSON; COX, 2002). Além disso, também podem ocorrer falhas
durante a replicacdo do DNA, no superespiralamento quando a acdo das topoisomerases
é inadequada ou ainda na acdo das quinases que controlam diversos processos do
metabolismo (LIN, 2016).

Os testes para identificacdo de danos no DNA representam genotoxicidade, mas
também sdo indicativos de possivel citotoxicidade, apoptose e mutagenicidade. Estes
ensaios sdo amplamente difundidos na area de ecotoxicologia, na medicina oncolégica e
citogenética. E possivel avaliar a degradacdo de DNA mediante exposicio ocupacional
inerente a algumas profissdes ou comunidades, avaliar danos causados por farmacos,
drogas ilicitas, defensivos agricolas, inseticidas, assim como a carcinogénese de células
tumorais. O mecanismo pelo qual estes danos ocorrem pode estar estreitamente
relacionado com a cascata das caspases, apoptose, anoikis e acao de proteases (BRENES
et al., 2010; COUNIS; TORRIGLIA, 2006).

Para compreender estes fendbmenos é importante relembrar que o ciclo celular
eucaridtico envolve as fases M (Mitose), G1 (Gapl, Intervalo), S (Sintese) e G2 (Gap 2,
Intervalo) (Tabela 1). Go, especifica de algumas células, é a fase quiescente onde nunca
ha divisdo celular. No decorrer do ciclo celular ha uma série de check points que
monitoram 0 processo e a vitalidade da célula, interrompendo a manutencdo celular
através da apoptose quando as condi¢des adequadas de replicacdo e espiralamento do
material genético ndo sdo atendidas. Modelos computacionais de drogas tém sido
propostos para que um unico farmaco tenha maltiplas regides ligantes capazes de inibir
diferentes fases do ciclo celular atuando sobre biomoléculas tais como topoisomerases,
proteinas quinases e histona desacetilases, podendo, por exemplo, exercer fungédo

inibitdria sobre o ciclo de células tumorais (LIN, 2016).
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Tabela 1. Acgéo dos checkpoints na diviséo celular.

Fase da divisdo celular Acdo dos checkpoints

Mitose Impedir a Mitose até que todos 0s cromossomos estejam

ligados apropriadamente ao fuso mitético

Gap 1 Parar a diviséo celular caso o DNA esteja danificado

Sintese Parar a divisdo celular caso o DNA esteja danificado

Gap 2 Impedir o inicio da Mitose até que o DNA esteja todo
replicado

Fonte: Adaptado (VOET; VOET; PRATT, 2008).

Com o objetivo de induzir a degradacao de moléculas de DNA, as peconhas tém
um papel importante, como ferramentas laboratoriais, considerando a presenga, em sua
composic¢do, de inUmeros peptideos e proteinas com acdo na digestdo, na defesa e na
imobilizacdo das vitimas (NUNEZ et al., 2004). Entre os componentes proteicos das
peconhas de serpentes, destacam-se as metaloproteases, fosfolipases Az, serinoproteases,
L-aminoécido oxidases (LAAOs) e hialuronidases (CALDERON et al., 1993;
CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). Algumas das classes de enzimas mencionadas possuem
efeito danoso sobre o material genético, como por exemplo, proteases (degradam
proteinas que compdem o arcabouco proteico associado a sintese DNA ou a cromatina) e
L-aminoacido oxidases (cuja acdo enzimatica resulta na producdo de perdéxido de
hidrogénio com acdo oxidante e consequentemente degenerativa sobre moléculas de
DNA) (DE ROODT; LITWIN; ANGEL, 2003; MARCUSSI et al., 2013). Além disso, ha
relatos cientificos da presenca, nas peconhas, de enzimas especializadas na degradagao
de acidos nucleicos dentre elas as desoxirribonucleases (DNAse 1l) que hidrolisam
moléculas de DNA, com efeito citotoxico e/ou apoptotico no organismo das vitimas
(DHANANJAYA; D'SOUZA, 2010; NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO;
HYSLOP, 2008; VALADAO SALES; SANTORO, 2008).

Vérias moléculas presentes nas peconhas atuam no organismo das vitimas
alterando a hemostasia, principalmente a cascata de coagulacdo e a agregacdo de
plaquetas, e induzindo efeitos neurotoxicos, miotoxicos, cardiotoxicos, entre outros
(World Health Organization, 2010). Entretanto, a ciéncia tem feito uso de toxinas como
ferramentas para o desenvolvimento de novas terapias e métodos de diagnostico. Sob esta

perspectiva, o presente trabalho vai ao encontro deste propdsito ao utilizar as peconhas
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de trés espécies de serpentes para a inducao de danos em moléculas de DNA e nucleoides
obtidos de leucdcitos sanguineos humanos. As peconhas, ferramentas indutoras de danos
e toxicidade, serdo avaliadas frente a inibidores naturais (os compostos fenolicos, acido
cafeico, géalico, siringico e vanilico) com vistas a caracterizar o potencial de uso destes
fendlicos como futuros agentes terapéuticos, preventivos-protetivos-curadores, nao
apenas com funcdo antiofidica, mas também com funcdo em doencas inflamatdrias,
digestivas, neurodegenerativas e diversas outras que estejam associadas a acdo de
proteases, fosfolipases outras classes de enzimas presentes nas pegonhas e altamente
homdlogas em estrutura e/ou funcdo a enzimas humanas. CARVALHO et al, 2013).
Assim, 0s objetivos consistem em avaliar o possivel efeito genotdxico dos &cidos
fenolicos cafeico, galico, siringico e vanilico bem como a influéncia destes na degradacéo
de DNA humano por peconhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu
e Lachesis muta muta. Adicionalmente, foi avaliada a acdo destes fendlicos sobre a
enzima succinato desidrogenase e sobre o inibidor desta, o 4&cido mal6nico. Tais analises
irdo colaborar para o entendimento de mecanismos de inducao de danos em moléculas de

DNA por diferentes classes de toxinas presentes nas peconhas.
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2 Referencial tedrico

2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos representam parte das substancias do metabolismo
secundario dos vegetais que apesar de ndo serem essenciais para o desenvolvimento do
vegetal, sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia de uma espécie dentro de um
ecossistema, viabilizando a adaptacdo do individuo no ambiente, respondendo pelas
relacdes e interacdes entre planta e ambiente desempenhando a¢des como defesa da planta
contra herbivoria, ataque de patégenos, radiacdo solar, ou ainda atuando na competicao
entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de
sementes e microorganismos simbiontes e também em alelopatias (BALASUNDRAM;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Em sua biossintese, alguns compostos fenodlicos sdo derivados do é&cido
chiquimico a partir da eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato que é convertido em
corismato ou galato. Outra via metabdlica que também leva a formacdo de compostos
fenolicos é a rota do acido mevaldnico no qual ocorre a condensagdo de uma unidade de
acetil-CoA com uma de acetoacetil-CoA e desta forma, este &cido é convertido em

isopreno, unidade basica dos terpenos e esteroides (Figura 1) (SIMOES et al., 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605006242
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Figura 1 Rota metabolica de biossintese dos compostos fendlicos
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Fonte: Simdes et al. (2004)

Até 0 ano de 2015 cerca de 8.000 compostos fendlicos foram identificados em
uma variedade de frutas, hortalicas, leguminosas, graos, ervas e especiarias. Além de sua
atividade de regulacdo hormonal, compostos fendlicos também possuem atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, anticarcinogénica e atuam no organismo humano de
forma benéfica como hepatoprotetor (PAN; LAI; HO, 2010).

Alguns vegetais apresentam propriedades anticarcinogénicas, devido a reversdo
de eventos epigenéticos. Além disso, compostos fendlicos naturais dietéticos tém um
grande potencial, por meio de fitoestrogenos (por exemplo, isoflavonas, estilbenos,
lignanas e coumestanos), para interromper terapeuticamente vias de sinalizacdo
enddcrinas. Evidéncias recentes também demonstraram que 0s compostos fendlicos
naturais, apigenina, luteolina, resveratrol e pterostilbeno, podem inibir diretamente PI3K
(enzima fosfatidilinositol-3-cinase), p90 RSK (cinase S6 ribossomal p90), a atividade de
telomerase e reduzindo a viabilidade das células do cancer de mama. Com base no

exposto as descobertas destacam-se pelos efeitos preventivos exercidos por compostos



19

fendlicos naturais, sendo estes potentes antioxidantes e anti-inflamatérios. Entretanto, em
estudos descritos recentemente, compostos fendlicos também atuam como disruptores
autocrino-paracrinos, estando, portanto ligados a supressdo de epigenética de
tumorigénese relacionado ao cancer de mama e & metastase. Em resumo, os dados
analisados nesta revisdo sugerem que 0s compostos fendlicos naturais dietéticos sdo
candidatos promissores para as estratégias quimiopreventivas e tratamento do cancer de
mama (PAN et al., 2015).

Mecanismos de inibi¢do de efeitos tdxicos causados por pegonhas, resultantes
de interacdes especificas entre compostos vegetais, principalmente acidos fendlicos, e
diferentes classes de enzimas que compdem as peconhas, também tém sido descritos
(CARVALHO et al., 2013), enfatizando a relevancia deste estudo para futuras aplicactes
destes compostos de forma mais eficiente e segura.

2.2 Potencial antioxidante dos acidos fendlicos

Devido as propriedades fisico-quimicas (Encontrados na forma combinada
(ésteres ou heterosideos, hidrofilicos ou anfipaticos, formam ligagdes de Hidrogénio/ Van
der Waals (proteinas/DNA), antioxidante, pro-oxidante: Complexam com ions metalicos
—Fe e Cu (sistemas bioldgicos), acdo epigenética por inibir HAT e HDAC) os compostos
fendlicos simples podem ser considerados inibidores enziméaticos das peconhas de
serpentes que induzem citotoxicidade e genotoxicidade. Os compostos fenolicos em
estudo no presente trabalho sdo representados pelas formulas estruturais a seguir (Figura
2 e 3) (BHAT; AZMI; HADI, 2007, OMENE et al, 2013; RAMAWAT; MERIOLLON,
2013; SIMOES, et al, 2004).

Figura 2 Estrutura quimica dos &cidos fendlicos (C6-C1) e hidroxicinamicos (C6-C3)
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Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Os é&cidos vanilico (&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) e siringico (&cido 4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico) sdo obtidos apo6s hidrdlise &cida das folhas de
gimnospermas e angiospermas enquanto que o acido galico (3,4,5-trihidréxibenzoico) é
constituinte de taninos hidrolisaveis, do qual sdo liberados por hidrélise acida. O &cido
cafeico (3-(3,4-dihidroxifenil) prop-2-enoico) é encontrado em varios tecidos vegetais e
por possuir uma dupla ligacdo apresenta as formas isoméricas Z e E sendo esta Ultima a
mais estavel (SIMOES, 2004).

A semelhanca estrutural entre compostos fenolicos (Figuras 2 e 3) e 0s
antioxidantes sintéticos (Figura 4) contribuem para o relacionamento de sua atividade
protetora contra 0 estresse oxidativo induzido sobre moléculas de DNA, organelas e
membranas celulares ao capturar elétrons livres e estabilizando a estrutura por

ressonancia.
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Figura 3 Estrutura de Antioxidantes Sintéticos
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BHA: butilhidroxianisol, BHT: butilhidroxitolueno, PG: propil galato, TBHQ: terc-butil
hidroquinona.
Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Ac0es inibidoras especificas de compostos amplamente distribuidos na natureza,
sobre PLA>s, proteases, LAAQOSs, dentre outras classes de enzimas presente na pegonha
de serpentes, apontam para diversas perspectivas de aplicacdo destes compostos, como
por exemplo, na suplementacdo da soroterapia tradicional ou em substitui¢do a ela nos
casos em que esta ndo for acessivel; na terapia de diversas doengas humanas relacionadas
a processos inflamatérios considerando a acdo sobre fosfolipases; na terapia de diversas
doencas humanas relacionadas a acdo de proteases, como disfungdes gastrointestinais,
processos de descontrole nos mecanismos de apoptose e proliferacdo celular; na
prevencdo de doencas por meio de acdo protetora sobre moléculas, organelas e celulas
contra a acdo oxidante de radicais livres e enzimas; dentre outras diversas aplicacfes que
podem atender demandas de aplicacdo farmacéutica e cosmética(CARVALHO et al,
2013).
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2.3 Acgdo de toxinas de pegonhas de serpentes sobre o material genético de células
animais

As toxinas de peconhas de serpentes como por exemplo as dos géneros Bothrops
e Lachesis desencadeiam danos de relevancia socioecondmica, pois a gravidade dos
acidentes pode levar tanto a morbidade quanto a mortalidade. O quadro clinico apresenta
principalmente, miotoxicidade, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, citotoxidade,
hemorragia e necrose (IZIDORO et al, 2014; KINI, 2005). No entanto, a maioria das
classes menores de proteina de veneno de cobra permanecem mal exploradas, mesmo
apresentando potencial aplicacdo em diversas areas

Um exemplo seria culturas de células MDCK (células normais derivadas de rim
canino) incubadas com DNAse da peconha de B. alternatus para analise de citotoxicidade
e morte celular programada. Os autores observaram ambos os efeitos sendo estes
atribuidos a degradacdo de moléculas de DNA (NASCIMENTO; COLLARES-
BUZATO; HYSLOP, 2008). Os principais tipos de danos diretos ou indiretos ao DNA
podem ser induzidos por diferentes classes de moléculas presentes na peconha de

serpente: LAAO, PLA>, proteases, DNAses e nucleotidases, hialuronidases e peptideos.

a) LAAOs
LAAO (LAAOs, E.C.1.4.3.2) sdo flavoenzimas enantioseletivas que catalisam
estereoespecificamente a desaminacdo oxidativa de uma vasta gama de L-aminoacidos
formando acidos a-ceto, amoénia e peroxido de hidrogénio (Figura 7) (GUO et al., 2012).
Figura 4 Mecanismo de acdo da L- aminoacido oxidase na conversdo de L-aminoacido

em o-cetodcido
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Fonte: lzidoro et al. ( 2014)
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Diversos trabalhos relatam o potencial antineoplasico das LAAO em algumas
linhagens de células tumorais. O mecanismo de producdo de peréxido de hidrogénio
(IZIDORO et al., 2014) exercido pela LAAO da peconha de B. atrox (ALVES et al.,
2008) em linhagens de células PC12 (feocromocitoma de rato), B16F10 (melanoma
metastatico de murino), HL-60 (leucemia promielocitica humana) e Jurkat (leucemia
linfoblastica humana) resultou em citotoxicidade nas concentra¢es de 5-50ug/mL apos
incubacdo por periodo de 4 horas. Bregge-Silva et al. (2012) também observaram acao
citotoxica induzida por LAAO de L. muta, quando avaliada nas concentracGes entre 1,17
e 75ug/mL com periodo de incubacdo de 24 horas, sobre as linhagens LL-24 (fibroblasto
de pulmdo), AGS (adenocarcinoma gastrico), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e
HUTU (carcinoma duodenal).

Os danos causados ou induzidos por LAAO se dao provavelmente pela formacéo
de perdxidos, principalmente a partir da oxidacdo de metionina ou leucina e de outros
substratos que geram espécies reativas de oxigénio (ERO) que se propagam ocasionando
apoptose e citotoxicidade. A apoptose € induzida pela condensacdo da cromatina,
ativacdo da caspase-9 e em seguida caspase-3, a qual cliva diversos substratos, resultando
em fragmentacdo do DNA cromossémico. A acdo pode ocorrer ainda pela ativacdo da
caspase-8 (ALVES et al., 2008; CISCOTTO et al., 2009; GUO et al., 2012; IZIDORO et
al., 2014; NAUMANN et al., 2011). As LAAOs tém afinidade especifica por aminoacidos
hidrofobicos como fenilalanina, leucina, isoleucina e 0 aminoécido sulfurado metionina,
pois estes podem se inserir no interior de cavidades hidrofébicas presentes nos sitios
cataliticos das enzimas (GUO et al., 2012). A LAOO apresenta alguns mecanismos
genotdxicos que podem ser atribuidos parcialmente a acdo do peroxido de hidrogénio
formado ou pela catalase pois, na auséncia do peréxido de hidrogénio ha genotoxicidade,
ou seja, sugere-se que ha outros sitios cataliticos responsaveis pela genotoxicidade
(IZIDORO et al, 2014).

LAAOs causam apoptose ao degradar a cromatina, fragmentar o DNA e ativar a
via das caspases. A LAAO da peconha de B. atrox causa morte celular em células Jurkat,
LAAO de B. pirajai induz citotoxicidade em células tumorais das linhagens S180
(sarcoma ou tumor de Crocker), SKBR-3 (cancer de mama humano), Jurkat e EAT (tumor
ascitico de Erlich) e LAAO de Agkistrodon contortix laticinctus causa fragmentacéo em
DNA de células HL-60 (ALVES et al., 2008). LAAO de B. leucurus apresentou atividade

citotoxica dose-dependente sobre células humanas das linhagens MKN (carcinoma
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géastrico) e RKO (carcinoma de cdlon retal) em ensaios com incubagdo por periodo de 24
horas (NAUMANN et al., 2011).

b) PLA;

As PLA:s representam uma familia de proteinas, encontradas em diversos tecidos
de mamiferos, abelhas, peconha de serpentes e outros animais, capazes de hidrolisar 0s
glicerofosfolipideos de membrana celular, liberando &cido araquiddnico, substrato para
biossintese de mediadores envolvidos na inflamacdo, tais como prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos. Desta forma, ao hidrolisar a membrana, ha
um desarranjo que facilita o acesso ao DNA cromossomico desencadeando danos ao
mesmo. Muitos desses lipidios bioativos atuam desencadeando processos inflamatérios,
além de interferir na cascata de coagulacao sanguinea. A inflamacéo crénica causada por
infeccdes, doencas autoimunes, exposicdo a agentes nocivos, também pode causar danos
ao DNA por gerar espécies reativas de oxigénio que aumentam o dano oxidativo e
reduzem a eficiéncia de reparo levando ao desenvolvimento de doengas (NAKAD;
SCHUMACHER, 2016).

As fosfolipases A> (PLA2), quebram glicerofosfolipideos, causando um
desarranjo dos componentes de membranas celulares e de organelas, facilitando o acesso
ao DNA nuclear. (BONFIM et al., 2009; DUTTA; GOGOI; MUKHERJEE, 2015;
MARCUSSI et al., 2007).

A acdo neurotdxica das PLA> é dependente de um sitio hidrofilico da enzima
que se liga primeiramente a um sitio pré-sinaptico especifico e em seguida degradam a
membrana do neurotransmissor envolvido na sinapse (KINI et al., 2005). Entre as PLA>s
citotoxicas mais estudadas estd a Nigexina de Naja nigricollis, ao contrario de sua
atividade catalitica dependente de ion bivalente, a atividade citotoxica é independente
destes ions assim como da atividade catalitica. Em ensaios com incubacéo de células
aminioticas epiteliais com 107 mol.L! de Nigexina, houve reducdo de 70% da
proliferacdo celular e com 10° mol.La proliferacio foi totalmente inibida
(CHWETZOFF et al., 1989).

PLA>s neurotoxicas, interferem em canais i6nicos e consequentemente no
transporte de ions que podem ser cofatores para atividade de enzimas, metabdlitos para a
manutencdo celular, comunicacdo entre as células vizinhas, movimentagdo de liquido,
logo, afetam 0 metabolismo interno da célula sem induzir sua morte de forma direta
(MARCUSSI et al, 2007).


http://frontiersin.org/people/u/74803
http://frontiersin.org/people/u/74803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chwetzoff%20S%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=2753914
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c) Metaloproteases

As metaloproteases sao proteases, com atividade catalitica dependente de ions
metalicos, que podem conter diferentes dominios que permitem sua classificacdo:
apresentam apenas o dominio metaloprotease (classe P-1a); metaloprotease + desintegrina
(P-11a), (P-11b), (P-1lc), (P-11d), (P-1le); metaloprotease + desintegrina + dominio rico em
cisteina (P-111a), (P-111b), (P-11ic) e metaloprotease + desintegrina + dominio rico em
cisteina + dominio lectina simile (P-111d) (FOX; SERRANO, 2008). Pesquisas sugerem
sua importancia no destacamento celular induzindo a apoptose em células endoteliais e
apontam ainda que a acdo catalitica é apenas parcialmente responsavel pelos efeitos
bioldgicos induzidos por estas enzimas em organismos animais, como apoptose por
exemplo. (FOX; SERRANO, 2008; MATSUI; FUFIMURA,; TITANI, 2000).

