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Resumo

OSORIO, Rodrigo de Paulo. Andlise da relacdo entre o potencial antioxidante dos acidos
feralico e p-cumarico e a enzima catalase de Saccharomyces cerevisiae. 2021. 71p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica Medicinal e Bioldgica). Instituto de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2021.

O estresse oxidativo € uma condicdo gerada pela incapacidade do sistema de defesa
antioxidante em controlar a acdo dos oxidantes nas células, que podem reagir com lipidios,
proteinas e DNA, prejudicando as propriedades das estruturas celulares. O estresse oxidativo
tem sido associado a diversas patologias, como doencas neurodegenerativas, diabetes e
cancer. Os &cidos ferulico e p-cumarico sdo antioxidantes exdgenos relacionados a efeitos
positivos contra doencas neurodegenerativas. No entanto, é importante conhecer melhor os
mecanismos de acdo desses compostos. Assim, experimentos de viabilidade celular, atividade
da catalase, atividade antioxidante e modelagem molecular foram realizados com o objetivo
de analisar a relacdo entre o potencial antioxidante dos acidos ferulico e p-cumarico e a
enzima catalase de Saccharomyces cerevisiae. Ambos 0s acidos nao apresentaram toxicidade
na concentracdo de 10 pg.mL? para células. A analise do efeito desses acidos na atividade da
catalase sob diferentes concentracfes de peroxido de hidrogénio (0,0 mM, 0,5 mM e 2,5 mM)
revelou atividade catalasica de 77,76% e 53,63%; 127,52% e 104,39%); e 83,67% e 70,61%
para os acidos feralico e p-cumarico em relacdo ao controle negativo, respectivamente. Em
relacio ao potencial antioxidante, o pré-tratamento com A&cidos mostrou aumento da
viabilidade celular apos estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio (2,0 mM). Estes
resultados foram observados no controle BY4741 (aumento maior que 20%) e mutante da
cepa Acttl deficiente em catalase (aumento maior que 25%). Analisando por docagem
molecular (GOLD), verificou-se que possivelmente os residuos de aminoacido Vallll,
Prol24, Phel48, Phel49 e Phel59 sdo importantes para as interacfes de ambos o0s acidos
fendlicos com a enzima. Ao permitir a flexibilizacdo das cadeias laterais com os residuos de
aminodacidos Vallll, Phel48, Phel49, Phel56, Phel59 e 1le160 as pontuacfes para 0s acidos
fendlicos sdo elevadas, com destaque para a cadeia lateral do residuo Phel59. Em concluséo,
0 acido ferulico e o &cido p-cumarico fornecem protecdo celular contra o estresse oxidativo e

essa protecdo aparentemente ndo esta relacionada ao seu efeito direto na catalase.

Palavras-chaves: Estresse oxidativo, &cidos fendlicos, catalase, Saccharomyces cerevisiae.



Abstract

OSORIO, Rodrigo de Paulo. Analysis of the relationship between the antioxidant
potential of ferulic and p-coumaric acids and the catalase enzyme from Saccharomyces
cerevisiae. 2021. 71p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica Medicinal e Bioldgica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2021.

Oxidative stress is a condition generated by the inability of the antioxidant defense system to
control the action of oxidants in cells, which can react with lipids, proteins and DNA,
damaging the properties of cells structures. Oxidative stress has been associated with several
pathologies, such as neurodegenerative diseases, diabetes and cancer. Ferulic and p-coumaric
acids are exogenous antioxidants related to positive effects against neurodegenerative
diseases. However, it is important to understand better the action mechanisms of these
compounds. Thus, cell viability, catalase activity, antioxidant activity and molecular modeling
experiments were carried out in order to analyze the relationship between the antioxidant
potential of ferulic and p-coumaric acids and the catalase enzyme from Saccharomyces
cerevisiae. Both acids did not show toxicity at the concentration of 10 pug.mL™ for cells. The
analysis of the effect of these acids on catalase activity under different concentrations of
hydrogen peroxide (0.0 mM, 0.5 mM and 2.5 mM) revealed catalase activity of 77.76% and
53.63%; 127.52% and 104.39%; and 83.67% and 70.61% for ferulic and p-coumaric acids in
relation to the negative control, respectively. Regarding the antioxidant potential, pre-
treatment with acids showed an increase in cell viability after oxidative stress with hydrogen
peroxide (2.0 mM). These results were observed in the BY4741 control (greater than 20%
increase) and the catalase deficient Aczt1 strain mutant (greater than 25% increase). Analyzing
by molecular docking (GOLD), it was found that possibly the amino acid residues Vallll,
Prol124, Phel48, Phel49 and Phel59 are important for the interactions of both phenolic acids
with the enzyme. By allowing the flexibility of the side chains with amino acid residues
Vallll, Phel48, Phel49, Phel56, Phel59 and 1le160, the scores for phenolic acids are high,
with an emphasis on the side chain of residue Phel59. In conclusion, ferulic acid and p-
coumaric acid provide cellular protection against oxidative stress and this protection is