A membrana basal dos vasos constitui uma estrutura complexa de matriz
extracelular, composta principalmente por colageno IV, laminina e proteoglicano, que
fornece suporte a células e desempenha varios papéis na comunicagdo entre ambientes
intracelulares e extracelulares. As metaloproteases sdo capazes de degradar componentes
proteicos da membrana basal (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; KALLURI, 2003)
podendo desta forma deixar o DNA mais exposto, danificando-o.

Estudos relatam a acdo de proteases zinco dependentes, complexando-se com
metais e desencadeando morte celular em células em cultura. Incubacbes de células
epiteliais da linhagem Ea.hy.926 com BaP1 isolada da pegonha de B. asper, resultaram
em apoptose induzida por meio da ruptura da membrana plasmatica, condensacdo da
cromatina e ativacdo da caspase-8 podendo resultar em alguns casos, em fragmentacéo
do DNA ( BRENES et al., 2010; DIAZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2012). Esta mesma
cultura de células, sofreu fragmentacdo do DNA desde a primeira hora de incubagdo com
a mesma metaloprotease, detectada por TUNEL e ELISA. No decorrer do ensaio,
fragmentos de DNA foram predominantemente localizados fora das células, evidenciando
ruptura da membrana plasmatica. Ao adicionar um inibidor de metaloproteases 0 DNA
manteve-se integro (DIAZ et al., 2005).

A BaPl foi também responsavel por desencadear apoptose em células
endoteliais na primeira hora de incubacéo (BRENES et al., 2010). A apoptose é associada
com a ativacao da caspase-8 sendo independente de Bcl-xL e Bax. O mecanismo de acéo

desta proteinase pode ser embasado pelo mecanismo de destacamento da matriz
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extracelular (anoikis), composta por proteinas, levando a apoptose celular, ou por outros

mecanismos independentes da atividade catalitica (ALVES, 2008).

d) Nucleotidases, DNAses e RNAses

A nucleotidases além de hidrolisarem ATP para produzir a adenosina,
comportam-se como sequestrantes de ADP. Podem hidrolisar também GTP, UTP, CTP
ou ainda nucleotideos que compdem moléculas de DNA resultando em efeitos como por
exemplo carcinotoxicidade ou genotoxicidade (BAQI, 2015).

Nas peconhas de serpentes ja foram encontradas DNAse Il que hidrolisam o
DNA (NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO; HYSLOP, 2008) e nucleotidases ricas
em 5’-nucleotidases que liberam purinas e pirimidinas de nucleotideos, danificando
estruturalmente o DNA (ARUN et al., 2014; CACCIN et al., 2013; DHANANJAYA et
al., 2006; DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; GOWDA; D'SOUZA, 2010;
TEIXEIRA-FERREIRA; VALADAO SALES; SANTORO, 2008).

Considerando a acao de nucleotidases e nucleosidades presentes nas pegonhas,
a liberacdo de adenosinas pode contribuir para a difusdo de toxinas nos tecidos das vitimas
por induzir aumento da permeabilidade vascular por meio de vasodilatacdo e/ou inibicao
da agregacdo plaquetaria (DHANANJAYA,; D'SOUZA, 2010). Assim, a adenosina
poderia atuar como potente agente de espalhamento, participando na indugéo de edema,
hipertensdo, hemolise, midlise e atividade cardiotoxica (AIRD, 2002; RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998). Em adicdo, a adenosina também é conhecida por causar paralisia
por inibir a liberacdo de neurotransmissores, com acdo a nivel central e em terminacoes
de nervo periférico (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998), potencializando, assim, a
paralisia induzida pelas pegonhas.

Neste contexto, a inibi¢éo de toxinas com a¢do nucleosidasica/nucleotidasica por
compostos fendlicos corresponde mais um vasto campo a ser explorado uma vez que

confere a eles acdo protetora sobre celulas e moléculas contra o estresse oxidativo.
e) Hialuronidase:
E uma enzima hidrolitica que degrada o 4cido hialurdnico, glicosaminoglicano

sintetizado na membrana plasmatica e incorporado ao glicocélice endotelial, é encontrado

em locais de intensiva proliferacdo e movimentacdo celular. O acido hialurénico é
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responsavel pela integridade do endotélio vascular e por interagir com algumas proteinas.
A hialuronidase hidrolisa este &cido, alterando o transito de liquido, ions e moléculas nos
tecidos, podendo levar a danos no DNA. Em adicéo, facilitam o acesso de outras toxinas
as células potencializando sua distribuicdo e efeitos. A comunicacdo celular € prejudicada
uma vez que 0s canais i0nicos presentes nas membranas nédo se apresentam funcionais e
integros para fazer o transporte de ions e consequentemente suprir as reacfes com
cofatores enzimaticos (LENNON; SINGLETON, 2011).

2.4 Compostos fendlicos: acao antigenotdxica

Alguns compostos fendlicos, da classe dos flavonoides inibem hidrolases,
oxidorredutases, cinases, isomerases, transferases, ligases e liases (HAVSTEEN, 2002).
Entre os acidos fenolicos, ha quatro principais mecanismos de acdo que reportam o efeito
protetor e/ou inibidor de compostos fendlicos sobre os danos no DNA induzidos por
proteases, oxidases, hialuronidases e nucleotidases que séo descritos a seguir.

a) Acdo antioxidante inibindo radicais livres

A atividade oxidativa exercida por LAAOSs, proteases e nucleotidases, presentes
nas peconhas, pode ser inibida por antioxidantes, principalmente a catalase e compostos
fenolicos, resultando em inibicdo da citotoxicidade induzida por radicais livres e
perdxidos, originados de produtos da atividade catalitica exercida por estas enzimas, uma
vez que estes promovem aumento nos niveis de caspase-3 e degradacdo de moléculas de
DNA (DHANANJAYA et al., 2006; DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA,
GOWDA,; D'SOUZA, 2010; INIMA; KISUGI; YAMAZAKI, 2003).

O mecanismo antioxidante proposto para o acido cafeico, por exemplo, sugere que
este abstrai a espécie reativa de oxigénio, gerada durante a atividade catalitica de catalases
por exemplo, forma um hibrido com estruturas de ressonancia até converter-se em uma
estrutura estavel.

Foi demonstrado o entalhe de compostos fendlicos em moléculas de DNA super
espiraladas, sendo que os niveis de entalhe foram 100% para 1,2,4-benzenotriol> acido
galico> acido cafeico>gossipol com 20% de entalhamento. O acréscimo de ions metalicos
acelerou o entalhamento de DNA. Em um ensaio para induzir a quebra de DNA com
ascorbato mais ferro, os dois catecois (acido cafeico e gossipol) mostraram-se protetores,
enguanto que os dois tridis (1,2,4-benzenotriol e acido galico) exacerbaram os danos,
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evidenciando que os compostos fenolicos podem ter atividade antioxidante ou pro-

oxidante em relacdo a inducéo de danos a moléculas de DNA (LI et al., 2000).

b) Interacdo especifica com o sitio hidrofébico da enzima
Compostos fenolicos podem interagir com regides hidrofébicas presentes nas
estruturas de proteases, LAAO e PLA,. Estas regides hidrofobicas sdo responsaveis por
interacdes das enzimas com estruturas celulares (ALVES et al., 2008; CISCOTTO et al.,
2009; GUO et al., 2012; IZIDORO et al., 2014; NAUMANN et al., 2011), embora estas
enzimas também possam realizar interacGes hidrofilicas com células neurais gerando
interagBes anfifilicas que desestabilizam a membrana celular (KINI, 2005) e resultam em
apoptose.
Assim os fenolicos podem atuar na inibicdo deste efeito uma vez que blogueiam

os sitios hidrofébicos destas enzimas.

c) Sequestro de ions

Compostos fendlicos podem atuar como agentes quelantes, tornando os ions
bivalentes indisponiveis para efetuar ligacdo com as enzimas para as quais atuam como
cofatores ativando PLA2s e metaloproteases, diminuindo, em alguns casos, a
genotoxicidade induzida por estas enzimas (DIAZ et al., 2005; BRENES et al., 2010),
uma vez que a atividade catalitica € parcialmente responsavel pelos efeitos bioldgicos
induzidos por estas enzimas. As PLA>s Asp49 utilizam ions calcio como cofatores e
apresentam um sitio ligante destes ions constituido pelo grupo B-carboxilico do Asp49 e
0s grupos C=0 carbonilicos da Tyr28, Gly30 e Gly32 (FLEER; VERHEIJ; DE HAAS,
1981; VERHELW et al., 1980). A presenca de duas moléculas de agua estruturalmente
conservadas completa a esfera de coordenacio do Ca?* formando uma pirdmide
pentagonal (SCOTT et al., 1990) (Figura 5).
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Figura 5 Representacdo dos residuos 27-33 e residuo 49, que compreendem a alca de
ligacdo do célcio das PLA2s Asp49 de Naja naja atra.

C29

llustrando a coordenacéo pentagonal bipiramidal do Ca?* sendo realizada por interaces dos
atomos de oxigénio carbanil da alga, &tomos de oxigénio carbanil da cadeia principal de Asp49 e
duas moléculas de agua.

Fonte: SCOTT et al. (1990)

d) InteracGes especificas com o sitio catalitico da enzima

Alguns autores relataram a possibilidade de uso do acido vanilico como uma
ferramenta farmacolGgica para avaliar o papel das 5'-nucleotidases presentes nas
peconhas de serpentes das espécies Naja naja, Daboia russellii e Trimeresurus
malabaricus, na inducdo de toxicidade. Estas enzimas usam como substrato o 5-AMP
(molécula que desempenha um papel de moduladora na homeostase de energia celular),
indicando que a adenosina pode apresentar papel importante no envenenamento. Foram
observadas inibi¢6es proximas a 50% utilizando as concentracGes de 84, 98 e 65 umol de
acido vanilico contra as respectivas peconhas. O inibidor mostrou-se competitivo, logo,
0 Vm sera constante e 0 Km serd aumentado, uma vez que a inibicdo reduziu em
proporcdo ao aumento na concentracdo do substrato. O grupo carboxilico do acido
vanilico foi determinante para a inibic¢do, logo, este composto fendlico apresenta alto
potencial de uso para complementar a soroterapia antiofidica tradicional
(DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; D'SOUZA, 2010). Outros autores
sugerem uma posssivel aplicacdo farmacologica do acido vanilico considerando que sua
acao poderia diminuir a liberacao endogena de purinas (ARUN et al., 2014).

Em complementacdo aos estudos genotdxicos e antigenotdxicos, a utilizagdo da
enzima succinato desidrogenase, extraida de figado de frango, como ferramenta permite

analises da atividade citotoxica/anticitotoxica.
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2.5 Succinato Desidrogenase (SDH)

A acdo da mitocondria vai da morte a proliferacdo celular. Por isso, as suas
enzimas desempenham papel central no metabolismo celular. A succinato desidrogenase
(SDH), também denominada desidrogenase succinica, succinato enzima Q redutase ou
Complexo Il é uma enzima ligada a membrana interna da mitocondria e apresenta 4
subunidades sendo duas proteinas hidrofilicas de frente a matriz (SDH1 e SDH2) e duas
proteinas em grande parte hidrofobicas (SDH3 e SDH4) ancorando o complexo na
membrana. Ela relaciona-se com o ciclo de Krebs ao reduzir o succinato a fumarato
(Figura 6) e com a cadeia de transporte de elétrons ao reduzir a ubiquinona em ubiquinol.
Seu bloqueio por inibidores acarreta a parada da respiragdo celular e morte celular. Um
inibidor reversivel e competitivo € o acido maldnico também denominado de &cido
propanodioico (COOH-CH,-COOH). Ele combina-se ndo covalentemente com a enzima
SDH no mesmo sitio que o substrato e deve ser, portanto, relacionado estruturalmente
com o substrato succinato (DERVARTANIAN; VEEGER,1964; HUANG; MILLAR,
2013).

Figura 6 Ciclo de Krebs
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Uma anélise deste conjunto mostra que a regulagdo desta enzima na producéo de
seu substrato pode estar relacionada a inimeras doencas e seus tratamentos. Sendo assim,
um ensaio com a SDH permite discutir as principais direcGes para explorar suas funcdes
em animais e humanos (RUSTIN, 2002; HUANG; MILLAR, 2013) pensando no controle
mitocondrial como alvo terapéutico.

Em estudos sobre a estrutura tridimensional da succinato desidrogenase humana
e de ave, 0 sequenciamento primario das bases mostrou uma homologia de 91,8% entre

elas (Figura 7).

Figura 7 Estrutura tridimensional da Succinato Desidrogenase (E.C. 1.3.5.1)

Estrutura laranja: SDH humana e Estrutura verde: SDH de ave.
Fonte: Imagem obtida do software Molegro.

A acdo de inibidores seletivos ou competitivos pode direcionar para a
identificacdo de diferentes mecanismos envolvidos na inibigdo da succinato
desidrogenase ou na reversao da inibicdo desencadeada pelo &cido mal6nico, logo nas
diferentes formas de inducdo de morte celular.

Desta forma, a aplicagdo da inibi¢cdo enziméatica pode fornecer informacdes
sobre: a) 0 mecanismo pelo qual a enzima promove a atividade catalitica; b) possiveis
mecanismos de regulacdo de atividades metabdlicas in vitro e in vivo e ¢) permite a
sintese de inibidores especificos para serem utilizadas como agentes terapéuticos

blogueando vias metabolicas chaves envolvidas em condigdes clinicas.

2.6 Farmacocinética de compostos fendélicos e nutricdo epigenética

Entende-se por epigenética a mudanga na expressdo génica sem que ocorra
alteracdes estruturais na sequéncia de DNA. A hipermetilacdo da citosina ou a

modificacdo (acetilagdo) da estrutura das histonas, importantes na compactacdo da


http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
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cromatina, sdo alteracdes relevantes para o silenciamento e modulacdo de genes e para
tanto as moléculas vegetais devem apresentar propriedades apolares que permitam que
elas atravessem as membranas celular e nuclear. Estudos no ambito da nutricdo
epigenética mostram que os fendlicos apresentam atividades que beneficiam a
alimentacdo saudavel classificando-os como nutracéuticos ou ingredientes de alimentos
funcionais (BUSCH et al., 2015; CALEJA et al., 2016).

A modulacdo epigenética pode ocorrer por ativacdo ou inibicdo de enzimas
celulares, pelo fornecimento de doadores e aceptores bioquimicos ou ainda por cofatores
para enzimas celulares bioquimicos. A modulacdo e a interacdo entre mecanismos
epigenéticos dependem de uma interacdo complexa entre modificacdes histonais pos-
traducionais e metilacdo do DNA. A atividade epigenética em geral € influenciada por
varios fatores exdgenos e enddgenos tais como medicacdo, toxinas, estresse, estilo de
vida, etnia, doencgas, meio ambiente, fatores genéticos, idade, género, atividade fisica e
nutricdo (BUSCH et al., 2015).

A farmacocinética é o percurso que os compostos fazem no organismo humano
desde a absorcdo, distribuicdo, metabolismo até sua excrecdo (MORAIS, 1984). Ha
levantamentos que descrevem que, uma vez ingeridos, os flavonoides sao
biotransformados e seus metabdlitos sdo transportados para a veia porta a fim de continuar
0 metabolismo. Os metabdlitos do figado (metilados, sulfatados ou glicuronatados)
podem ser transportados para células e tecidos alvo, excretados para a bile e submetidos
a recirculacdo enterro-hepatica ou eliminados via urina e / ou fezes. As agliconas ou
metabolitos flavonoides (acidos fenolicos) que atingem o célon podem sofrer degradacao
microbiana e reabsorcdo (THILAKARATHNA; RUPASINGHE, 2013).

A maioria dos polifenois que circulam no sangue sdo glicuronidados e/ou
sulfatados, ou seja, ndo se encontram agliconas livres no plasma (LEWANDOWSKA et
al., 2016).

A forte relagdo entre uma dieta rica em compostos fendlicos e a reversao de
alteracdes epigenéticas que atuam modulando vias de carcinogénese (iniciagdo, promogéo
e progressdo) sugere o potencial destas moléculas para a prevencéo do cancer e de outras
doengas (PAN et al., 2015).

A dificuldade estd na baixa biodisponibilidade destes fendlicos no organismo,
caracteristica importante na sua bioatividade in Vivo
(THILAKARATHNA; RUPASINGHE, 2013). Desta forma, estudos extensivos destes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thilakarathna%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23989753
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compostos fendlicos podem trazer informagdes sobre as agdes benéficas que eles
desempenham na satde humana através da dieta ou incorporados na forma de farmacos.

Por meio do melhor entendimento do contexto dos envenenamentos ofidicos é
possivel prospectar aplica¢Oes clinico/farmacoldgicas relacionadas a acdo de diferentes
classes de enzimas sobre moléculas de DNA, assim como de inibidores destas, visto que
apoptose celular, canceres, doencas neurodegenerativas, dentre outras disfuncdes do
organismo humano estdo direta ou indiretamente relacionadas a danos no material

genético de diferentes tipos celulares.
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RESUMO

Os é&cidos fenodlicos constituem metabdlitos secundarios produzidos por plantas com propriedades
importantes para a sade humana, devido as caracteristicas antioxidantes e pro-oxidantes que podem ser
moduladas para proteger células saudaveis ou causar danos ao DNA de células tumorais. No presente estudo
o acido cafeico (CA) e &cido siringico (SA) foram avaliados quanto ao seu potencial anti-genotoxico, frente
a fragmentacao de moléculas de DNA induzida pelas pe¢onhas de Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis
muta muta. Nos testes de eletroforese em gel de agarose e cometa 0 CA protegeu as moléculas de DNA de
leucécitos fragmentacBes espontaneas resultantes da manipulagdo do material genético durante os testes,
mas ndo conseguiu inibir a acdo genotdxica induzida pelas peconhas de B. atrox e L. muta muta. Contudo,
0 SA, no ensaio de eletroforese em gel de agarose protegeu parcialmente a degradagédo induzida pelas
peconhas de B. atrox e L. muta muta. Provavelmente, estes fendlicos se ligam aos grupos fosfato do DNA
reduzindo o acesso das toxinas de peconhas e consequentemente impedindo a agéo genotoxica. Todavia, no
teste cometa, 0 SA potencializou a fragmentacdo induzida por B. atrox nas propor¢des menores (1:0,05 e
1:0,1) e exerceu acéo antigenotdxica na proporcao maior (1:0,25). A acéo inibitoria do SA foi significativa
sobre a fragmentacéo induzida por peconha de L. muta muta, em todas as proporcoes avaliadas. Os diversos
efeitos observados relacionam-se as diferentes estruturas dos compostos fendélicos assim como as diversas
composicBes protedmicas das peconhas avaliadas, sendo metaloproteases e PLA2S presentes em maior
proporcao na peconha de B. atrox e para a peconha de L. muta muta as proteinas encontradas em maior
abundancia sdo metaloproteases e serinoproteases. Por fim, analises computacionais evidenciaram que a
succinato desidrogenase hepética de frango é altamente homdloga a enzima humana e que ha presenca de
energias favoraveis a ligacdo dos compostos tanto ao acido maldnico (inibidor) quanto a enzima. Os ensaios
de atividade da enzima mitocondrial demonstraram que o SA inibiu, significativamente, a succinato
desidrogenase e o CA potencializou a inibigdo do acido maldnico sobre a atividade da mesma. Conclui-se
que o equilibrio entre a protecdo do DNA contra os danos oxidativos e efeitos pro-oxidativos foi dependente
da concentragdo dos acidos fendlicos, e das toxinas indutoras dos danos. Os resultados da SDS-PAGE
sugerem interacdes fracas entre toxinas presentes nas pegonhas e 0s acidos fendlicos, pois ndao houve
alteracdo no perfil de migracdo das proteinas, embora os resultados obtidos nos demais ensaios sugiram a
presenca de interacOes entre fendlicos e moléculas proteicas. Por isso, mais estudos devem ser realizados
com o objetivo de entender a ligacao destes fendlicos com o DNA, com a succinato desidrogenase e enzimas
presentes nas peconhas, a fim de explorar melhor os potenciais, nutricional epigenético, antigenotdxico,
pré-oxidativo e mitocondriotrépico destes fendlicos para prevencdo e tratamento de doencas.

Palavras-chave: Compostos fendlicos; Peconha de serpente; Inibidor enzimatico; Succinato desidrogenase;
Genotoxicidade; Teste do Cometa
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ABSTRACT

Phenolic acids are secondary metabolites produced by plants with properties important for human health
due to antioxidant and pro-oxidant characteristics that can be modulated to protect healthy cells or cause
damage to the DNA of tumor cells. (CA) and syringic acid (SA) were evaluated for their anti-genotoxic
potential, against the fragmentation of DNA molecules induced by the venoms of Bothrops atrox, B.
jararacussu and Lachesis muta muta. Assay of electrophoresis in agarose gel and comet CA protected as
leukocyte DNA molecules from spontaneous fragmentation resulting from the manipulation made the
genetic material from during the testis, but failed to inhibit the genotoxic action induced by the venoms of
B. atrox and L. muta muta. However, the SA, not agarose gel electrophoresis assay protected by a
degradation induced by B. atrox and L. muta muta. Probably, these phenolics bind to the phosphate groups
of the DNA reducing the access to the toxins of venoms and consequently preventing the genotoxic action.
(1: 0.00 and 1: 0.1) and exerted antigenotoxic action in the highest ratio (1: 0.25). The inhibitory action of
SA was significant on the fragmentation induced by L. muta muta venom, in all proportions evaluated. The
different effects observed are related to the different structures of the phenolic compounds as well as to the
various proteomic compositions of the evaluated venoms, being metalloproteases and PLAZ2s present in a
higher proportion in the B. atrox venom and for the L. muta muta venom the proteins found in higher
abundance are metalloproteases and serine proteases. Finally, computational analysis showed that hepatic
chicken succinate dehydrogenase is highly homologous to the human enzyme and that there is presence of
energies favorable to the binding of the compounds to both the malonic acid (inhibitor) and the enzyme.
The mitochondrial enzyme activity assays demonstrated that SA significantly inhibited succinate
dehydrogenase and the CA potentiated the inhibition of malonic acid on its activity. It was concluded that
the balance between DNA protection against oxidative damage and pro-oxidative effects was dependent on
the concentration of the phenolic acids and the toxins inducing the damage. The results of the SDS-PAGE
suggest weak interactions between the toxins present in the venoms and the phenolic acids, since there was
no change in the protein migration profile, although the results obtained in the other experiments suggest
the presence of interactions between phenolics and protein molecules. Therefore, further studies should be
carried out to understand the linkage of these phenolics with DNA, succinate dehydrogenase and enzymes
present in venoms, in order to better explore the nutritional, epigenetic, antigenotoxic, pro-oxidative and
mitochondriotropic potentials of these phenolics for prevention and treatment of diseases.

Keywords: Phenolic compounds; Snake venom; Enzymatic inhibitor; Succinate dehydrogenase;

Genotoxicity; Comet assay.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos estdo presentes nos alimentos de origem vegetal, como folhas, cereais,
leguminosas, cacau, frutas em geral, bebidas como chas, café e vinho tinto, além de plantas medicinais
(RAMAWAT; MERILLON, 2013). Eles apresentam propriedades antioxidantes e pro-oxidantes na
presenca de ions ferro e cobre o que corrobora com o trabalho de no qual mostra que o cobre é um ion
metalico importante presente na cromatina e intimamente associado as bases nitrogenadas que compdem
moléculas de DNA, particularmente guanina (BHAT; AZMI; HADI, 2007).

O écido cafeico (acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico) é um &cido hidroxicindmico
derivado do &cido p-cumaérico e o &cido siringico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico) é um acido
hidroxibenzoico formado naturalmente em plantas a partir da via do chiquimato ou fenilalanina/
hidroxicinamato. Por apresentarem propriedades antibacteriana, anti-inflamatéria e anti-tumoral, sdo
relevantes os estudos que promovam ampla caracterizagdo destes metabolitos secundarios visando sua
aplicagio em areas como médica e cosmética (RAMAWAT; MERILLON, 2013).

Ha estudos que apontam a interacéo destes acidos fendlicos com DNA, durante a extragcdo de DNA
vegetal. Pesquisadores observaram o aumento da viscosidade e formacgdo de aglomerados insoluveis,
impossibilitando a migracdo das moléculas de DNA em gel de agarose durante eletroforese. Foi sugerido
que o &cido cafeico se liga as bases de DNA por ligacdo de hidrogénio e interacdes de Van der Waals
(SARWAR et al., 2017). O &cido siringico conhecido como inibidor da atividade proteosoma, liga-se ao
sdDNA (double - stranded DNA) (CHEEMANAPALLI et al, 2016).

Contudo, um estudo relata que a moreloflavona, extraida de Garcinia brasiliensis, e seus derivados
semi-sintéticos mostraram-se como potentes inibidores de cisteino e serinoproteases (VANESSA et al.
2015). Desta forma, pode-se também relacionar os compostos fendlicos usados neste trabalho a possiveis
interac6es com moléculas presentes nas pegonhas das serpentes, como mecanismo parcialmente responsavel
pelos resultados observados.

As peconhas de serpentes apresentam uma diversidade de enzimas como proteases que podem clivar
enzimas envolvidas na sintese de DNA e na cromatina e fosfolipases que quebram glicerofosfolipideos.
Estas moléculas sdo ferramentas indutoras de danos usadas a fim de complementar a caracterizagdo das
atividades dos fenolicos trazendo mais informacdes para possibilitar a aplicacdo com eficacia e seguranga
(ARUN et al., 2014; DHANANJAYA et al., 2009; MARCUSSI et al., 2012; MARCUSSI et al., 2013)

Hipoteses relevantes sobre a atividade genotoxica e citotdxica de toxinas de serpentes mostram que
as LAAOs desencadeiam a producéo de radicais livres e causam apoptose ao degradar a cromatina,
fragmentar o DNA e ativar a via das caspases (NAUMANN et al., 2011). As PLA,s geram lipideos bioativos

que além de reduzir o pH por causa da liberagdo de acidos graxos sdo também mediadores da inflamacéo,


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Kishan+Gopal+Ramawat%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Jean-Michel+M%C3%A9rillon%22
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logo, causam estresse oxidativo ou desestabilizam a membrana plasmatica prejudicando as trocas idnicas,
fons estes que podem ser cofatores para varias reagOes enzimdticas interferindo assim em todo o
metabolismo celular (NAKAD; SCHUMACHER, 2016). As metaloproteases sdo capazes de degradar
componentes proteicos da membrana basal (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000) podendo, desta forma,
alcancar o DNA ou ainda o deixa-lo exposto a agentes genotoxicos. Nas pegonhas de serpentes também ja
foram encontradas DNAse Il que hidrolisam o DNA (NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO; HYSLOP,
2008) e nucleotidases ricas em 5’-nucleotidases que liberam purinas e pirimidinas de nucleotideos,
danificando estruturalmente o DNA (DHANANJAYA; GOWDA; D'SOUZA, 2010). A hialuronidase
hidrolisa o acido hialurénico, alterando o transito de liquido, ions e moléculas nos tecidos, podendo levar a
danos no material genético das células. Em adicdo, facilitam o acesso de outras toxinas as células
potencializando sua distribuicéo e efeitos (LENNON; SINGLETON, 2011).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos dos &cidos cafeico e siringico sobre
DNA extraido de leucécitos humanos recém coletados e de forma complementar a estes ensaios
genotoxicos, a succinato desidrogenase que atua no complexo Il da cadeia mitocondrial transportadora de
elétrons e no ciclo de Krebs; O acido maldnico também chamado de &cido propanodioico é um inibidor
reversivel competitivo da succinato desidrogenase (DERVARTANIAN; VEEGER, 1964) em vista disso,
foi avaliado o potencial dos compostos fendlicos em inibir a SDH e em reverter a inibigdo induzida pelo
acido mal6nico para avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos conduzidos estdo de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa
Humana (COEP) da Universidade Federal de Lavras, Brasil e aprovado por este comité (N° CAAE
56618616.9.0000.5148).

O sangue usado foi obtido de voluntarios do sexo masculino e feminino, entre 20 e 35 anos,
saudaveis, que ndo fizeram uso de drogas, alcool ou medicamentos nos dias que antecederam 0s
experimentos.

As peconhas brutas e liofilizadas de Lachesis muta muta, Bothrops atrox, B. jararacussu foram
obtidas comercialmente no serpentario Bioagents (Batatais, Sdo Paulo). Os &cidos fenolicos cafeico e
siringico foram adquiridos da Sigma Aldrich ™. As peconhas de serpente e 4cidos fenélicos foram
dissolvidos em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) para uso e armazenados ao abrigo da luz e sob
refrigeracdo (- 12° C). Os outros reagentes utilizados foram de qualidade analitica e pertenciam as marcas

Merck, Synth e Uniscience.


http://frontiersin.org/people/u/74803

50

A extracdo da enzima hepética de frango, succinato desidrogenase, ocorreu por dissolu¢do em
solucéo de sacarose e tampéo fosfato, sendo armazenada em freezer a - 20° C.

2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢bes desnaturantes (SDS-PAGE)

Amostras de peconha da espécie Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta na
concentracdo de 80ug/uL foram previamente incubadas com 20ug e 40ug de &cidos cafeico e siringico
(2:0,5 e 1:25; m/m), por 30 minutos a 37° C, assim como controles contendo pegonhas ou fendlicos
isoladamente foram submetidas a0 mesmo tempo e temperatura. Em seguida, os incubados foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de agentes desnaturantes, conforme
metodologia descrita por Laemmli (1970). A corrida foi realizada por aproximadamente 3 horas,
programada a 110V e 300mA.

No tampdo de amostra foram utilizados agentes quelantes (EDTA), redutor (2-mercaptoetanol),
detergente anidnico (SDS-dodecil sulfato de sddio), sacarose para conferir maior densidade a mistura de
moléculas e azul de bromofenol possibilitando a visualizagdo do término da corrida. O gel de
empacotamento foi elaborado a 6% de poliacrilamida e o gel de separacdo a 12% em poliacrilamida. As
amostras também foram aquecidas em banho de ebuli¢éo, por 5 minutos. O tampéo de corrida foi constituido
por Tris 1,5%, glicina 9,4% e solugdo de SDS a 10%. Ao término da corrida o gel foi corado com uma

solucdo de Coomassie brilliant blue G 250/ metanol/ &cido acético e descorado com acido acético a 10%.

2.2 Eletroforese em gel de agarose para analise da fragmentacdo de DNA humano

A extracdo de DNA de sangue humano foi realizada conforme descrita por LAHIRI e
NUMBERGER (1991). A qualidade do DNA foi verificada pelo equipamento Nanodrop e por eletroforese.
O DNA foi pré-incubado com acido cafeico ou siringico (3, 7,5 e 15 pg diluidos em PBS) por 10 minutos e
depois foi incubado com solucgdes de peconha de B. atrox, B. jararacussu and Lachesis muta muta (30ug
uL™) por mais 30 minutos. Os incubados apresentaram as concentra¢des de 1:0,1, 1:0,25 e 1:0,5 (m/m;
peconha: fendlico). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para anélise da
fragmentacdo do DNA e coradas com Gel Red. Controles contendo apenas DNA e DNA acrescido apenas

dos fendlicos, também foram avaliados.
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2.3 Teste do Cometa

O teste cometa foi utilizado para a detec¢do de dano no DNA em células individualizadas de
leucdcitos de sangue periférico humano. Os tratamentos correspondem a peconha de L. muta muta (50ug)
com acido cafeico e siringico em diferentes propor¢oes (1: 0,01, 1:0,05, 1:0,1 e 1:0,25) e peconha de B.
atrox (50 pg) com &cido siringico em diferentes proporgdes (1:0,05, 1:0,1 e 1:0,25). Os incubados continham
300 uL de sangue, 200 pL de PBS e 100 pL de citrato de sddio, para cada tratamento, seguindo com
incubacdes por 4 h a 37°C. Desta solucdo foi retirada uma aliquota de 45 L e adicionada a 300 pL de
agarose LPM (low melting point). Desta mistura, foram pipetados em triplicata 100 pL em cada lamina e
estas foram tratadas seguindo o protocolo do ensaio cometa conforme descrito por Nandhakumar et al.
(2011). Apos a eletroforese programada a 25V, 300mA por 35 min, os nucleoides, precipitados com etanol,
foram visualizados por coloragdo com iodeto de propideo, classificados e fotografados utilizando um
microscopio de epifluorescéncia. A andlise dos danos foi realizada por escore visual conforme classes
previamente descritas por Collins et al. (1997) com adaptagdes nas classes 3, danos entre 40-85% e 4, danos
> 85%.

2.4 Inibicdo da Succinato desidrogenase

A extracdo da enzima hepatica de frango seguiu o protocolo descrito por Tanaka; Ishibashi;
Toyomizu (1995) com adaptaces. A enzima teve uma diluicdo 1:20 em solucdo de sacarose 0,25M em
tampéo fosfato 0,05M pH 7,4. As solucGes para a reacdao foram preparadas com agua, tampéo fosfato 0,1
mol.L?, succinato de sédio 0,1 mol.L*?, KCN 0,05 mol.L* e DCPI 0,0004 mol.L?, sendo uma delas
acrescida de um inibidor conhecido, da succinato desidrogenase, o 4cido maldnico 0,1 mol.L-!. A reacdo
foi interrompida com &cido mal6nico 0,3 mol.L"*em banho de gelo.

O succinato é reduzido a fumarato e FADH,. O FADH, doa um par de elétrons para o0 DCPI
formando FAD e DCPI-H,, por isso, os célculos para a atividade enzimatica foram realizados segundo
Lambert-beer (A = €. b. ¢), no qual o € (coeficiente de absortividade molar), correspondente & absortividade
do DCPI no comprimento de onda de 600nm, foi 21500 umol.Lt.cm? (BARDAWEEL et al, 2011),bé o
caminho 6ptico e a concentracéo (c) é a prépria atividade da enzima em U. mL e a porcentagem de inibicéo
(1 %) é a diferenca desta atividade.

Todas as reacdes foram feitas em triplicata. Para padronizag&o do teste, foram feitos varios ensaios
(ndo mostrados) a fim de validar a melhor concentracdo do inibidor (&cido maldnico), do substrato e da

enzima. Além disso foi avaliado o efeito dos acidos fenolicos sobre a atividade da enzima na presenca ou
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auséncia do inibidor competitivo bem como o efeito inibidor de compostos fenolicos sobre o possivel

envenenamento mitocondrial induzido por pegonhas de serpentes.

2.4.2 Simulag6es de ancoramento molecular e estudo mecénico quantico

Com a finalidade de se obter a conformacéo inicial dos acidos cafeico e siringico, necessarios para
0s estudos de ancoramento molecular, suas estruturas tridimensionais foram construidas no programa
HyperChem Release 7.03 (Hyperchem, 2002). A geometria foi otimizada e as cargas parciais atbmicas
calculadas através do método semi-empirico AM1 (DEWAR et al., 1985).

As coordenadas da estrutura cristalografica da enzima succinato desidrogenase aviaria
complexada com malonato foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rcsb.org/pdb) cujo codigo é o 2H89, e a resolucio do cristal desta proteina é de 2.4 A.

O programa utilizado para o calculo das energias do ancoramento molecular foi o Molegro Virtual
Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, MOLDOCK, 2006), sendo que este permite determinar a
conformacdo mais provavel de interacdo do ligante com uma macromolécula. As estruturas tridimensionais
dos compostos previamente minimizadas foram transferidas para o programa MVD e cada inibidor foi
ancorado ao sitio ativo da enzima succinato desidrogenase utilizando como referéncia o malonato, por
possuir uma estrutura quimica muito similar a dos compostos estudados.

No intuido de estudar as energias de interacdes entre 0 malonato e os dois acidos fendlicos,
célculos de orbitais moleculares (HOMO - (highest occupied molecular orbital e LUMO - lowest
unoccupied molecular orbital) no nivel Hartree—Fock com a funcio de base 6-31G, foram realizados. E
importante salientar que estas propriedades medem o carater doador/aceptor dos elétrons em um composto
fornecendo o indice de reatividade quimica, ou seja: quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade
elétron-doadora e, quanto menor a energia do LUMO menor sera a resisténcia para aceitar elétrons. Além
disso, uma pequena diferenca de energia entre HOMO e LUMO implica em uma alta reatividade, e enquanto

uma maior diferenca entre HOMO e LUMO implica em uma baixa reatividade.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma andlise de variancia unidirecional (ANOVA), e as médias de
todos os parametros analisados foram comparadas utilizando o teste de Scott Knott a um nivel de 5% de
probabilidade. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico "R" (R Development Core
Team, 2011).
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3 Resultados
3.1 SDS-PAGE

Ao comparar o perfil eletroforético do controle (amostra 1) das Figuras 1A, 1B e 1C com as demais
amostras conclui-se que ndo houve alteragédo no perfil de migracéo, logo, nas condic¢des avaliadas ndo houve
quebras nas estruturas das enzimas, correspondentes as principais classes de toxinas presentes nas peconhas
(Proteases e fosfolipases A,), nem liga¢des covalentes, sugerindo a presenca de interagdes fracas (interaces
de hidrogénio e hidrofdbicas) entre as enzimas e os compostos fenélicos. Esse resultado corrobora a agéo

inibidora dos acidos fen6licos sobre a atividade genotoxica induzida por estas classes de toxinas.
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Figura 1. Perfil Eletroforético (SDS-PAGE) de pegonhas previamente incubadas com os 4cidos cafeico e siringico.
(A) amostras: 1- Bothrops atrox (100ug), 2- B. atrox + acido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. atrox + &cido cafeico (1:0,5;
m/m), 4- B. atrox + &cido siringico (1:0,25; m/m), 5- B. atrox + &cido siringico (1:0,5; m/m). (B) amostras: 1- Bothrops
jararacussu (100ug), 2- B. jararacussu + acido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. jararacussu + acido cafeico (1:0,5; m/m),
4- B. jararacussu + acido siringico (1:0,25; m/m), 5- B. jararacussu + acido siringico (1:0,5; m/m). (C) amostras: 1-
Lachesis muta muta (100ug), 2- L. muta muta + &cido cafeico (1:0,25; m/m), 3- L. muta muta + &cido cafeico (1:0,5;
m/m), 4- L. muta muta + &cido siringico (1:0,25; m/m), 5- L. muta muta + &cido siringico (1:0,5; m/m).

3.2 Eletroforese em gel de agarose para analise da fragmentacdo de DNA humano

O éacido cafeico (Figura 2, Pogos 2-7) protegeu 0 DNA de leucdcitos de forma mais eficiente que o
acido siringico (Figura 3, Poco 3) quando pré-incubados isoladamente com o material genético. Sugere-se
que haja protecdo contra a fragmentacdo espontanea que ocorre pela exposicao das moléculas de DNA a
alteracOes de temperatura, radiacdo, choques mecanicos e outros agentes fisicos durante a realizacdo do
teste.

O acido cafeico quando pré-incubado com DNA ndo foi capaz de inibir a degradacéo deste, induzida
pelas peconhas de B. atrox e B. jararacussu. O &cido cafeico nas proporc¢des 1: 0,1, 1: 0,25 e 1: 0,50
(peconha: composto fendlico; m:m) inibiu parcialmente a fragmentacdo, induzida pela pe¢onha de L. muta
muta. Isto pode ser observado nas bandas que correspondem a fragmentos de alto peso molecular (NUmero
14-19) assim como pelas moléculas de DNA integras que permaneceram retidas na parte superior do gel
(Figura 2).
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Figura 2. Perfil eletroforético para visualizacdo dos efeitos de peconhas ofidicas e acido cafeico sobre a estrutura de
moléculas de DNA. 1- DNA; 2-7- DNA e acido cafeico; 8-13- diferentes concentracGes de acido cafeico pré-incubado
com DNA, em seguida foi adicionado peconha de B. atrox (30ug); 14-19- diferentes concentragGes de acido cafeico
pré-incubado com DNA, em seguida foi adicionada pegonha de L. muta muta (30ug); 20- DNA,; 21-22- DNA + B.
atrox; 23-24- DNA + L. muta muta; 25-Marcador: marcador de peso molecular em pares de bases. Todos 0s
tratamentos foram realizados em duplicata. CA: Caffeic acid.

w

Na incubacdo prévia de 10 pL de DNA (303,5ng/uL) com o &cido siringico a 37°C por 10 minutos
e posterior adi¢do de pegonha de Bothrops atrox, seguindo com incubacéo por mais 30 minutos a 37 °C, as
menores proporcdes 1: 0,1 e 1: 0,25 (peconha: composto fendlico; m:m) houve inibicdo da degradacdo de
moléculas de DNA induzida por peconha de B. atrox (Poc¢os 4-7) (Figura 3). Sugere-se que 0 acido siringico
interagiu com o DNA protegendo-o contra o ataque exercido por toxinas da peconha de B. atrox, entdo, uma
nutricdo epigenética que contenha acido siringico poderia atuar na protecdo do DNA contra danos oxidativos
induzidos por enzimas ou mesmo por outros agentes quimicos ou fisicos. Na presenca de L. muta muta o
acido siringico ndo inibiu a degradacdo do DNA em nenhuma das doses e em nenhum das proporcoes, nas

condicBes avaliadas (resultado ndo mostrado).
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Figura 3. Perfil eletroforético para visualizacdo dos efeitos de pegonhas ofidicas e acido siringico (SA) sobre a
estrutura de moléculas de DNA. 1- DNA; 2- B. atrox (30pg) + DNA; 3- DNA + &cido siringico; 4-9- diferentes
concentragdes de acido siringico pré-incubado com DNA, em seguida foi adicionada peconha de B. atrox; 10-
Marcador: marcador de peso molecular em pares de bases. Todos 0s tratamentos foram realizados em duplicata.
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A peconha de B. jararacussu ndo induziu fragmentagdo do DNA nas condigdes avaliadas, sendo
seu uso descontinuado para este teste.