apparently unrelated to their direct effect on catalase.

Key Word: Oxidative stress, phenolic acids, catalase, Saccharomyces cerevisiae.



1. INTRODUCAO

Diferentes patologias estdo intrinsecamente associadas a um quadro de estresse
oxidativo intracelular, onde os danos oxidativos que interferem nas fun¢Ges de biomoléculas e
consequentemente das estruturas celulares sdo catalisadores na progressao dessas doencas.
Portanto, a necessidade das células de aumentarem a acdo das suas defesas antioxidantes
endogenas pode permitir que a velocidade desses danos seja diminuida evitando a progressao
de patologias como diabetes, cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas.

Algumas defesas end6genas compreendem a acdo de enzimas antioxidantes, tais como
as catalases peroxissomais e citossolicas, capazes de eliminar o perdxido de hidrogénio
produzido inclusive pelo metabolismo aerdbico celular mediante sua transformacdo em agua e
oxigénio molecular. E de conhecimento a geracio de danos oxidativos em membranas
lipidicas e proteinas causados por esta espécie altamente reativa no ambiente celular; fazendo
com que um aumento da atuacdo dessas enzimas, seja através de suas atividades, sinteses ou
transcri¢cOes ligadas a fatores de transcricdo, corresponda a uma resposta celular contra o

estresse oxidativo.

Substancias exdgenas contendo moléculas que possam participar de reacdes redox nas
células ganham enorme relevancia nestes estudos, como as substancias fenolicas constituintes
de uma série de alimentos comuns presentes em nossa cultura alimentar. Muitos trabalhos
publicados focam em estudos onde essas moléculas atuam direta ou indiretamente sobre as
estruturas celulares, auxiliando as defesas enddgenas no combate as espécies reativas. Estas
substancias fendlicas podem fornecer poder redutor capaz de diminuir a concentracdo de
radicais livres, ou mobilizar ions de metais capazes de formar outras espécies reativas por
reacdes do tipo Fenton; diminuindo, por conseguinte, o0 comprometimento de moléculas

redutoras enddgenas como no caso do tripeptideo glutationa.

Embora o mecanismo pelo qual boa parte dessas moléculas obtidas de forma
exdgena atuem na protecao antioxidante dentro e fora das células nos organismos ainda careca
de investigacdo, uma das hipdteses € a interferéncia direta dessas moléculas sobre a atividade
de enzimas. Os é&cidos fenolicos apresentam atividade de sequestro de radicais livres e
mobilizacdo de metais pré-oxidantes; e evidéncias sugerem que estes compostos atuam
também modulando a atividade de diversas enzimas, interagindo com receptores em vias de
transducdo de sinais, podem regular o ciclo celular, dentre outros (OLIVEIRA e BASTOS,
2011).



Com o intuito de avaliar se existe alguma relagdo entre a atividade antioxidante
enddgena com estas substancias exogenas, esse estudo foca suas analises na agdo da enzima
catalase. Assim como as catalases de mamiferos, a catalase da levedura Saccharomyces
cerevisiae também apresenta-se como um tetrdmero, com elevada similaridade entre seus
aminoécidos nos dominios contendo o anel porfirinico e o ferro heme; além dessas catalases
também atuarem através do mesmo mecanismo reacional basico. Diante da grande ortologia
entre os sistemas de defesa antioxidantes de S. cerevisiae com células de mamiferos
superiores, com destaque para a similaridade estrutural entre a catalase deste fungo e as
catalases de mamiferos; e a necessidade de estudos empregando testes in vivo, afim de ndo
desconsiderar toda a complexidade celular nas andlises; a S. cerevisiae destaca-se como um
componente fundamental deste estudo (SOARES, ANDREAZZA e SALVADOR, 2004).