3.3 Teste do Cometa

A analise das classes de cometas mostrou que ndo houve danos ao DNA dos leucdcitos quando
incubados com 5 pg de &cido cafeico, assim como no controle negativo (PBS). Ainda para o acido cafeico,
houve reducéo de 9 vezes, na fragmentacdo induzida pela pegonha de L. muta muta, nas menores proporgdes
(1:0,01 e 1:0,05 pegonha: composto fenolico; m:m) avaliadas e de 6 vezes na propor¢édo 1:0,1 para cometas
de classe 4, quando comparado ao controle contendo apenas pegconha. Entretanto, na maior proporgdo
(1:0,25 peconha: composto fendlico; m:m) o acido cafeico nao foi capaz de inibir os danos de nivel 4 e
aumentou em 1,7 vezes os danos de nivel 3, quando comparado com os danos induzidos pela peconha de L.

muta muta (Tabela 1).
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Com base nos valores de unidades arbitrarias, concluiu-se que nas propor¢des analisadas o &cido
cafeico ndo induziu danos ao DNA e nem foi capaz de inibir os danos causados pela pegonha de L. muta

muta (Figura 4).

Tabela 1. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o cido cafeico,
com a peconha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peconha de Lachesis muta muta mais
acido cafeico.

Nucleoides em cada Classes de Cometa (%)*

Tratamentos
0 1 2 3 4
(<5%) | (5-20%) | (20-40%) | (40-85%) | (>85%)
C() 53 43,33 3,67 0 0
Acido Cafeico (5 pg mL™) 57,67 32,33 10 0 0
L.muta muta (50 pg mL?) 0 52,67 31 10,33 6
(1:0,01) 0 51,67 46 1,67 0,67
L.muta muta +
. . (1: 0,05) 0 35,67 59,33 4,33 0,67
acido cafeico
(m/m) (1:0,1) 9,33 38 50 1,67 1
(1: 0,25) 0 4,33 52,67 35,66 7,33

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 laminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina,
e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2 Controle negativo: PBS.
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Figura 4. Teste do cometa para avaliacdo dos potenciais genotoxico e/ou antigenotdxico do acido cafeico sobre
nucleoides obtidos de leucdécitos de sangue periférico humano. A peconha de Lachesis muta muta foi utilizada como
controle indutor de fragmentacdo nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrarias calculadas
conforme descrito por Collins et al. (2004): (1 x namero de nucleoides em classe 1) + (2 x nimero de nucleoides em
classe 2) + (3 x nimero de nucleoides em classe 3) + (4 x nimero de nucleoides em classe 4). a = difere estatisticamente
do controle negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo.

Na analise da frequéncia de danos o &cido siringico, quando incubado isoladamente com 0 DNA,
induziu danos de nivel 4 aos nucleoides. O &cido siringico inibiu os danos causados pela peconha de L. muta
muta, embora tenha potencializado o efeito genot6xico induzido pela pegonha de B. atrox. Para os danos
induzidos pela peconha de B. atrox o maior namero de nucleoides classificados como 3 e 4 foram obtidos
na presenca das menores doses do composto fenélico, sendo o aumento de danos inversamente proporcional
a dose avaliada (Tabela 2).

Diferentemente, o acido siringico foi eficaz em inibir a genotoxicidade induzida pela peconha de L.
muta muta reduzindo os nucleoides classificados como 4, quando comparados com o controle contendo
apenas a peconha, sendo o0 aumento de danos proporcional a dose avaliada (Tabela 3).

As unidades arbitrarias comprovam a inibi¢do da genotoxicidade, induzida pela peconha de L. muta
muta, exercida pelo acido siringico, sendo observadas inibi¢des estatisticamente significativas para as
proporcdes 1:0,05, 1:0,1 e 1: 0,25 (pe¢onha: composto fenolico; m:m). As redugdes nos valores de unidades
arbitrarias foram tdo expressivas que os valores observados para os tratamentos foram estatisticamente

iguais aos obtidos para o controle negativo (Figura 5B). Contudo, para os tratamentos de &cido siringico
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junto a peconha e B. atrox, foram observados aumentos significativos da genotoxicidade nas proporgoes
1:0,05 e 1:0,1 (pegonha: composto fendlico; m:m), e diminuigao estatisticamente significativa ( p<0,05) de
1,4 vezes na proporcao 1:0,25 comparando-se os valores de unidades arbitrarias dos tratamentos com o valor
obtido para o controle contendo apenas pegonha de B. atrox (Figura 5A).

Tabela 2. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido
siringico, com a peconha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo pegonha de Bothrops atrox mais
acido siringico.

Nucleoides em cada classe de Cometa (%0)*
Tratamentos
0 1 2 3
4 (>85%)
(<5%) | (5-20%) | (20-40%0) (40-85%)
C (-)? 0 78,33 0 0 0
Acido Siringico (5 pg mL™) 16,73 45,45 0 0,22 5,42
Acido Siringico (12,5 ug mL™) 32 64,33 0 0,33 3,33
B. atrox (50 pg mL™?) 0 43 35,67 17 4,33
i (1: 0.05) 13 43,33 5,67 6,33 31,67
B. atrox + Acido
o (1: 0.1) 8,67 37,67 7,67 18 28
Siringico (m/m)
(1: 0.25) 26,67 51 3,33 2,33 16,67

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 Iaminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina.
e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2 Controle negativo: PBS.
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Tabela 3. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido
siringico, com a peconha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peconha de Lachesis muta

muta mais cido siringico.

Nucleoides em cada classe de Cometa (%)*

Tratamentos
0 1 2 3 4
(<5%) | (5-20%) | (20-40%) | (40-85%) | (>85%)
C(-)? 0 78,33 0 0 0
Acido Siringico (5 pg mL™) 19,33 52,53 0 0,26 6,27
Acido Siringico (12.5 pg mL™) 32 64,33 0 0,33 3,33
L. muta muta (50 pg mL™?) 0 47 13,67 11 28,33
(1: 0.01) 24,2 77,16 28 2 5,21
L. muta muta +
o N (1: 0.05) 29,67 65 0 0 5,33
Acido Siringico
(1:0.1) 22,33 72,33 0 1 4,33
(m/m)
(1: 0.25) 0 66 0 0 3,67

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 Iaminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada
lamina. e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2 Controle negativo: PBS.
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Figura 5. Teste do cometa para avaliagcdo dos potenciais genotéxico e/ou antigenotdxico do acido siringico sobre
nucleoides obtidos de leucécitos de sangue periférico humano. (A) pegonha de B. atrox foi utilizada como controle
indutor de fragmentacdo nas moléculas de DNA. (B) peconha de Lachesis muta muta foi utilizada como controle
indutor de fragmentac&o nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrérias calculadas conforme
descrito por Collins et al. (2004): (1 x nimero de nucleoides em classe 1) + (2 x namero de nucleoides em classe 2) +
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(3 x nimero de nucleoides em classe 3) + (4 x nimero de nucleoides em classe 4). a = difere estatisticamente do
controle negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo.

3.4 Succinato desidrogenase

Influncia dos 4cidos fendlicos no complexo enzima-substrato Influéncia dos acidos fenélicos no complexo enzima-substrato-inibidor
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Figura 6. (A) Inibicdo da atividade da succinato desidrogenase pelos &cidos cafeico e siringico isoladamente. C (+):
atividade avaliada na presenca do inibidor &cido malénico. (B) Inibigdo da atividade da succinato desidrogenase pelos
acidos cafeico e siringico na presenca do acido maldnico. C (+): atividade avaliada na presenca do inibidor acido
malénico. Os acidos fendlicos foram pré-incubados com a enzima por 30 minutos a 37°C, em seguida foi adicionado
0 substrato + acido malénico (1:1). Os resultados correspondem as médias de triplicatas de dados obtidos em cada
proporg¢do. *Potencializagéo estatisticamente significante da inibi¢do da atividade da enzima.

O éacido siringico apresentou uma inibi¢do mais expressiva que o acido cafeico sobre a atividade da
enzima succinato desidrogenase (Figura 6A).

Ao analisar a influéncia do &cido cafeico na atividade da enzima, presenca de enzima-substrato-
inibidor, o fendlico exerceu inibicGes significativamente diferentes do controle (&cido mal6nico) nas doses
de 5, 15 e 30 ug, potencializando a inibicdo do &cido malénico ou somando sua agdo a do inibidor. Para o
acido siringico, foram observadas reducdes na porcentagem de inibicdo exercida pelo acido malonico,
principalmente nas doses menores (1,5 e 3 pg), embora estas ndo tenham sido significativamente diferentes

do controle positivo (Figura 6B).
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Tabela 4. Atividade da Succinato desidrogenase na presenca do inibidor e de diferentes concentragdes dos
acidos fenolicos

Atividade da Succinato Atividade da Succinato
Amostras . Amostras ]
Desidrogenase (U.mL™) Desidrogenase (U.mL™)
. 15 0.0009 . 15 0.0008
(@) (@]
= 3 0.0009 = 3 0.0007
8 8
k) 5 0.0008 S 5 0.0005
5] =
é 15 0.0006 = 15 0.0005
g 30 0.0006 3 30 0.0004
<
C- 0.0043 C- 0.0035
C+ 0.0011 C+ 0.0004

C(-): Enzima e substrato; C(+) Enzima, substrato: 4cido maldnico (1:1). Tratamentos correspondem & incubag&o prévia
dos &cidos fendlicos com a enzima por 30 minutos a 37°C, em seguida foi adicionado o substrato + acido mal6nico
(1:1) e a atividade foi medida por minuto de reagdo. Os resultados correspondem as médias de triplicatas de dados

obtidos em cada proporgéo.

As pegonhas ndo induziram inibicdo da succinato desidrogenase, nas condigdes avaliadas, sendo

seu uso descontinuado para este teste.

3.5 Analise computacional
A melhor conformacgéo de cada ligante foi selecionada de acordo com sua posi¢&o no sitio ativo
da succinato desidrogenase (E.C. 1.3.5.1), sendo que a conformacé&o escolhida para cada um (acido cafeico
e acido siringico) foi aquela que possuia 0 maior grau de similaridade espacial com o acido malénico que
se encontrava cristalizado na proteina obtida do PDB. Os resultados teéricos obtidos do ancoramento
molecular foram avaliados e comparados com base nos resultados experimentais descritos anteriormente.
As conformac0es escolhidas foram utilizadas para a analise das interagdes com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo. Para avaliar melhor os fatores mais relevantes para a poténcia dos compostos,
0s seguintes pardmetros foram calculados: (a) energia de ligacéo de hidrogénio entre o ligante e a proteina
(ELign); (b) energia intramolecular do ligante (Einwa); (C) energia intermolecular (Einer); (d) energia de escore.
Observando a tabela 5, a diferenca entre a energia intermolecular dos compostos aumenta seguindo a

tendéncia, acido siringico< acido cafeico < dcido maldnico, isto é, 4&cido maldnico interage mais fortemente



63

com a succinato desidrogenase que 0s outros compostos. Este resultado corrobora os dados da tabela 6.
Analisando as ligacdes de hidrogénio entre os trés compostos e a enzima foi observado: (i) todos os
compostos interagem com FAD e Gly62; (ii) os &cidos siringico e malénico interagem com Thr265 e
Arg297; (iii) somente o &cido siringico interage com Arg408; (iv) somente o 4cido cafeico interage com
His364. A figura 7 apresenta os compostos no interior do sitio ativo.

Tabela 5. Valores de energia obtidas do ancoramento entre a enzima succinato desidrogenase e 0s
inibidores.

Compostos Evign(kcal mol™) | Einwa(kcal mol?) | Einer (kcal mol?) | Escore(kcal mol™?)
Acido maldnico -11,74 3,42 -81,25 -78,59
Acido cafeico -2,3 3,85 -31,84 -27,99
Acido siringico -4,76 9,95 -29,75 -19,79

Fonte: Molegro Virtual Docker
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Figura 7. Resultado do ancoramento molecular entre a enzima succinato desidrogenase e o0s acidos
fendlicos

Acido Cafeico (A), &cido maldnico (B) e 4cido siringico (C). Os tracejados azuis representam as interagdes tipo ligacio
de hidrogénio.
Fonte: Imagens geradas pelo software Molegro Virtual Docker

As energias dos orbitais sem fronteira HOMO e LUMO foram calculadas no intuido de observar
qual dos dois fenolicos interage melhor com o acido maldnico (Tabela 6). Calculando-se a diferenca de

energia entre 0 HOMO do acido malénico, observa-se um alto valor de energia, demonstrando uma alta
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capacidade doadora deste orbital. A energia do LUMO também é elevada e revela que o 4cido maldnico ndo
tem grande capacidade de receber elétrons. Desta forma, pode-se concluir que 0o HOMO do &cido malbnico
sera um dos orbitais mais importantes para racionalizar 0 mecanismo de interagdo. A partir da Tabela 6,
pode-se concluir que a diferenca de energia HOMO (acido malénico)-LUMO (demais compostos) ndo é
significativa comparada a diferenca LUMO (&cido malénico)-HOMO (demais compostos). Assim, estes
compostos podem interagir fora ou no interior do sitio ativo da enzima. Finalmente, a diferenca de energia
entre 0 LUMO do &cido siringico e cafeico é muito pequena, o que corrobora os dados experimentais (Tabela
6).

Tabela 6. Energias do HOMO e LUMO (eV).

Composto HOMO LUMO
Acido maldnico 2,26.10% 3,83.10%
Acido cafeico -9,08.10% 1,61.10%
Acido siringico -9,29.10% 1,85.10%

Fonte: Software HyperChem Release 7.03

4. Discussao

Os acidos cafeico e siringico foram previamente estudados quanto a genotoxicidade e
citotoxicidade, sendo sua acdo avaliada sobre diferentes linhagens de células normais e cancerosas,
considerando sua atividade antioxidante ou pré-oxidante (LI et al., 2000).

Estes compostos sdo antioxidantes por abstrairem o elétron da espécie reativa de oxigénio (ERO),
gerada durante a atividade catalitica de enzimas como a catalase, formando assim, um hibrido com estruturas
de ressonancia estavel. O &cido cafeico pode ser mais estavel pois o elétron pode envolver-se numa
ressonancia entre o anel benzénico e a ligacdo dupla dos carbonos adjacentes até converter-se em uma
molécula menos reativa. Este fendlico mostrou-se capaz de prevenir a ruptura de fitas simples de DNA e a
citotoxicidade (SESTILI et al., 2002). A acdo antioxidante deste composto pode ser um dos mecanismos
propostos para o efeito protetor exercido pelo &cido cafeico sobre moléculas de DNA (Figura 2).

Por outro lado, ha mecanismos que podem ser aplicados para esclarecer a atividade pré- oxidativa

do &cido cafeico, ao mobilizar o cobre enddgeno (redugdo do Cu celular para Cu I), possivelmente ligado a
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cromatina, e a consequente producdo de ERO. Tal mecanismo leva a ruptura de DNA internucleosomal (um
marcador de apoptose). O &cido cafeico é melhor pré-oxidante que o &cido siringico por possuir um grupo
catecol (anel diidroxibenzénico), grupo essencial para a clivagem do DNA. Desta forma é uma propriedade
interessante para ser explorada em estudos que buscam caracterizar compostos anti-tumorais (KAGAWA
et al, 1994; BHAT; AZMI; HADI, 2007). Assim, a caracterizacdo de diferentes proporcdes moleculares
resultam em informacdes relevantes sobre as doses adequadas de cada fendlico para obtengdo de acéo anti-
oxidante ou pro-oxidante, considerando os alvos que se pretende atingir com o uso destes compostos.

No estudo da eletroforese em gel de agarose, o acido cafeico protegeu as moléculas de DNA de
leucécitos (Figura 2) o que corrobora os dados de Bhat, Azmi e Hadi (2007) que avaliaram a a¢do do acido
cafeico nas concentragdes de 50 e 100 pmol.L* e observaram que ndo houve fragmentacdo do DNA de
linfocitos. Contudo, os mesmos autores relataram a presenca de fragmentacdo do DNA nas doses de 200 e
400 pumol.L?, sugerindo um mecanismo de reducéo de ions cobre presentes na cromatina e consequente
geracdo de radicais hidroxila e outras espécies reativas de oxigénio in situ (BHAT; AZMI; HADI, 2007).

Em outro estudo, os acidos cafeico e siringico (0,002, 0,004, 0,008, 0,016 e 0,032ug/uL) séo
descritos como protetores da fragmentagdo de DNA de plasmideo pBR contra danos induzidos por H2O; e
radiacdo UV. O perfil de migracéo eletroforética em gel de agarose, revelou uma prote¢do menos efetiva na
menor dose avaliada (SEVGI; TEPE; SARIKURKCU, 2015) estes resultados séo condizentes com 0s
obtidos no presente trabalho (Figura 2 e 3), embora tenham sido avaliadas doses maiores (7,5 pg/pL, 15
pg/uL) e moléculas de DNA de origem diferente (leucdcitos sanguineos humanos).

A genotoxicidade das peconhas de serpente pode ser atribuida a inimeras enzimas, proteinas e
peptideos que a compdem. Pesquisas sobre protebmica permitem a comparacao da composicao proteica de
peconhas de diferentes espécies de serpentes. A peconha de B. atrox é rica em metaloproteases das classes
Pl e P-I11 (58-74%) seguida por fosfolipases A, (6,4-14%), desintegrinas (3,2-9%) e serinoproteases (7-
11%) (KOHLHOFF et al, 2012), a peconha de B. jararacussu contém fosfolipases A (35%), House Keeping
— requeridos para a manutengdo da fungdo celular basica, expressos de todos os tipos celulares de um
organismo (25%), seguido de metaloproteases (16%) (CORREA-NETTO, et al, 2010, KASHIMA et al,
2004). A peconha de L. muta muta (SANZ et al, 2008) é abundante em metaloproteases (31,9%) e
serinoproteases (31,2%). Essas relevantes diferengas na composicdo das peconhas podem explicar
parcialmente a diferenca entre os resultados do cometa, nos ensaios com acido siringico, na tentativa de
inibir os danos induzidos pelas peconhas de B. atrox e L. muta muta (Figura 5A e 5B).

Embora as LAAOSs representem uma pequena porcentagem do contetdo proteico das pegonhas,
sua acdo na geracdo de espécies reativas também deve ser considerada, atribuindo a elas importante papel

na inducdo de danos as moléculas de DNA. Por outro lado é importante salientar que mesmo na auséncia
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de peroxido de hidrogénio a genotoxicidade da LAAO persiste. Em ensaios com diversas peconhas, dentre
elas B. jararacussu, foi detectada atividade anti-Leishmania amazonenses atribuida principalmente a acéo
de LAAO (CISCOTTO et al., 2009). Diversas outras investigacdes cientificas atribuem a toxicidade das
LAAO:s a atividade enzimética geradora de ERO (altamente reativa e danosa em sua atuacao sobre estruturas
celulares e moléculas livres), contudo, outros mecanismos tém sido propostos uma vez que estas enzimas
exercem efeitos bioldgicos e farmacoldgicos (incluindo inducdo de agregacdo plaquetéria, apoptose,
hemorragia, citotoxicidade, além de atividade antimicrobiana, antifingica, antitumoral e antiprotozoarios)
gue, em muitos estudos, se mostraram apenas parcialmente dependentes da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (IZIDORO et al., 2014).