E importante ressaltar a importancia celular da catalase em estudo com células de
Saccharomyces cerevisiae, pois obervou-se que cepas desta levedura deficientes em catalase
S80 mais sensiveis a um estresse oxidativo provocado por peroxido de hidrogénio (FRANCA,
LIMA e ELEUTHERIO, 2017). A investigacdo de compostos fendlicos interagindo
diretamente com a enzima catalase ainda requer uma gama de analises a fim de mapear se
estes compostos modulam a atividade dessa enzima. Uma forma de avaliar esta relacdo €
através de analises antioxidantes in vivo utilizando células eucariéticas de Saccharomyces
cerevisiae, um modelo celular de estudo amplamente utilizado no que diz respeito a
investigacdo dos mecanismos moleculares associados a protecdo antioxidante, toxicidade de

moléculas e a potencial atuacdo de substancias como pré-candidatos a farmacos.

Outra ferramenta muito importante empregada para este fim é a modelagem
molecular; que possibilita através de analises in silico, utilizando calculos envolvendo
interacdes entre os fenodlicos e a catalase, analisar e prever o comportamento de estruturas
moleculares no sitio catalitico ou em outro ponto da enzima (KORB, FINN e JONES, 2014).
Através da modelagem molecular tem sido analisadas interacGes entre ligantes e enzimas,
possibilitando uma melhor compreensdo dos componentes estruturais importantes para que
um ligante interaja em um determinado sitio enzimatico (LOEWEN, VILLANUEVA, et al.,
2015).

Acidos fendlicos como os acidos fertlico e p-cumérico ja foram empregados em
estudos com respostas positivas contra doengas neurodegenerativas associadas a um ambiente
oxidativo em neurdnio (GAY, PHOPIN, et al., 2018, SAKAMULA e THONG-ASA, 2018).



Com isso, é importante a investigacdo para uma maior compreensdo sobre 0s possiveis
mecanismos envolvidos no papel de protecdo gerado por esses compostos; portanto, neste
estudo foram empregados experimentos de modelagem molecular, viabilidade celular,
atividade antioxidante e atividade da catalase com o objetivo de estudar a influéncia do acido
ferdlico e do &cido p-cumaérico sobre a catalase em células de Saccharomyces cerevisiae sob

estresse oxidativo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condicdo ocasionada por um desequilibrio entre a geracao
de compostos oxidantes e a atuacdo do sistema de defesa antioxidante do organismo. O
metabolismo celular do oxigénio gera espécies reativas, sendo estas radicalares ou ndo,
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies sdo produzidas
principalmente na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, etapa final da
respiracdo celular; contudo, existem outras inimeras fontes geradoras de EROs, como fatores
exdgenos e enzimas NADPH oxidases que estdo ligadas a transferéncia de elétrons através da
membrana celular onde normalmente apresentam como aceptor final o oxigénio molecular,
podendo gerar assim espécies reativas (DONG, ZHANG e ZHANG, 2021).

Espécies reativas de oxigénio e radicais livres desenvolvem papel importante no
metabolismo celular como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacoes
bioguimicas; porém, o excesso dessas espécies caracteriza uma situacdo prejudicial por
conduzirem a oxidacdo de biomoléculas podendo ocasionar perda de funcdo biologica
resultando em danos oxidativos a células e tecidos (BARREIROS e DAVID, 2006). Como
exemplos de compostos oxidantes presentes no meio celular tem-se o peréxido de hidrogénio
(H20.), e os radicais anion superdxido (Oz¢), peroxila (ROOQe¢), alcoxila (RO¢) e hidroxila
(OHe); sendo o radical hidroxila o mais reativo, capaz de alterar qualquer estrutura celular
proxima por conta do seu tempo de meia-vida muito curto e alta reatividade (MEHDI,
SOLANKI e SINGH, 2021).