Em adicdo, a toxina BatxLAAO, isolada de peconha de B. atrox e as toxinas BjussuMP-11, BthTX-
| e BthTX-Il isoladas de B. jararacussu demonstraram potencial genotéxico quando analisadas sobre
linfécitos humanos através dos testes do cometa e micronlcleo (MARCUSSI et al., 2011; 2013). Sendo
importante ressaltar que apds a atuacdo do sistema dos checkpoints celulares, as células conseguiram
corrigir parte dos danos induzidos pela BjussuMP-I1 sobre as moléculas de DNA.

Em testes cometa com células de hepatoma de ratos, as quais foram tratadas por 24 horas, com o
acido cafeico nas doses de 50, 500 e 15009, diluido em DMSO 1%, néo foi observada a¢do genotoxica
(MAISTRO et al. 2011), entretanto em ensaios de pré-tratamento de linfocitos de sangue com este acido
fendlico (1,5 e 10 pg / mL) foi observada reducdo nos comprimentos das caudas dos nucleoides, comparado
aos nucleoides do controle indutor de danos (exposi¢do por 30 minutos a radiacdo UVB, 280-320nm),
havendo acdo protetora do acido cafeico sobre a agdo da radiacdo (PRASAD; JEYANTHIMALA;
RAMACHANDRAN, 2009). Estes dados corroboram os observados no presente trabalho (Figura 4 e 5) e
apontam a necessidade de avaliacdo dos acidos fendlicos em doses ainda menores.

Outras propriedades descritas apontam o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) como principal
componente ativo presente na propolis, apresentando potencial antibacteriano, antiviral, antifingico,
antioxidante, anti-inflamatorio e anticarcinogénico. Em adi¢do, CAPE atua como um inibidor da histona
desacetilase (HDAC), uma classe de farmacos designada como agente epigenético que modula a atividades
de oncogenes e genes supressores de tumores. Por se tratar de uma molécula que pode inibir HDAC, direta
ou indiretamente, nos diferentes subtipos de cancer da mama (OMENE et al, 2013), apresenta-se promissora
no &mbito médico-cientifico. De acordo com estas observagdes, sugere-se que este mecanismo possa
também ser considerado para explicar parcialmente os resultados obtidos no presente trabalho (Figuras 2 e
3).

Compostos fendlicos apresentam propriedades mitocondriotrépicas, isto é, atuam na modulacéo da

atividade enzimatica dos componentes do sistema de fosforilagdo oxidativa e do ciclo de Krebs, logo, por
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estar envolvida nestes processos, a succinato desidrogenase foi escolhida para os ensaios por ser a unica
enzima que reduz o FAD no ciclo de Krebs (NEUZIL et al., 2013).

Desta forma, o envenenamento mitocondrial, resultando em acéo citotoxica, pode ser avaliado ao
inibir a succinato desidrogenase (SDH) hepética de frango. Ha uma interagdo da SDH com malonato através
dos residuos: ALA 74B, CYS 73B, SER 72B, ARG 62B, PRO 113B, LEU 11B, PHE 61B, VAL 112B,
LEU 102B, MET 75B. Componentes presentes na resina obtida de Gardenia lucida, rica em
polimetoxiflavonas, e 0 malonato, ligam-se, na mesma enzima, a residuos de aminoacidos diferentes, logo,
estes flavonoides, realizam interacdo nao especifica com a SDH (MAURYA et al., 2017). De forma similar,
as interacdes dos acidos cafeico e siringico com os residuos de aminoacidos da succinato desidrogenase
mostram-se transientes e fracas (interacfes ibnicas), considerando as altera¢des induzidas na atividade da
enzima na presenca e auséncia do inibidor (malonato) e as forgas de interagdes obtidas nas analises
computacionais.

Ao observar as estruturas dos &cidos fendlicos (Figura 8) o &cido cafeico faz mais interagdes de
hidrogénio com a SDH pois apresenta mais grupos hidroxilas. Ja o &cido siringico apresenta grupos metoxi
que s&o mais volumosos e deixam a hidroxila mais impedida para fazer a ligacao de hidrogénio dados que
corroboram com a Tabela 5. A Figura 6 mostra que o &cido siringico inibe de forma mais significativa a
atividade catalitica da succinato desidrogenase (SDH) em relacdo ao &cido cafeico. Apesar disso, 0s
resultados apontam que a interagdo do acido cafeico com a enzima SDH apesar de ser mais forte ndo é capaz
de interferir na atividade enzimética de forma significativa.

Figura 8: Acido cafeico e Acido Siringico
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5. Conclusao

Neste contexto, os acidos fenolicos podem ser antioxidantes ao sequestrar elétrons de ROS ou proé-
oxidantes ao formar ROS em moléculas de DNA de leucdcitos, dependente das doses utilizadas que
permeiam diferentes agdes como, por exemplo, a interagcdo com o cobre intracelular, presente na cromatina,
e sua reducdo para Cu (1) (BHAT; AZMI; HADI, 2007; KAGAWA et al, 1994). Os compostos fendlicos
avaliados foram capazes de inibir a acdo genotoxica induzida por moléculas presente em peconhas de
serpentes, principalmente, proteases, fosfolipases A, e L-aminoacido oxidases. Os fendlicos foram capazes
de interagir com o a succinato desidrogenase sendo potenciais inibidores do ciclo de Krebs e da cadeia
transportadora de elétrons, podendo ser explorados como agentes citotoxicos e/ou apoptoticos contra células
cancerosas. Ainda, os fenolicos alteraram a agdo do inibidor &cido mal6nico, produzido endogenamente em
grandes quantidades em algumas patologias, podendo sua agdo ser modulada com doses e formas de
administracdo adequadas dos fendlicos.

Além disso, as proteinas de pegonhas de serpentes atuaram como ferramentas valiosas na inducéo
de genotoxicidade e resultados promissores, da acéo inibidora exercida pelos compostos fendlicos, foram
obtidos. Novos estudos poderdo contribuir para o entendimento dos mecanismos de a¢do dos &cidos
fendlicos, assim como dos fatores que afetam sua atividade, sabendo de antemao que estes compostos séo
capazes de interagir com enzimas (proteinas), substratos e inibidores, com ions, espécies reativas, € em
adicdo com moléculas de DNA (LU; CLEMETSON; CLEMETSON, 2005; MAURYA et al., 2017).

Referéncias

BHAT, S. H.; AZMI, A. S.; HADI, S. M.
Prooxidant DNA breakage induced by caffeic acid in human peripheral lymphocytes: involvement of endo
genous copper and  a putative mechanism for  anticancer properties. Toxicology and Applied
Pharmacology, v. 218, n. 3, p.249-55, Feb. 2007.

BARDAWEEL, S. et al. 2011. E. Coli Histidine Triad Nucleotide Binding Protein 1 (Echint) Is a Catalytic
Regulator of D-Alanine Dehydrogenase (Dada) Activity in Vivo. PLoS ONE, v. 6, n. 7, p.1-9, 2011.

CHEEMANAPALLLI, et al. Exploring the Binding Affinity of Novel Syringic Acid Analogues and Critical
Determinants of Selectivity as Potent Proteasome Inhibitors. Anticancer Agents in Medicinal Chemistry,
v. 16, n. 11, p. 1496-1510, 2016.

CISCOTTO, P. et al. Antigenic, microbicidal and antiparasitic properties of an L-amino acid oxidase
isolated from Bothrops jararaca snake venom. Toxicon, Belo Horizonte, v. 53, n. 3, p. 330-341, Mar. 2009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhat%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17208261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azmi%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17208261
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadi%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17208261

70

COLLINS, A.Cometassay in human biomonitoring studies: reliability, validation, and applications.
Environmental and Molecular Mutagenesis, v. 30, p. 139-4630, jun. 1997.

COLLINS, A. R. The Comet Assay for DNA Damage and Repair: Principles, Applications, and Limitations.
Molecular Biotechnology, v. 26, p. 249-261, Mar. 2004.

CORREA-NETTO, et al. Immunome and venome of Bothrops jararacussu: A proteomic approach to
study the molecular immunology of snake toxins. Toxicon, v. 55, p. 1222-1235, 2010.

DERVARTANIAN, D. V.; VEEGER, C. Studies on succinate dehydrogenase: I. Spectral properties of the
purified enzyme and formation of enzyme-competitive inhibitor complexes. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Specialized Section on Enzymological Subjects. v. 92, n. 2, p. 233-247, 22 Nov. 1964.

DEWAR, M.J.S. et al. The development and use of guantum-mechanical molecular-models.76. AM1-A
new general-purpose quantum-mechanical molecular-model. Journal of the American Chemical
Society. v.107, p.3902-3909, 1985.

DHANANJAYA, B. L.; GOWDA, T. V.; D'SOUZA, C. J. M. Evidence for existence of venom 5 '
nucleotidase in multiple forms through inhibition of concanavalin A. Cell Biochemistry and Function, v.
28, n.7, p. 620-622, Oct 2010.

GUTIERREZ, J. M.; RUCAVADO, A. Snake venom metalloproteinases: Their role in the pathogenesis of
local tissue damage. Biochimie, v. 82, n. ,p. 841-850, 2000.

IZIDORO, L. F. M. et al. Snake Venom L-Amino Acid Oxidases: Trends in Pharmacology and
Biochemistry. Biomed Research International, Uberlandia, v. 2014, 19p, 2014.

KAGAWA, T.F.; et al. Covalent modification of guanine bases in double-stranded DNA: the 1:2-AZ-
DNA structure of dC(cacacg) in the presence of CuCl,.The Journal of Biological Chemistry, v. 266, p.
20175-20184, 1994.

KASHIMA S. et al. Analysis of Bothrops jararacussu venomous gland transcriptome focusing on
structural and functional aspects : I—gene expression profile of highly expressed phospholipases A;
Biochimie. v. 86, n. 3, p. 211-219, March 2004.

KOHLHOFF, M. et al. Exploring the proteomes of the venoms of the Peruvian pit vipers Bothrops atrox,
B. barnetti and B. pictus. Journal of Proteomics, v. 75, n. 7, p.2181-95, Apr. 2012.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage
T4. Nature, v. 227, p. 680-685, aug. 1970.

LAHIRI, D. K.; NURNBERGER, J. I. JR. A Rapid Non-Enzymatic Method for the Preparation of HMW
DNA from Blood for RFLP Studies. Nucleic Acids Research, v. 19, n. 19, p. 5444, oct. 1991.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569/92/2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300908404000203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15134836
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03009084/86/3
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03009084/86/3
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03009084/86/3
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03009084/86/3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kohlhoff%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22300577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lahiri%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1681511
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nurnberger%20JI%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1681511

71

LENNON, F.E.; SINGLETON, P.A. Hyaluronan regulation of vascular integrity. American Journal of
Cardiovascular Disease, v. 1, n. 3, p. 200-13, Sep. 2011

LI, A. S. H. et al. DNA-Breaking versus DNA-protecting activity of four phenolic compounds in vitro.
Free Radical Research, v. 33, n. 5, p. 551-566, 2000.

LU, Q.; CLEMETSON, J. M.; CLEMETSON, K. J. Snake venoms and hemostasis. Journal of
Thrombosis and Haemostasis, v. 3, n. 8, p. 1791-9, Aug. 2005.

MAISTRO, E. L.etal. Invitro genotoxicity assessment of caffeic, cinnamic and ferulic acids. Genetics and
Mocular Research, v. 10, n. 2, p. 1130-40, jun. 2011.

MARCUSSI, S. et al. Evaluation of the genotoxicity of Crotalus durissus terrificus snake venom and its
isolated toxins on human lymphocytes. Mutation Research-Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, v. 724, n. 1-2, p. 59-63, Sep. 2011.

MARCUSSI, S. et al. Genotoxic effect of Bothrops snake venoms and isolated toxins on human lymphocyte
DNA. Toxicon, v. 65, p. 9-14, Apr. 2013.

MAURYA, P. et al. Characterization of Bioactive Constituents from the Gum Resin of Gardenia Lucida
and Its Pharmacological Potential. Biomedicine & Pharmacotherapy -v. 85, p. 444-56, 2017.

NAKAD, R.; SCHUMACHER, B. DNA Damage Response and Immune Defense: Links and Mechanisms.
Frontiers in Genetics, v. 9; n. 7, p. 147, 2016.

NANDHAKUMAR, S. et al. Evaluation of DNA Damage Using Single-Cell Gel Electrophoresis (Comet
Assay). Journal of Pharmacology & Pharmacotherapeutics, v. 2, n. 2, p. 107-11, 2011

NASCIMENTO, J.; COLLARES-BUZATO, C.; HYSLOP, S. Apoptosis induced by an acidic
deoxyribonuclease (DNase Il) from Bothrops alternatus snake venom in MDCK cells. Febs Journal, v.
275, p. 265-265, Jun. 2008.

NAUMANN, G. B. et al. Cytotoxicity and inhibition of platelet aggregation caused by an L-amino acid
oxidase from Bothrops leucurus venom. Biochimica Et Biophysica Acta-General Subjects, v. 1810, n. 7,
p. 683-694, Jul 2011.

NEUZIL, J. Classification of mitocans, anti-cancer drugs acting on mitochondria. Mitochondrion v. 13, n.
2013, p.199-208, 2013.

OMENE, C. et al. Propolis and its Active Component, Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE), Modulate
Breast Cancer Therapeutic Targets via an Epigenetically Mediated Mechanism of Action. Journal of
Cancer Science and Therapy, v. 5, n. 10, p.334-342, 2013.

PRASAD, N. R.; JEYANTHIMALA, K.; RAMACHANDRAN, S. Caffeic
acid modulates ultraviolet radiation-B induced oxidative damage in human blood lymphocytes. Journal of
Photochemistry and Photobiology. Biology, v. 95, n. 3, p.196-203, jun. 2009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lennon%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22254199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singleton%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22254199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22254199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22254199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16102046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemetson%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16102046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemetson%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16102046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16102046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16102046
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maistro%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21710465
http://frontiersin.org/people/u/354564
http://frontiersin.org/people/u/74803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27555866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prasad%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19386510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeyanthimala%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19386510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramachandran%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19386510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ultraviolet+(UV)+radiation+causes+inflammation%2C+gene+mutation+and+immunosuppressin+in+the+human+skin+cells.+These+biological+changes+are+responsible+for+photocarcinogenesis+and+photoaging.+Normal+lymphocytes+are+highly+sensitive+to+the+damaging+effect+of+UV-radiation+and+undergo+cell+death.+In+the+present+study%2C+the+photoprotective+effect+of+caffeic+acid+(3%2C4-dihydroxy+cinnamic+acid)%2C+a+dietary+phenolic+compound%2C+has+been+examined+in+the+UVB+(280-320)+irradiated+human+blood+lymphocytes.+Lymphocytes+pretreated+with+increasing+concentration+of+caffeic+acid+(l%2C+5+and+10+microg%2FmL)+for+30min+were+irradiated+and+lipid+peroxidation%2C+antioxidant+defence+status%2C+cell+viability+(by+MTT+assay)+and+DNA+damage+(by+comet+assay)+were+examined.+UVB-irradiation+causes+increased+levels+of+lipid+peroxidation%2C+DNA+damage+and+decreased+antioxidant+status%2C+cell+viability+in+human+lymphocytes.+Caffeic+acid+pretreatment+significantly+reduced+the+levels+of+lipid+peroxidation+markers+i.e.+thiobarbituric+acid+reactive+substance+(TBARS)%2C+lipid+hydroperoxide+(LPH)%2C+conjugated+diene+(CD)+and+decreased+DNA+damage+(tail+length+and+%25+tail+DNA)+in+UVB-irradiated+lymphocytes.+Further%2C+caffeic+acid+pretreatment+significantly+maintains+antioxidant+status+and+decreased+UVB-induced+cytotoxicity.+The+maximum+dose+of+caffeic+acid+(l0+microg%2FmL)+normalized+the+UVB+induced+cellular+changes+indicating+the+photoprotective+effect+of+caffeic+acid+in+irradiated+lymphocytes.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ultraviolet+(UV)+radiation+causes+inflammation%2C+gene+mutation+and+immunosuppressin+in+the+human+skin+cells.+These+biological+changes+are+responsible+for+photocarcinogenesis+and+photoaging.+Normal+lymphocytes+are+highly+sensitive+to+the+damaging+effect+of+UV-radiation+and+undergo+cell+death.+In+the+present+study%2C+the+photoprotective+effect+of+caffeic+acid+(3%2C4-dihydroxy+cinnamic+acid)%2C+a+dietary+phenolic+compound%2C+has+been+examined+in+the+UVB+(280-320)+irradiated+human+blood+lymphocytes.+Lymphocytes+pretreated+with+increasing+concentration+of+caffeic+acid+(l%2C+5+and+10+microg%2FmL)+for+30min+were+irradiated+and+lipid+peroxidation%2C+antioxidant+defence+status%2C+cell+viability+(by+MTT+assay)+and+DNA+damage+(by+comet+assay)+were+examined.+UVB-irradiation+causes+increased+levels+of+lipid+peroxidation%2C+DNA+damage+and+decreased+antioxidant+status%2C+cell+viability+in+human+lymphocytes.+Caffeic+acid+pretreatment+significantly+reduced+the+levels+of+lipid+peroxidation+markers+i.e.+thiobarbituric+acid+reactive+substance+(TBARS)%2C+lipid+hydroperoxide+(LPH)%2C+conjugated+diene+(CD)+and+decreased+DNA+damage+(tail+length+and+%25+tail+DNA)+in+UVB-irradiated+lymphocytes.+Further%2C+caffeic+acid+pretreatment+significantly+maintains+antioxidant+status+and+decreased+UVB-induced+cytotoxicity.+The+maximum+dose+of+caffeic+acid+(l0+microg%2FmL)+normalized+the+UVB+induced+cellular+changes+indicating+the+photoprotective+effect+of+caffeic+acid+in+irradiated+lymphocytes.

72

PRASAD, N. R. et al. Caffeic Acid Modulates Ultraviolet Radiation-B Induced Oxidative Damage in
Human Blood Lymphocytes. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 95, n. 3, p.196—
203, 20009.

RAMAWAT, K. G.; MERILLON, J-M. Natural Products — Phytochemistry, Botany and Metabolism
of Alkaloids, Phenolics and Terpens, v. 3, Springer reference. v. 3, p.1951-1969, 2013.

SANZ, L. et al. Snake venomics of the South and Central American Bushmasters. Comparison of the toxin
composition of Lachesis muta gathered from proteomic versus transcriptomic analysis. Journal
of Proteomics, Valencia, v. 71, n. 1, p. 46-60, Apr. 2008.

SARWAR T. et al. Caffeic acid binds to the minor groove of calf thymus DNA: A multi-spectroscopic,
thermodynamics and molecular modelling study. International Journal of Biological Macromolecules,
Aligarh, v. 98, p. 319-328, Fev. 2017.

SESTILI, P. et al. Plant-derived phenolic compounds prevent the DNA single-
strand breakage and cytotoxicity induced by tert-butylhydroperoxide via an iron-chelating mechanism.
The Biochemical Journal, v. 364, n.(Pt 1), p.121-8, May. 2002.

SEVGI, K.; TEPE, B.; SARIKURKCU, C. Antioxidant and DNA Damage Protection Potentials of Selected
Phenolic Acids Gallic Acid. Food and Chemical Toxicology, v. 77, p. 12-21, 2015.

TANAKA, M., ISHIBASHI, T.; TOYOMIZU, M. Time Course of Oxidative Phosphorylation in Liver
Mitochondria of Chickens Fed on High-protein Diet. British Poultry Science, Niigata, v. 36, n. 1, p. 143—
54, 1995.

THOMSEN, R.; CHRISTENSEN, M. H. MOLDOCK: A new technique for high-accuracy molecular
docking. Journal of Medicinal Chemistry, v. 49, n. 11, p. 3315-3321, Jun. 2006.

VANESSA, S. G. et al. Morelloflavone and Its Semisynthetic Derivatives as Potential Novel Inhibitors of
Cysteine and Serine Proteases. Journal of Medicinal Plants Research, v. 9, n. 13, p. 426-34, 2015.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18541473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18541473
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sestili%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11988084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plant-derived+phenolic+compounds+prevent+the+DNA+single-strand+breakage+and+cytotoxicity+induced+by+tert-butylhydroperoxide+via+an+iron-chelating

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
20
21

22

73

ARTIGO 2

Gallic acid and Vanilic acid: specific interactions with cytogenotoxic molecules

Tatiane Silva de Abreu?, Mariana Aparecida Braga®, Gustavo Henrique Andrade Machado?,

Pedro Henrique Souza César?, Elaine Fontes Ferreira da Cunha?, Silvana Marcussi”

1Chemistry Department, Biochemistry Laboratory, Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Campus UFLA, Lavras, Minas Gerais, 37200-000, Brazil.
2Chemistry Department, Computacional Chemistry Laboratory, Universidade Federal de Lavras

(UFLA), Campus UFLA, Lavras, Minas Gerais, 37200-000, Brazil.

“Author for corresponding: Dra. Silvana Marcussi, Biochemistry Laboratory, Department of
Chemistry, Federal University of Lavras, University Campus, CP: 3037, Lavras 37200-000, Brazil

(telefax number: +55(35)3829-1271, e-mail: marcussi@ddgi.ufla.br).

Artigo formatado segundo as normas da revista International Journal of Biological

Macromolecules.


mailto:marcussi@dqi.ufla.br

23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53

54

55

56

57

58

59

60

74

Resumo

Diferentes compostos fenolicos tem sido alvo de prospecgdes farmacoldgicas e nutracéuticas. No presente
trabalho, foram avaliadas intera¢Ges entre os acidos galico e vanilico e toxinas presentes em peconhas de
serpentes, que resultam em acdo inibitéria de moléculas com potencial genotéxico como, por exemplo,
proteases, fosfolipases A, e peptideos com acéo sobre canais idnicos. No teste de fragmentacdo de DNA de
leucécitos de sangue periférico humano, avaliado por eletroforese em gel de agarose, as peconhas de L.
muta muta e B. atrox mostraram-se genotdxicas, sendo esta atividade parcialmente inibida pelos compostos
fendlicos avaliados, principalmente na proporcdo de 1:0,5 (peconha: fendlico; m:m). A peconha de B.
jararacussu, nas condic¢des avaliadas, ndo induziu fragmentacéo de DNA. A a¢do antigenotdxica dos acidos
galico e vanilico foi confirmada pelo teste do cometa realizado em leucécitos humanos, no qual foram
observadas inibi¢des significativas sobre a fragmentacdo de DNA induzida por peconha de B. atrox e L.
muta muta apds incubagdes com os fendlicos em proporcées que variaram de 0,01 a 0,25 (m: m). A maior
inibicdo foi obtida para a propor¢do de 1:0,25 de peconha de B. atrox previamente incubada com &cido
vanilico, em que o valor de unidades arbitrarias foi reduzido em 73% se igualando ao observado para o
controle negativo. Os resultados sugerem a presenca de interacbes moleculares fracas entre as toxinas
presentes nas peconhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e Lachesis muta
muta com os &cidos galico e vanilico, uma vez que ndo foram observadas alteracfes no perfil de migracéo
das toxinas quando avaliadas por SDS-PAGE apds incubag¢do com os compostos fendlicos. A reversdo da
inibicdo da succinato desidrogenase pelo malonato na presenca dos &acidos fendlicos foi considerada
estatisticamente significante apenas as inibi¢cbes observadas para o acido galico nas doses de 3 e 5ug.
Andlises computacionais realizadas com a succinato desidrogenase de figado de frango, usada nos ensaios
e altamente homologa a enzima humana, demonstram a presenca de energias favoraveis a ligacdo dos
compostos ao inibidor assim como a enzima. Neste contexto, os compostos fendlicos em baixas doses
podem proteger moléculas de DNA contra a acéo de agentes genotoxicos, sendo promissores no tratamento
de doengas, como coadjuvantes farmacol6gicos ou na nutricdo epigenética. Contudo, novos estudos sdo
necessarios para ampliar a caracterizacdo destas moléculas, uma vez que a analise experimental
fundamentada pela computacional revelou ndo apenas interag@es dos fenolicos com o acido mal6nico, mas
também com a enzima succinato desidrogenase.

Palavras-chave: compostos fendlicos; Fragmentacdo do DNA; Peconhas de serpentes; Inibidores

enzimaticos; Modelagem molecular; Atividade das mitocdndrias.



61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

84
85
86
87
88
89
90
91

92

93

94

95

75

ABSTRACT

Different phenolic compounds have been the subject of pharmacological and nutraceutical prospects. In the
present work, interactions between gallic and vanillic acids and toxins present in snake venoms which were
evaluated, result in the inhibitory action of molecules with genotoxic potential, such as proteases,
phospholipases A2 and peptides with action on ion channels. In the DNA fragmentation test of human
peripheral blood leucocytes, evaluated by agarose gel electrophoresis, the venoms of L. muta muta and B.
atrox were genotoxic. This activity was partially inhibited by the phenolic compounds evaluated, mainly in
the ratio of 1: 0.5 (venom: phenolic; w: w). The highest inhibition was obtained for the ratio of 1: 0.25 of
B. atrox venom previously incubated with vanillic acid, in which the value of arbitrary units was reduced
by 73%, equal to that observed for the negative control. The results suggest the presence of weak molecular
interactions between the toxins present in the snakes venoms of Bothrops atrox, Bothrops jararacussu and
Lachesis muta muta with gallic and vanillic acids, since no changes in the migration profile of the toxins
were observed when evaluated by SDS-PAGE after incubation with the phenolic compounds .Inhibitions
were exerted by the phenolics on the action of the malonic acid inhibitor, being considered statistically
significant only the inhibitions observed for gallic acid in doses of 3 and 5 pug. Computational analyzes
performed with chicken liver succinate dehydrogenase, used in the tests and highly homologous to the
human enzyme, demonstrate the presence of energies favorable to the binding of the compounds to the
inhibitor as well as to the enzyme. In this context, low dose phenolic compounds can protect DNA molecules
against the action of genotoxic agents, being promising in the treatment of diseases, as pharmacological
adjuvants or in epigenetic nutrition. However, new studies are needed to extend the characterization of these
molecules, since the experimental analysis based on the computational revealed not only interactions of
phenolics with malonic acid but also with the enzymes succinate dehydrogenase.

Keywords: phenolic compounds; DNA fragmentation; snake venoms; enzymatic inhibitors; molecular
modeling; mitochondria activity.
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Introducéo

Acidos fendlicos s&o moléculas simples que possuem um anel aromatico e pelo menos um de seus
substituintes € um grupo hidroxila. Na natureza sdo provenientes do metabolismo secundério dos vegetais
pela via do chiquimato e pela via dos fenilpropanoides (RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004). Além das
fungdes que desempenham nas plantas como alelopatia, protecdo contra patdgenos e predadores estas
moléculas podem apresentar propriedades farmacologicas e nutricionais relevantes para os humanos e
animais.

O é4cido gélico (acido 3,4,5 trihidroxibenzoico) é usado como um aditivo antioxidante nos alimentos
e na industria farmacéutica. Pode ter propriedades quimiopreventivas contra o cancer. E encontrado em
alimentos na amora, geleia de marmelo, cravos, castanhas, soja, couve flor, berinjela, chicoria e azeitona.
Ja o &cido vanilico (&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) é encontrado em cereais como arroz parboilizado,
integral e refinado, milho, aveia, azeite de oliva, 6leo de soja, orégano, améndoa e azeitona.

Os compostos fendlicos destacam-se por suas propriedades antioxidantes por conseguirem abstrair
a espécie reativa de oxigénio, formarem um hibrido de ressonancia estavel e finalmente uma quinona,
reduzindo desta forma a propagagdo do dano que os radicais livres podem proporcionar as células,
membranas, organelas e até ao DNA (ANANTHARAJU et al., 2016). Os &cidos fenolicos também
apresentam atividades antiofidicas (CARVALHO et al., 2013), antitumorais, antigenotoxicas
(DHANANIJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; GOWDA; D’SOUZA, 2010) e epigenética ao modularem
a sinalizacéo celular e desenvolvimento de doenca relacionada com a expressédo génica (BUSCH et al.,
2015).

O mecanismo epigenético do acido galico consiste em diminuir a secre¢do de citocinas inflamatorias
através da regulacdo da histona acetiltransferase / histona desacetilase em mondcitos humanos induzidos
por taxa de alta glicose desta forma o acido galico pode ter potencial para o tratamento e prevencdo da
diabetes e suas complicacfes (LEE et al, 2015).

Outra acéo do acido galico é agir como inibidor ndo competitivo da HAT (Histona acetiltransferase)
reduzindo assim o desenvolvimento de processos inflamatdrios (CHOI et al, 2009). Um desequilibrio de
acetilacdo de proteinas e desacetilacdo em sinalizacdo celular pode levar a doengas humanas, incluindo
inflamacdo e cancer. Mais de 70 proteinas sdo reguladas pela acetilacdo dos seus residuos de lisina
(GLOZAK et al, 2005).

Um recente alvo de estudo para o tratamento de inumeras doengas tem sido sobre as mitocéndrias,
organelas que estdo presentes na maioria das células e sdo importantissimas para 0 metabolismo celular. A

nossa escolha foi pela enzima succinato desidrogenase (SDH) desidrogenase succinica, succinato ezima Q
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redutase ou Complexo Il que estd enzima ligada & membrana interna mitocondrial e participa no ciclo de
Krebs ao converter o succinato a fumarato e na cadeia de transporte de elétrons ao reduzir a ubiquinona em
ubiquinol.

Os compostos fendlicos fazem parte de um grupo de moléculas classificados como mitocans, que
sdo mitocondrias-alvo, isto €, drogas mitocondriotropicas anticancer, derivadas de compostos fendlicos
como quercetina e resveratrol tém sido sintetizados e relatados para induzir eficientemente a morte de
linhagens de células cancerigenas in vitro (GORLACH; FICHNA; LEWANDOWSKA, 2015). No entanto,
0s compostos fenolicos podem ligar-se com malato ou succinato e interferir no ciclo de Krebs quando
analisados pela quantidade de FADH; produzido (MAURYA ET AL. 2017).

Dentre os aspectos funcionais e estruturais, a succinato desidrogenase animal apresenta 4
subunidades (HUANG; MILLAR, 2013), sendo observada homologia funcional e alta porcentagem de
homologia estrutural (91,8 %) entre a enzima de Avian, utilizada no presente trabalho e a de Homo sapiens
(podendo desta forma extrapolar os resultados para analises em humanos). O acido malénico também
chamado de &cido propanodioico é um inibidor reversivel competitivo da succinato desidrogenase
(DERVARTANIAN; VEEGER, 1964) impedindo desta forma a respiragdo celular desencadeando a
citotoxicidade.

As peconhas de serpentes apresentam uma diversidade de enzimas dentre elas algumas proteases
que podem clivar enzimas envolvidas na sintese de DNA e na cromatina e fosfolipases que quebram
glicerofosfolipideos. Estas moléculas sdo ferramentas indutoras de danos e podem ser usadas a fim de
complementar a caracterizagdo das atividades dos fenolicos trazendo mais informagdes para possibilitar a
aplicacdo com eficacia e seguranca (ARUN et al., 2014; DHANANJAYA et al., 2009; MARCUSSI et al.,
2012; MARCUSSI et al., 2013).

Em face deste exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro as interacdes
moleculares entre as peconhas de Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e Lachesis muta muta e os acidos
fendlicos por SDS-PAGE. Em sequéncia foi analisado a fragmentacdo do DNA de sangue periférico
humano induzido por pegonha destas serpentes com tratamento do acido galico e vanilico por eletroforese
em gel de agarose e pelo teste do cometa. Posteriormente, foi avaliada a atividade da enzima succinato
desidrogenase na presenca do inibidor competitivo, 4cido mal6nico, dos &cidos fendlicos ou de ambos, e
em complementacdo, anélises computacionais foram feitas para verificar as possiveis interagdes entre as
moléculas.

O objetivo foi avaliar a influéncia dos &cidos fendlicos galico e vanilico na fragmentacdo do DNA
induzida por peconhas de serpente e na reversdo da inibicdo da enzima succinato desidrogenase pelo

malonato ou ainda a a¢do destes fendlicos sobre a enzima succinato desidrogenase.
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Material e métodos
O experimento conduzido esté de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa Humana
(COEP) da Universidade Federal de Lavras e aprovado por este comité (N° CAAE 56618616.9.0000.5148).

O sangue usado foi obtido de voluntarios do sexo masculino e feminino, entre 20 e 35 anos,
saudaveis, que ndo fizeram uso de drogas, alcool ou medicamentos nos dias que antecederam 0s
experimentos.

As peconhas brutas e liofilizadas de Lachesis muta muta, Bothrops atrox, B. jararacussu foram
obtidas comercialmente no serpentario Bioagents (Batatais, Sdo Paulo). Os acidos fenodlicos géalico e
vanilico foram adquiridos a Sigma Aldrich ™. As peconhas de serpente e acidos fenélicos foram dissolvidos
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para uso e armazenados ao abrigo da luz a - 12° C. Os
demais reagentes utilizados foram em grau analitico e pertenciam as marcas Merck, Synth e Uniscience.

A extracdo de figado de frango da enzima succinato desidrogenase ocorreu por dissolucdo em

solucdo de sacarose e tampdo fosfato, sendo armazenada a - 20° C.

2.1 Eletroforese SDS-PAGE

Amostras de peconha das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta na
concentracdo de 80ug/pL foram previamente incubadas com 20 g e 40ug de acidos galico e vanilico (1:
0,5 e 1:25 m:m), por 30 minutos a 37°C, assim como controles contendo pegonhas ou fenélicos isoladamente
foram submetidos as mesmas condicBes de incubacdo. Em seguida, os incubados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes. A corrida eletroforética foi realizada por
aproximadamente 3 horas, programada a 100V e 300mA.

No tampdo de amostra foram utilizados agentes quelantes (EDTA), redutor (2-mercaptoetanol),
detergente aniénico (SDS-dodecil sulfato de s6dio), sacarose para conferir maior densidade a mistura de
moléculas e azul de bromofenol como marcador de frente. O gel de empacotamento foi elaborado a 6% de
poliacrilamida e o gel de separacdo a 12% em poliacrilamida. As amostras também foram aquecidas em
banho de ebuligdo, por 5 minutos. O tampdo de corrida foi constituido por Tris 1,5%, glicina 9,4% e solugdo
de SDS a 10%. Ao término da corrida o gel foi corado com uma solucéo de Coomassie brilliant blue G 250/
metanol/ &cido acético e descorado com &cido acético a 10% conforme metodologia descrita por Laemmli
(1970).

2.2 Eletroforese em gel de agarose para andlise da fragmentacdo de DNA humano
Foi realizado o protocolo de extracdo de DNA de sangue humano de acordo com Lahiri and

Numberger (1991). O DNA foi pré-incubado, por 10 minutos, com acido gélico ou vanilico (3, 7,5 e 15 ug
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diluidos em PBS) e em seguida foi incubado, por 30 minutos, com solugfes de peconhas de B. atrox, B.
jararacussu ou Lachesis muta muta (30ug pL™). As proporgdes foram de 1:0,1, 1:0,25 e 1:0,5 (m:m;
peconha: fenolico) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% para anélise da fragmentacéo do
DNA e coradas com Gel Red.

2.3 Teste do Cometa

O teste cometa foi utilizado para a deteccdo de fragmentacdo em moléculas de DNA em células
individualizadas de leucdcitos de sangue periférico humano. 300 pL de sangue com 200 pL de PBS e 100
UL de citrato de sodio e 0s tratamentos com pe¢onha B. atrox e L. muta muta, com os fendlicos em diferentes
proporcdes sendo incubados por 4 h & 37°C, desta solucdo foi retirado uma aliquota de 45 pL e adicionada
a 300 pL de agarose LPM (low melting point). Desta mistura, foram pipetados em triplicata 100 uL em cada
lamina e estas foram tratadas conforme descrito por Nandhakumar et al. (2011). Ap6s a eletroforese (25V,
300mA por 35 min), os nucleoides foram corados com iodeto de propideo e analisados em microscépio de
epifluorescéncia. A classificagdo dos cometas mediante escore visual foi feita conforme descrito por Collins

et al (1997) com adaptacGes nas classes 3 e 4 (40-85% e dano>85%, respectivamente).

2.4 Inibicdo da Succinato desidrogenase

A extracdo da enzima hepatica de frango seguiu o protocolo descrito por Toyomizu et al. (1999)
revisado por Tanaka, Ishibashi e Toyomizu, 2007, com adaptagfes. A enzima teve uma diluicdo de 1:20 em
solucdo de sacarose 0,25 mol L em tampdo fosfato 0,05 mol L™ pH 7,4. As solucdes para a reagdo foram
preparadas com agua, tampéo fosfato 0,1 mol L, succinato de sédio 0,1 mol L, KCN 0,05 mol L e DCPI
0,0004 mol L*enquanto que a solugdo do inibidor foi preparada em uma mesma composicéo porém com o
acréscimo de acido mal6nico 0,1 mol L™*. A reacdo foi interrompida com acido maldnico 0,3 mol L™ *em
banho de gelo.

Os célculos para a atividade enzimética foram realizados segundo Lambert-beer (A = €. b. ¢),
no qual A é a Absorbancia, € é o coeficiente de absortividade molar, correspondente ao comprimento de
onda de 600nm do DCPI, foi de 21500 pmol.L*.cm?® (BARDAWEEL et al., 2011), b é o caminho dptico e
a concentracdo (c) é a propria atividade da enzima em U. mL? . A porcentagem de inibicdo (I %) é a

diferenca desta atividade. Todas as reacfes foram feitas em triplicata.
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2.4.1 Simulagdes de ancoramento molecular e estudo mecénico quantico

Com a finalidade de se obter a conformagdo inicial dos &cidos gélico e vanilico, necessario para
0s estudos de ancoramento molecular, suas estruturas tridimensionais foram construidas no programa
HyperChem Release 7.03 (Hyperchem, 2002). A geometria foi otimizada e as cargas parciais atdbmicas
calculadas através do método semi-empirico AM1 (DEWAR et al., 1985).

As coordenadas da estrutura cristalografica da enzima succinato desidrogenase aviaria
complexada com malonato foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB)

(http://www.rcsb.org/pdb) cujo codigo é o 2H89, e a resolucdo do cristal desta proteina é de 2.4 A.

O programa utilizado para o calculo das energias do ancoramento molecular foi o Molegro Virtual
Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN; MOLDOCK, 2006), sendo que este permite determinar a
conformac&o mais provavel de interacdo do ligante com uma macromolécula. As estruturas tridimensionais
dos compostos previamente minimizadas foram transferidas para o programa MVD e cada inibidor foi
ancorado ao sitio ativo da enzima succicinato utilizando como referéncia o malonato, por possuir uma
estrutura quimica muito similar a dos compostos estudados.

No intuito de estudar as energias de interagdes entre 0 malonato e os dois &cidos fendlicas, foram
realizados calculos de orbitais moleculares (HOMO - highest occupied molecular orbital e LUMO - lowest
unoccupied molecular orbital) no nivel Hartree—Fock com a fungéo de base 6-31G. E importante salientar
que estas propriedades medem o carater doador/aceptor dos elétrons em um composto fornecendo o indice
de reatividade quimica, ou seja: quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade elétron-doadora e,
quanto menor a energia do LUMO menor sera a resisténcia para aceitar elétrons. Além disso, uma pequena
diferenca de energia entre HOMO e LUMO implica em uma alta reatividade, e enquanto uma maior

diferenca entre HOMO e LUMO implica em uma baixa reatividade.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise de variancia unidirecional (ANOVA), e as médias de
todos os parametros analisados foram comparadas utilizando o teste de Scott Knott a um nivel de 5% de
probabilidade. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico "R" (R Development Core
Team, 2011).

Resultados e Discussao
3.1 Eletroforese SDS-PAGE — interaces entre os acidos fenolicos e proteinas que compdem as

peconhas
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A avaliacdo do perfil eletroforético das proteinas presentes nas pe¢conhas mostrou que ndo houve
interacOes fortes e/ou irreversiveis (covalentes) destas com os acidos gélico e vanilico, uma vez que ndo
foram observadas alteracGes no perfil de migracdo das toxinas (Figura 1A, 1B e 1C), nas condicdes
avaliadas. Assim, podem ser observadas integras as bandas correspondentes as principais classes de toxinas
presentes nas pegonhas avaliadas, proteases e fosfolipases A. Sugere-se que 0os compostos fendlicos possam
interferir em algumas atividades induzidas pelas enzimas, por meio de interacdes fracas como, por exemplo,
de hidrogénio e hidrofdbicas. O acido vanilico também foi avaliado ap6s incubacdo com as pegonhas na
proporcdo de 1:0,5 (m/m), porém a concentracdo elevada do composto vegetal interferiu na coloragéo das

moléculas proteicas com o Coomassie, impossibilitando a visualizagdo do perfil de corrida (dados néo

mostrados).
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Figura 1: Perfil Eletroforético (SDS-PAGE) de pegonhas previamente incubadas com os acidos cafeico e siringico.
(A) amostras: 1- Bothrops atrox (100ug), 2- B. atrox + acido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. atrox + &cido cafeico (1:0,5;
m/m), 4- B. atrox + acido siringico (1:0,25; m/m), 5- B. atrox + acido siringico (1:0,5; m/m). (B) amostras: 1- Bothrops
jararacussu (100ug), 2- B. jararacussu + acido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. jararacussu + acido cafeico (1:0,5; m/m),
4- B. jararacussu + acido siringico (1:0,25; m/m), 5- B. jararacussu + acido siringico (1:0,5; m/m). (C) amostras: 1-
Lachesis muta muta (100ug), 2- L. muta muta + acido cafeico (1:0,25; m/m), 3- L. muta muta + acido cafeico (1:0,5;
m/m), 4- L. muta muta + &cido siringico (1:0,25; m/m), 5- L. muta muta + &cido siringico (1:0,5; m/m).

Alguns autores descrevem a acao inibitoria de compostos fendlicos presents no extrato metandlico
de folhas de Camellia sinensis L. (Theaceae) contra as pegonhas de Naja naja kaouthia e Calloselasma
rhodostoma (LEANPOLCHAREANCHAI et al., 2009;
PITHAYANUKUL; LEANPOLCHAREANCHAI; SAPARPAKORN, 2010). Esse extrato inibiu a
atividade de fosfolipases assim como inibiu proteases, hialuronidases e L-aminoacido oxidases, presentes
nessas peconhas. Em outro estudo, realizado por Borges et al. (BORGES et al., 2000), o extrato aquoso de
Casearia sylvestris, rico em acido elagico e seus derivados, foi habil em inibir a atividade fosfolipasica
induzida por diferentes peconhas botropicas. Diversos estudos apontam outros compostos vegetais, como
flavonoides, alcaloides e polihidroxifenois como inibidores de fosfolipases presentes em peconhas ofidicas
(grupos | e 1) e em mamiferos (grupo 1) (DA SILVA et al., 2004; LINDAHL; TAGESSON, 1996;

VISHWANATH; FAWZY; FRANSON, 1988).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vishwanath%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fawzy%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franson%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
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3.2 Eletroforese em gel de agarose para anélise da fragmentacdo de DNA humano

Os &cidos galico e vanilico quando pré-incubados, isoladamente, com o DNA interagiram de forma
a impedir que as moléculas de DNA penetrassem no gel e realizassem a corrida eletroforética.

GA + DNA+ B. atrox VA +DNA + B. atrox

| |
[M1:01 1025 105! [M101 1025 105!

VA 15pg+ DNA

Marcador

N B. atrox 30 pug+ DNA
GA 15pg+ DNA

<
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€]
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Figura 2. Perfil eletroforético de amostras de DNA previamente incubadas com os compostos fendlicos e
posteriormente submetidas a incubacdo com peconha de B. atrox ou PBS. Amostras: 1- DNA (10 pL DNA; 303,5
ng/pL); 2- peconha de B. atrox + DNA,; 3- 4cido gélico + DNA; 4 ao 9- DNA pré-incubado com &cido galico a 37°C
por 10 minutos e posterior adicdo da peconha de B. atrox seguindo com incubagdo por mais 30 minutos a 37 °C; 10-
acido vanilico + DNA; 11 ao 16- DNA pré-incubado com &cido vanilico a 37°C por 10 minutos e posterior adi¢éo da
peconha de B. atrox seguindo com incubagdo por mais 30 minutos a 37 °C; 17- Marcador: marcador de peso molecular.
A imagem representa analises realizadas em duplicatas para cada tratamento.

A peconha de B. jararacussu, nas condigdes avaliadas, ndo induziu fragmentagdo das moléculas de
DNA e por isso ndo pode ser utilizada para os testes de inibicdo com os compostos fenolicos.

O &cido gélico, previamente incubado com o DNA seguido da adi¢&o posterior das peconhas de B.
atrox (Figura 2) e L. muta muta (Figura 3), inibiu parcialmente a fragmentagcdo das moléculas de DNA,
induzida pela pegonha, na propor¢do 1:0,5 (pegonha/fendlico; m/m). J& o &cido vanilico inibiu a
fragmentacdo induzida pela peconha de B. atrox nas proporg¢des 1:0,5 (m/m) (Figura 2), e pela pe¢onha de
L. muta muta nas propor¢des de 1:0,1; 1:0,25 e 1,0,5 (Figura 3).
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Figura 3. Perfil eletroforético de amostras de DNA previamente incubadas com os compostos fendlicos e
posteriormente submetidas a incubacdo com peconha de Lachesis muta muta ou PBS. Amostras: 1 ao 6- DNA pré-
incubado com &cido gélico a 37°C por 10 minutos e posterior adi¢ao da peconha de Lachesis muta muta seguindo com
incubacdo por mais 30 minutos a 37 °C; 7- DNA (10 puL DNA,; 303,5 ng/uL); 8- peconha de L. muta muta + DNA; 9-
MW marker: marcador de peso molecular; 10 ao 15- DNA pré-incubado com acido vanilico a 37°C por 10 minutos e
posterior adi¢do da pegonha de L. muta muta seguindo com incubag&o por mais 30 minutos a 37 °C; 16- DNA (10 pL
DNA,; 303,5 ng/uL). A imagem representa anélises realizadas em duplicatas para cada tratamento.

Sugere-se que o efeito protetor observado seja resultante de interagdes entre os compostos fendlicos
e moléculas de DNA, de forma que estas interaces alteram a massa molecular das moléculas impedindo
que elas adentrem o gel, assim como tornam as moléculas de DNA menos susceptiveis ao ataque das toxinas
presentes nas pegonhas (Figuras 2 e 3).

Metaloproteinases (SVMP) e serinoproteases (SVSP) de peconhas de serpentes, atuam sobre
diferentes substratos proteicos, degradando proteinas da matriz extracelular, proteinas da cascata de
coagulacdo, proteinas do sistema imune, presentes na composicao de membranas, assim como as presentes
no arcabouco que envolve moléculas de DNA, alterando processos de inflamacdo, resposta imune, além
de promover desarranjo estrutural em membranas celulares (podendo levar a apoptose celular, logo a

fragmentacdo de DNA) e ainda tornar o material genético mais susceptivel a fragmentacdo mediante a
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degradacio de seu arcabouco proteico (GUTIERREZ; RUCAVADO , 2000). O mesmo desarranjo na
estrutura de membranas, promovido por proteases pode também ser induzido por fosfolipases Az, uma vez
que estas atuam na degradacéo de fosfolipidios que compdem membranas celulares, destacando o
potencial genotoxico destas enzimas (MARCUSSI et al, 2007) Assim, sugere-se com base nos resultados
obtidos no presente estudo, que os compostos fendlicos podem atuar na protecdo das moléculas de DNA
contra a acdo de diferentes classes de proteases e fosfolipases presentes nas peconhas avaliadas.

Com relacdo a fragmentacdo de DNA analisada pelo perfil de migragdo eletroforético em gel de
agarose, um estudo descrito em literatura relata que o acido vanilico (0,002, 0,004, 0,008, 0,016 e 0,032
mg/mL) exerceu acdo protetora, sobre as moléculas de DNA correspondentes a plasmideo pBR322, contra
danos induzidos por H-O- e radiagdo UV. Efeito protetor também foi observado apos tratamento do DNA
com 4cido galico, embora este tenha sido efetivo apenas nas concentragdes de 0,004, 0,008, 0,016 e
0,032mg/mL (SEVGI; TEPE; SARIKURKCU, 2015).

Em um estudo realizado por Weng et al. (2015) foi avaliado o resultado da exposi¢éo de células
SCC-4 (linhagem de cancer oral humano; 5 x 10° células/ poco), por periodo de 48 horas a 0, 100, 200 e 300
umol.L* de 4cido galico. O perfil eletroforético obtido revelou a fragmentagdo do DNA pela acéo do &cido
galico nas concentragdes de 200 e 300 pmol.L . Destacando assim as acOes farmacéuticas ou téxicas que

podem ser obtidas com o uso de compostos fendlicos em diferentes doses e formas de administracao.

3.3 Teste do cometa

No teste do Cometa, no qual foram avaliados niveis de fragmentagdo de moléculas de DNA obtidas
de leucdcitos humanos, as unidades arbitrarias mostraram que houve aumento significativo de danos ao
DNA causados pelo tratamento com os acidos fenolicos avaliados, exceto para o &cido galico na
concentracdo de 5ug, quando comparados com o controle negativo (PBS) (Figuras 4 e 5). No entanto, este
aumento foi inferior aos danos causados pelas pe¢onhas de B. atrox e L. muta muta que proporcionaram um
maior numero de nucleoides com cometas classificados como 3 e 4 (Figuras 4 e 5).

Quando previamente incubados com as peconhas de B. atrox e L. muta muta os &cidos fendlicos
avaliados se mostraram efetivos em inibir os danos causados por estas pegonhas sobre os nucleoides. O
acido gélico foi mais efetivo em inibir a genotoxicidade induzida pela pegonha de L. muta muta, com
diminuicdo das unidades arbitrarias em aproximadamente 64% nas propor¢des 1:0,01, 1:0,05 e 1:0,1
(peconha:fendlico; m:m) (Figura 4). J& o &cido vanilico inibiu com maior eficiéncia a genotoxicidade
induzida pela peconha de B. atrox na propor¢éo 1:0,25 e pela peconha de L. muta muta na proporg¢éo 1:0,05,

com reducgdes aproximadas de 31 e 47%, respectivamente (Figura 5).



373

374

375
376
377
378
379
380
381

382

86

A
a
T T
=)
o
<
S
8
£
g
S
8
k=]
<
=]
=t
)
12,5
Acido Galico (ug) 7 P
< . atrox : Acido Galico (m/m)
>
o
<
o

Unidades arbitrarias

Figura 4. Teste do cometa para avaliacdo dos potenciais genotdxico e/ou antigenotdxico do &cido galico sobre
nucleoides obtidos de leucdcitos de sangue periférico humano. (A) peconha de Bothrops atrox utilizada como controle
indutor de fragmentacdo nas moléculas de DNA. (B) peconha de Lachesis muta muta utilizada como controle indutor
de fragmentagdo nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrarias calculadas conforme descrito
por Collins et al. (2004): (1 x namero de nucleoides em classe 1) + (2 x nimero de nucleoides em classe 2) + (3 x
ntmero de nucleoides em classe 3) + (4 x nimero de nucleoides em classe 4). a = difere estatisticamente do controle
negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo.
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Figura 5. Teste do cometa para avaliacdo dos potenciais genotdxico e/ou antigenotdxico do &cido vanilico sobre
nucleoides obtidos de leucdcitos de sangue periférico humano. (A) peconha de Bothrops atrox utilizada como controle
indutor de fragmentacéo nas moléculas de DNA. (B) peconha de Lachesis muta muta utilizada como controle indutor
de fragmentacdo nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrarias calculadas conforme descrito
por Collins et al. (2004): (1 x nimero de nucleoides em classe 1) + (2 x nimero de nucleoides em classe 2) + (3 x
ntmero de nucleoides em classe 3) + (4 x nimero de nucleoides em classe 4). a = difere estatisticamente do controle
negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo.
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Tabela 2. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido gélico,

com a peconha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo peconha de Bothrops atrox mais &cido

gélico.

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)*

Tratamento
0 1 2 3 4
(<5%) | (5-20%) | (20-40%) | (40-85%) | (>85%)

C(-)? 43,00 51,67 5,33 0,00 0,00
Acido Galico (5 ugmL™) | 4500 46,67 8,33 0,00 0,00
Acido Galico (12,5 ugmL™) | 29 33 63,33 7,33 0,00 0,00
B. atrox (50 pg mL™) 12,33 58 28,67 1,00 0,00
(1:0,05) | 16,33 74,33 9,00 0,33 0,00

B. atrox + Acido
N (1:0,1) 26,33 62,67 11,00 11,31 0,00

Galico (m/m)

(1:025) | 21,67 60,00 17,00 1,33 0,00

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 laminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina,

e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2Controle Negativo: PBS.
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Tabela 3. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido galico,

com a peconha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peconha de Lachesis muta muta mais

acido galico.
Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%0)*
Tratamento
0
1 2 3
(< 4 (>85%)
(5-20%) | (20-40%) | (40-85%)
5%)
C(-) 53 43,33 3,67 0 0
Acido Gélico (5 pug mL™) 37,33 55,67 7 0 0
L.muta muta (50 pg mL™) 0 52,67 31 10,33 6
(1:0,01) 13 65,67 21 0,33 0
L;m“ta muta+ [ (1:005) | 17 62,33 19,67 033 0,67
Acido Gélico 00
(m/m) -0, 21 55 24 0 0
(1:0,25) 0 27,67 50,67 21 0,67

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 laminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina,

e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2Controle Negativo: PBS.

Os dados apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 permitem a visualizar as porcentagens de nucleoides

classificados com os maiores niveis de fragmentacao (classes 3 e 4) para cada tratamento (peconha pura,

fendlico puro, peconha + fendlico).
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Tabela 4. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido

vanilico, com a peconha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo peconha de Bothrops atrox mais

acido vanilico.
Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%0)*
Tratamento
0 1 2 3
4 (>85%)
(<5%) | (5-20%) | (20-40%) | (40-85%)

C()y 21 78 0 0 0
Acido Vanilico (5 pg mL™) 15 50,67 22 8,34 4
Acido Vanilico (125 pgmL™) | 1567 35 36,67 10,67 2
B. atrox (50 pg mL*) 0 0 31,67 49,33 19
(1: 0,05) 0 0 24 45 31

B. atrox + Acido
- (1:0,1) 0 0 58,33 31,67 10

Vanilico (m/m)
(1:0.25) | 30,67 56,33 9,33 3,67 0

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 laminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina.
e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2Controle Negativo: PBS.
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Tabela 5. Distribuicdo das classes de cometa e suas frequéncias em nucleoides tratados com o &cido
vanilico, com a peconha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo pegonha de Lachesis muta

muta mais acido vanilico.

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)*
Tratamento
0 1 2 3
4 (>85%)
(<5%) | (5-20%) | (20-40%) | (40-85%)

C(-)? 21 78 0 0 0

Acido Vanilico (5 ug mL™) 15 50,67 22 8,34 4

Acido Vanilico (125 pgmL™) | 1567 35 36,67 10,67 2
L. muta muta (50 ug mL™) 0 0 32,33 43,33 24,33
(1:0,01) 0,95 45 44,60 43,50 6,45
L.mutamuta+ " (1:0,05) | 7533 40 15,67 12,33 6,67

Acido Vanilico 00
(m/m) -0, 14,33 19,67 41,33 16,67 8
(1:0.25) | 1967 18,67 25,67 18 18

10s dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lIaminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lamina.
e 3 laminas/tratamento/voluntario. 2Controle Negativo: PBS.

O teste do cometa foi realizado com avaliacdo das células imediatamente tratadas, e as incubacdes
foram feitas em periodo inferior ao inicio da atuagéo dos check points celulares, conforme ciclo de diviséo
celular descrito para linfocitos (MARCUSSI et al., 2011; 2013). Desta forma, pode-se sugerir que 0s
nucleoides classificados nos menores niveis, principalmente 1, e possivelmente 2 poderiam ter 0s danos
total ou parcialmente corrigidos, e assim apenas parte das fragmentacGes observadas seriam permanentes,
podendo passar para as geracdes celulares seguintes, na forma de micronucleos, aberragdes cromossémicas,
etc.

Estudos abordam o efeito genotéxico dos &cidos fenolicos em linhagens de células cancerosas
(BUSCH et al., 2015; CALEJA et al., 2016), entretanto, em baixas doses estes mostraram-se protetores da

degradacéo induzida pelas enzimas presentes nas peconhas das serpentes avaliadas no presente estudo.



453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485

92

O ensaio cometa com a linhagem de células de cancer oral SCC-4 (1x10° células/poco) tratado com
0, 100, 200 and 300 uM de acido galico por 48 horas mostrou danos ao DNA dose dependente, quando
comparado a células néo tratadas (WENG et al., 2015). Outro estudo com a linhagem celular de cancer de
prostata PC-3, foi observado, apds exposicdo das células a diferentes doses (50, 100, and 200 umol L) de
acido gélico em varios intervalos de tempo (12, 24, and 48 horas) um aumento progressivo dos fragmentos
de DNA observados no perfil eletroforético durante avaliagdes pelo teste do cometa (LIU et al, 2013).

Quando avaliado sobre linfécitos de sangue periférico humano, por meio do teste cometa, o acido
vanilico nas concentracdes (0,84; 4,2; 8,4; 16,8; 84 e 168 ng/ mL) ndo apresentou efeitos genotoxicos e
ainda foi capaz de inibir a fragmentacdo das moléculas de DNA induzida pelo H.0. (TANER et al., 2016).

O é4cido vanilico na concentragio de 1pg/pL causou 6,75% de diminuicdo do indice de Danos
Genéticos (GDI) em cultura de linfécitos humanos. Entretanto, quando avaliado na concentragdo de 2
Mg/pL, o &cido vanilico aumentou a GDI em comparagdo ao controle realizado com DMSO a 16 %
(ERDEM et al., 2012).

Pesquisadores tém feito uso do teste do cometa para complementar a caracterizacdo toxicoldgica de
extratos vegetais, investigando assim, os efeitos genotdxicos de metabdlicos secundarios (ex: compostos
fendlicos, alcaloides e terpenos) ao investigar o potencial genotoxico da farinha de feijdo branco, contendo
taninos e outros compostos fenolicos, sobre o material genético de leucdcitos humanos, e descreveram em
seus resultados a predominancia de baixos niveis de fragmentacdo das moléculas de DNA, nas condi¢des
avaliadas (PEREIRA et al., 2012).

O écido galico apresentou efeito radioprotetor em ratos expostos a radiacdo gama por 1 hora
reduzindo danos em células da medula 6ssea, esplendcitos e leucdcitos (NAIR; NAIR, 2013) além de reduzir
em 41% os danos induzidos por células tratadas com espécies reativas de oxigénio (FERK et al., 2011).

Embora estes fenolicos tenham efeito protetor sobre moléculas de DNA, eles se mostram
genotdxicos sobre algumas linhagens celulares (acido galico agindo sobre células de cancer de préstata PC3
e células epiteliais humanas HeLa (EROL-DAYI, ARDA; GUNHAM, 2012; LIU et al., 2013), sendo
necessario o estudo de seus mecanismos de acdo, permitindo assim seu uso benéfico para o homem em
doses e formas de administracdo adequadas.

Alguns mecanismos de acao j& descritos para os compostos fenolicos podem ser considerados para
explicar as atividades exercidas por eles no presente trabalho, como a ac¢do antioxidante com sequestro e
neutralizacdo de espécies reativas, inibigdo especifica de proteases (que degradam o arcabougo proteico
presentes nos nucleoides, induzindo acdo genotdxica), precipitacdo de enzimas por competicdo e retirada
da camada de solvatacdo que envolve as moléculas, ligagcBes de hidrogénio (transientes) com peptideos

(podendo estes atuar sobre canais ionicos, alterando o fluxo de ions através das membranas e
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consequentemente o metabolismo celular, podendo resultar em acéo genotdxica e indugdo de apoptose),
ligacdo especifica - com inibigdo reversivel - a sitios ativos de diferentes enzimas, sequestro de ions
metalicos que sdo cofatores para diversas enzimas (BRENES et al., 2010; DIAZ et al., 2005; HAVSTEEN,
2002).

Complementando as informacdes sobre o contexto toxicoldgico destes compostos, Wan-Ibrahim,
Sidik e Kuppusamy (2010) avaliaram 20 extratos aquosos de plantas e observaram que apenas dois deles,
Vitex Pinnata L. e Quercus infectoria Oliver, causaram danos superiores a 50% no DNA de leucécitos
humanos, sendo estes danos atribuidos ao contetdo fendlico, mais especificamente ao acido tanico.

Strange et al. (2009) analisaram produtos naturais como o guaco (Mikania glomerata Spreng),
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss) e a salvia (Lippia alba Mill. NE) e observaram
atividade citotoxica e genotdxica induzidas por metabo6licos como cumarinas, taninos e terpenos,
evidenciando a necessidade de caracterizacdo toxicoldgica dos metabolitos vegetais, visto que estes podem

induzir efeitos adversos e/ou terapéuticos dependentes de fatores como dose e periodo de utilizagao.

3.4 Succinato desidrogenase

A SDH (E.C. 1.3.5.1) é uma enzima importante tanto para o ciclo de Krebs quanto para a
fosforilagcdo oxidativa da cadeia de transporte de elétrons. Portanto, era esperado que a inibi¢cdo de SDH
pelo inibidor reversivel competitivo acido maldnico poderia causar uma interrupcdo significativa do
metabolismo energético e, possivelmente, a morte celular.

As peconhas de B. atrox, B. jararacussu e L. muta muta ndo apresentaram efeito inibidor
significativo sobre a atividade da enzima succinato desidrogenase, logo, ndo puderam ser avaliadas neste
teste frente a acdo dos acidos fendlicos (resultados ndo mostrados).

Os acidos galico e vanilico inibiram a atividade da succinato desidrogenase em 80,67 e 52,97
%, respectivamente, enquanto que o &cido mal6nico (inibidor competitivo - controle positivo) inibiu a
atividade da enzima em 97% (Figura 6A), sugerindo que estes acidos fendlicos apresentam algum tipo de

interacdo com a succinato desidrogenase capaz de causar interferéncia em seu mecanismo de catalise.
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Figura 6. (A) Inibicdo da atividade da succinato desidrogenase pelos acidos gélico e vanilico isoladamente. C (+):
atividade avaliada na presenca do inibidor &cido malénico. (B) Inibi¢do da atividade da succinato desidrogenase pelos
cidos galico e vanilico na presenga do &cido maldnico. C (+): atividade avaliada na presen¢a do inibidor &cido
malénico. Os &cidos fendlicos foram pré-incubados com a enzima por 30 minutos & 37°C, em seguida foi adicionado
0 substrato e acido maldnico (1:1). * potencializac&o estatisticamente significante da inibicéo da atividade da enzima.

Pode ter ocorrido um sinergismo entre o acido galico e o acido mal6nico sobre a atividade da
enzima succinato desidrogenase variando de acordo com a concentracdo utilizada. J& o &cido vanilico néo
apresentou um sinergismo significativo com o acido malénico. Também é possivel sugerir uma somatoria
de efeitos exercidos pelos fendlicos e o &cido mal6nico, visto que os fendlicos isoladamente também
exerceram agdo inibidora sobre a atividade da enzima (Figura 6A).

Na concentracdo de 30 ug de acido gélico ndo foi possivel avaliar a atividade da succinato
desidrogenase, podendo ter ocorrido interacfes entre o fendlico e a enzima que resultaram na precipitacdo
da mesma inviabilizando a avaliacdo da atividade (Figura 6B).

Anédlises computacionais foram realizadas na tentativa de embasar as hip6teses levantadas.

3.5 Anélise computacional

A melhor conformacéo de cada ligante foi selecionada de acordo com sua posicao no sitio ativo
540 da succinato desidrogenase, sendo que a conformacao escolhida para cada um dos ligantes foi aquela
gue possuia 0 maior grau de similaridade espacial com o acido maldnico que se encontrava cristalizado na
proteina obtida do PDB. Os resultados tedricos obtidos do ancoramento molecular foram avaliados e
comparados com base nos resultados experimentais descritos anteriormente.

As conformagdes escolhidas foram utilizadas para a anélise das interacdes com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo. Para avaliar melhor os fatores mais relevantes para a poténcia dos compostos,

0s seguintes pardmetros foram calculados: (a) energia de ligacdo de hidrogénio entre o ligante e a proteina
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(ELign); (b) energia intramolecular do ligante (Einwa); (C) energia intermolecular (Einer); (d) energia de escore.
Observando a Tabela 6, o valor da energia intermolecular dos compostos aumenta seguindo a tendéncia,
acido vanilico < acido gélico < &cido mal6nico, isto €, o &cido malbnico interage mais fortemente com a
succinato desidrogenase que 0s outros compostos. Este resultado corrobora os dados da Tabela 7.
Analisando as ligacdes de hidrogénio entre os trés compostos e a enzima foi observado: (i) todos os
compostos interagem com FAD, Arg297 e Thr265; (ii) os acidos vanilico e maldnico interagem com Gly62;
(iii) somente o &cido galico interage com Arg408 e Gly63; (iv) somente o &cido malénico interage com

Glu266. A Figura 7 apresenta 0s compostos no interior do sitio ativo.

Tabela 6. Valores de energia obtidas do ancoramento entre a enzima succinato desidrogenase e 0s

inibidores.
Compostos Evign (kcal mol?) Eintra (kcal mol?) Einter (kcal mol)  Escore(kcal mol?)
Acido maldnico -11,74 3,42 -81,25 -78,59
Acido vanilico 0,16 7,38 -37,76 -30,39
Acido galico -8,85 11,37 -48,02 -36,64

Fonte: Molegro
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Figura 7. Resultado do ancoramento molecular entre a enzima succinato desidrogenase e 0s compostos acido galico
(A), acido malénico (B) e acido vanilico (C). Os tracejados azuis representam as interagdes tipo ligagdo de hidrogénio.
Imagens geradas pelo software Molegro

As energias dos orbitais sem fronteira HOMO e LUMO foram calculadas no intuido de observar
qual dos dois fenolicos interage melhor com o acido malénico (Tabela 7). Calculando-se a diferenca de
energia entre 0 HOMO do &cido mal6nico, observa-se um alto valor de energia, demonstrando uma alta
capacidade doadora deste orbital. A energia do LUMO também é elevada e revela que o &cido maldnico néo
tem grande capacidade de receber elétrons. Desta forma, pode-se concluir que 0 HOMO do &cido malénico
sera um dos orbitais mais importantes para racionalizar o0 mecanismo de interacdo. A partir da Tabela 7,

pode-se concluir que a diferenca de energia Homo (&cido mal6nico) - LUMO (demais compostos) néo é



583
584
585
586
587
588

589
590

591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611

97

significativa comparada a diferenca LUMO (&cido maldnico) - HOMO (demais compostos). Assim, estes
compostos podem interagir fora ou no interior do sitio ativo da enzima. Finalmente, a diferenca de energia
entre 0 LUMO do &cido vanilico e galico é muito pequena, o que corrobora com os dados experimentais
(Tabela 6).

Tabela 7. Energias do HOMO e LUMO (eV).

Composto HOMO LUMO
Acido malénico 2,26.10% 3,83.10%
Acido vanilico -9,25.10% 1,85.10%

Acido galico -4,40.10% 1,87.10%

HOMO - highest occupied molecular orbital. LUMO - lowest unoccupied molecular orbital.
Fonte: HyperChem no nivel de calculo no nivel de célculo Hartree-Fock

5 Concluséao

Os &cidos galico e vanilico apresentam interacdes moleculares fracas com toxinas presentes nas
peconhas de Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta, pois ndo influenciaram o perfil
migratorio destas toxinas em SDS-PAGE. No entanto, foram capazes de interagir com a enzima succinato
desidrogenase, com o &cido maldnico e por fim, com moléculas de DNA. Estes acidos fendlicos foram
efetivos em inibir a fragmentacdo de moléculas de DNA por toxinas presentes nas peconhas de Lachesis
muta muta e Bothrops atrox.

Assim, no contexto avaliado, estes compostos fendlicos podem ser futuramente explorados visando
o tratamento de enfermidades (ex: tumores), com uso local, considerando sua ag&o inibidora sobre a enzima
succinato desidrogenase avaliada (91,8% de homologia com a enzima humana); em outros contextos
patologicos podem atuar como inibidores do &cido malénico; assim como podem ter agdo protetiva contra
agentes carcinogénicos como proteases, fosfolipases e peptideos amplamente distribuidos na natureza,

produzidos por diversos répteis, aracnideos, insetos, vegetais, parasitas e microorganismos.
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durante a execugdo dos experimentos pelo técnico de laboratério Lamartine de Nobrega Filho do
Departamento de Biologia da UFLA.

Referéncias

ANANTHARAJU, P. G. et al. An overview on the role of dietary phenolics for the treatment of cancers.
Nutrition Journal, v. 15, n. 1, p. 99. Review, Dec. 2016.

BARDAWEEL, S. et al. E. coli histidine triad nucleotide binding protein 1 (ecHinT) is a catalytic regulator
of D-alanine dehydrogenase (DadA) activity in vivo. PLoS One, v. 6, n. 7, Jul. 2011.

BORGES, M. H. et al. Effects of aqueous extract of Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) on actions of snake
and bee venoms and on activity of phospholipases A2. Comparative Biochemistry and Physiology Part
B. Biochemistry & Molecular Biology, v. 127, n. 1, p.21-30, Sep. 2000.

BRENES, O. et al. Cell death induced by Bothrops asper shake venom metalloproteinase on endothelial
and other cell lines. Experimental and Molecular Pathology, v. 88, n. 3, p. 424-432, Jun. 2010.

BUSCH, C. et al. Epigenetic activities of flavonoids in the prevention and treatment of cancer. Clinical
Epigenetics, v. 10, n. 7, p. 64, Jul. 2015.

CALEJA, C. et al. Phenolic compounds as nutraceuticals or functional food ingredients. Current
Pharmaceutical Design. v. 22, Dec. 2016.

CARVALHO, B. M. et al. Snake Venom PLAs Inhibitors Isolated from Brazilian Plants: Synthetic and
Natural Molecules. BioMed Research International, v. 2013, 8p. Sep. 2013.

CHOI, K. C. et al. Gallic acid suppresses lipopolysaccharide-induced nuclear factor-kappaB signaling by
preventing RelA acetylation in A549 lung cancer cells. Molecular Cancer Research, v.7, n.12, p. 2011-
21, Dec. 2009.

COLLINS, A.Cometassay in human biomonitoring studies: reliability, validation, and applications.
Environmental and Molecular Mutagenesis., v. 30, p. 139-4630, Jun. 1997.

COLLINS, A. R. The Comet Assay for DNA Damage and Repair: Principles, Applications, and Limitations.
Molecular Biotechnology, v. 26, p. 249-261, Mar. 2004.

DA SILVA, A.J. etal. Synthesis and pharmacological evaluation of prenylated and benzylated pterocarpans
against snake venom. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letter, v. 14, n. 2, p. 431-5, Jan. 2004.

DERVARTANIAN, D. V.; VEEGER, C. Studies on succinate dehydrogenase: I. Spectral properties of the
purified enzyme and formation of enzyme-competitive inhibitor complexes. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Specialized Section on Enzymological Subjects. v. 92, n. 2, p. 233-247, 22 Nov. 1964.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27903278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bardaweel%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21754980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21754980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11126749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11126749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Busch%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26161152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26161152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26161152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caleja%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28025943
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28025943
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28025943
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19996305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19996305
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266569/92/2

655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670

671

672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696

697

698
699
700
701

99

DEWAR, M.J.S. et al. The development and use of quantum-mechanical molecular-models.76. AM1-A
new general-purpose gquantum-mechanical molecular-model. Journal of the American Chemical
Society. v.107, p.3902-3909, 1985.

DHANANJAYA, B. L. etal. Vanillic acid as a novel specific inhibitor of snake venom 5'-nucleotidase: A
pharmacological tool in evaluating the role of the enzyme in snake envenomation. Biochemistry-Moscow,
V. 74,n.12, p. 1315-1319, Dec. 20009.

DHANANJAYA, B. L.; GOWDA, T. V.; D'SOUZA, C. J. M. Evidence for existence of venom 5 '
nucleotidase in multiple forms through inhibition of concanavalin A. Cell Biochemistry and Function, v.
28,n.7,p. 620-622, Oct. 2010.

DIAZ, C. et al. Characterization of events associated with Apoptosis/Anoikis induced by snake venom
metalloproteinase BaP1 on human endothelial cells. Journal of Cellular Biochemistry, v. 94, n. 3, p. 520-
528, Feb. 2005.

ERDEM, M. G. et al. Genotoxic and anti-genotoxic effects of vanillic acid against mitomycin C-induced
genomic damage in human lymphocytes in vitro. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 13, n.
10, p. 4993-8, Oct. 2012.

EROL-DAYI1 O, ARDA N, ERDEM G. Protective effects of olive oil phenolics and gallic acid on hydrogen
peroxide-induced apoptosis. European Journal of Nutrition, v. 51, n. 8, p. 955-60, Dec. 2012.

FERK, F. et al. Potent protection of gallic acid against DNA oxidation: results of human and animal
experiments. Mutation Researcch, v. 715, n. 1-2, p. 61-71, Oct. 2011.

GLOZAK, M. A. et al. Acetylation and deacetylation of non-histone proteins. Gene, v. 363, p. 15-23, Nov.
2005.

GORLACH, S.; FICHNA, J.; Lewandowska, U. Polyphenols as mitochondria-targeted anticancer drugs.
Cancer Letters, v. 366, n. 2, p. 141-9, Oct. 2015.

GUTIERREZ, J. M.; RUCAVADO, A. Snake venom metalloproteinases: Their role in the pathogenesis of
local tissue damage. Biochimie, v. 82, n. 10, p. 841-850, 2000.

HAVSTEEN, B. H. The biochemistry and medical significance of the flavonoids. Pharmacology and
Therapeutics, v. 96, n. 2-3, p. 67-202, Nov-Dec. 2002.

HUANG, S.; MILLAR, H. Succinate dehydrogenase: the complex roles of a simple enzyme. Current
Opinion in Plant Biology, v. 16, n. 3, p. 344-349, 2013.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-685, Aug. 1970.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erdem%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23244097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23244097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erol-Dayi%20%C3%96%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22086301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arda%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22086301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erdem%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22086301
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Protective+effects+of+olive+oil+phenolics+and+gallic+acid+on+hydrogen+peroxide-induced+apopto
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorlach%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26185003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fichna%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26185003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havsteen%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12453566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havsteen+BH%3A+The+Biochemistry+and+Medical+Significance+of+the+Flavonoids.+Volume+96%3B+2002.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havsteen+BH%3A+The+Biochemistry+and+Medical+Significance+of+the+Flavonoids.+Volume+96%3B+2002.

702

703
704

705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739

740
741
742
743
744

745

100

LAHIRI, D. K.; NURNBERGER, J. I. JR. A Rapid Non-Enzymatic Method for the Preparation of HMW
DNA from Blood for RFLP Studies. Nucleic Acids Research, v. 19, n. 19, p. 5444, Oct. 1991.

LEANPOLCHAREANCHALI, J. et al. Molecular docking studies and anti-enzymatic activities of Thai
mango seed kernel extract against snake venoms. Molecules, v. 14, n. 4, p. 1404-22, Mar. 20009.

LEE, W. et al. Gallic Acid Decreases Inflammatory Cytokine Secretion Through Histone
Acetyltransferase/Histone Deacetylase Regulation in High Glucose-Induced Human Monocytes. Journal
of Medicinal Food, v. 18, n. 7, p. 793-801, Jul. 2015.

LINDAHL, M.; TAGESSON, C. Zinc (Zn?*) binds to and stimulates the activity of group I but not group II
phospholipase A2. Inflammation, v. 20, n. 6, p. 599-611, Dec. 1996.

LIU, K.C.
Gallic acid provokes DNA damage and suppresses DNA repair gene expression in human prostatecancer
PC-3 cells. Environmental Toxicology, v. 28, n. 10, p. 579-87, Oct. 2013.

MAURYA, P. et al. 2017. Characterization of Bioactive Constituents from the Gum Resin of Gardenia
Lucida and Its Pharmacological Potential. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 85, p. 444-56, Jan. 2017.

MARCUSSI, S. et al. Snake venom phospholipase A(2) inhibitors: Medicinal chemistry and
therapeutic potential. Current Topics in Medicinal Chemistry, Ribeiréo Preto, v. 7, n. 8, p. 743-
756, 2007.

MARCUSSI, S. et al. Evaluation of the genotoxicity of Crotalus durissus terrificus snake venom and its
isolated toxins on human lymphocytes. Mutation Research-Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, v. 724, n. 1-2, p. 59-63, Sep. 2011.

MARCUSSI, S. et al. Genotoxic effect of Bothrops snake venoms and isolated toxins on human lymphocyte
DNA. Toxicon, v. 65, n., p. 9-14, Apr 2013.

NANDHAKUMAR, S. et al. Evaluation of DNA Damage Using Single-Cell Gel Electrophoresis (Comet
Assay). Journal of Pharmacology & Pharmacotherapeutics, v. 2, n. 2, p. 107-11, Apr-Jun. 2011.

NAIR, G. G.; NAIR, C. K. K. Radioprotective effects of gallic acid in mice. BioMed Research
International, v. 2013, 13p, Jul. 2013.

PEREIRA, L. L. S. etal. Application of Comet assay to assess the effects of white bean meal on DNA of
human lymphocytes. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, Lavras, v. 48, n. 1, p. 103-108, Jan-
Mar. 2012.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lahiri%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1681511
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nurnberger%20JI%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1681511
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19384272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19384272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25807193
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8979149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8979149
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GALLIC+ACID+PROVOKES+DNA+DAMAGE+AND+SUPPRESSES+DNA+REPAIR+GENE+EXPRESSION+IN+HUMAN+PROSTATE+CANCER+PC-3+CELLS.

746
747
748
749
750
751
752

753

754
755

756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770

771
772

773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785

101

PITHAYANUKUL, P.; LEANPOLCHAREANCHALI, J.; SAPARPAKORN, P. Molecular docking studies
and anti-snake venom metalloproteinase activity of Thai mango seed kernel extract. Molecules, v. 14, n. 9,
p. 3198-213, Aug. 2009.

RANDHIR, R.; LIN, Y-T.; SHETTY, K. Phenolics, their antioxidante and antimicrobial activity in dark
germinated fenugreek sprouts in response to peptide and phytochemical elicitors. Asia Pacific Journal of
Clinical Nutrition, v. 13, p. 295-307, Apr. 2004.

SEVGI, K.; TEPE, B.; SARIKURKCU, C. 2015. Antioxidant and DNA Damage Protection Potentials of
Selected Phenolic Acids Gallic Acid. Food and Chemical Toxicology, v. 77, p. 12-21, Mar. 2015.

STRANGE, V.S., et al. Avaliacdo do efeito mutagénico do extrato hidroalcodlico bruto, por meio de
bioensaios in vivo e prospeccao fitoquimica de Cecropia glaziovii Sneth (embauba), Cecropiaceae. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v.19, n. 2, p.637-642, Jun. 2009.

TANAKA, M.; ISHIBASHI, T.; TOYOMIZU, M. Time Course of Oxidative Phosphorylation in Liver
Mitochondria of Chickens Fed on High-protein Diet. British Poultry Science, v. 36, n. 1, p. 143-54, Nov.
2007.

TANER G. et al Use of in vitro assays to assess the potential cytotoxic, genotoxic and antigenotoxic effects
of vanillic and cinnamic acid. Drug and Chemical Toxicology, v. 16, p. 1-8, Jun. 2016.

THOMSEN, R.; CHRISTENSEN, M. H. MOLDOCK. A new technique for high-accuracy molecular
docking. Journal of Medicinal Chemistry, v. 49, n. 11, p. 3315-3321, Jun. 2006.

TOYOMIZU, M. et al. Effects of Ammonium Chloride-Induced Acidosis on Oxidative Metabolism in Liver
Mitochondria of Chicks. British Poultry Science, v. 40, n. 4, p. 541-44, Mar. 1999.

VISHWANATH, B. S.; FAWZY, A. A.; FRANSON, R. C. Edema-inducing activity of phospholipase A2
purified from human synovial fluid and inhibition by aristolochic acid. Inflammation, v. 12, n. 6, p. 549-
61, Dec. 1988.

WAN-IBRAHIM, W. I.; SIDIK, K.; KUPPUSAMY, U. R. A high antioxidant level in edible plants is
associated with genotoxic properties. Food Chemistry, v. 122, n. 4, p. 1139-1144, Oct. 2010.

WENG, S. W. et al. Gallic acid induces DNA damage and inhibits DNA repair-associated protein
expression in human oral cancer SCC-4 cells. Anticancer Research, v. 35, n. 4, p. 2077-84, Apr. 2015.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19783918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19783918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sevgi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25542528
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tepe%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25542528
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarikurkcu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25542528
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taner%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27309403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27309403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vishwanath%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fawzy%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franson%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3220517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fawzy+AND+snake+venom
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weng%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25862863
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25862863