A importancia da presenca das EROs e/ou dos produtos de reacdes que as envolvem
0s meios intra e extracelular estd no fato de que varios processos de sinalizacdo celular sdo
iniciados por estas espécies, inclusive de protecdo e morte celulares; muitas das vezes
associados a reacOes de oxido-reducdo tendo estas espécies como protagonistas. Essas
espécies sdo produzidas nas células, tem acdo em meio celular, e quando removidas revertem
0 sinal, representando assim seu potencial como moléculas sinalizadoras (RIBEIRO,
QUEIROZ, et al., 2005). As EROs também podem ser Uteis contra invasores externos e
auxiliar a célula em conter a proliferacdo do invasor (SOARES e MACHADO, 2007).

As espécies reativas podem reagir com os lipidios insaturados das membranas

celulares, numa cascata de reacbes conhecida como peroxidacdo lipidica resultando na
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degradagdo dessas estruturas com a formagdo principalmente de radical lipidico (L), radical
alcoxil (LO¢) e radical peroxila (LOO¢) (Figura 1); no comprometimento dos mecanismos de
troca de metabdlitos; e, em casos extremos, na morte celular. A peroxidacdo lipidica é
constituida pelas etapas de iniciacdo, propagacdo e terminagdo. A reagdo comegca com 0
sequestro do hidrogénio do &cido graxo poliinsaturado (LH) presente na membrana celular
resultando na formagao do Le. Na primeira parte da propagacéo o Le reage rapidamente com o
0o, resultando em LOOe que, por sua vez, retira um hidrogénio do acido graxo poliinsaturado,
podendo formar novamente o Le na segunda parte da propaga¢do. O término da
lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais (L e LOO+) produzidos nas etapas anteriores
propagam-se até se destruirem. A peroxidacdo lipidica esta relacionada a diversas lesdes
celulares. Os danos sofridos pela membrana celular resultam em transtornos de
permeabilidade, alterando os fluxos iGnicos e de outras substancias, provocando perda da
seletividade para entrada e saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteraces no
DNA e comprometimento dos componentes da matriz extracelular (SU, ZHANG, et al.,
2019).

Figura 1: Etapas da peroxidacdo lipidica (LIMA, SAES, et al., 2001).

Estudos utilizando células de testiculos, figado e coracdo de ratos correlacionam a
peroxidacao lipidica a morte celular, realcando a problematica dos danos a membrana celular,
além de ressaltar a importancia da supresséo da peroxidacao dos lipidios para a sobrevivéncia
das células. Também é observado que a delegdo de enzimas antioxidantes importantes como a



glutationa peroxidase torna as células muito mais sensiveis e 0 uso de antioxidantes exdgenos

como a vitamina E aumenta a resisténcia celular (IMAI, MATSUOKA, et al., 2017).

O DNA ¢é outro componente celular suscetivel aos danos oxidativos. Os danos
causados por espécies oxidantes podem comprometer a integridade e estrutura da molécula de
DNA, através de quebras de moléculas de fita simples ou dupla, modificacbes de base
nitrogenada e ligaces cruzadas de DNA, apresentando o 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-
OH-dG) como um dos principais produtos da oxidagdo do DNA causada pelo radical
hidroxila que induz modificaces das bases de purina e pirimidina com a mutagcdo simultanea
da estrutura da desoxirribose. Concordante com isto, um aumento dos niveis de 8-OH-dG na
urina foi relatado no linfoma maligno. As alteragdes do DNA decorrente do estresse oxidativo
podem interromper ou induzir as vias de transducdo de sinal, transcricao, erros de replicacéo e
varios tipos de instabilidade genémica com capacidade carcinogénica. Com o
envelhecimento, lesdes mutagénicas mediadas por espécies reativas podem induzir varias
doencas, incluindo cancer (MEHDI, SOLANKI e SINGH, 2021).

fons de metais como ferro e cobre também podem participar cataliticamente das
reacOes que resultam em lesdes oxidativas (Figura 2). O papel de metais em reacdes de
formacdo de EROs foi confirmado in vitro através das reacOes de Fenton e de Haber-Weiss

que apresentam como produtos o radical hidroxila (QI, ZHANG, et al., 2020).

Reacao de Fenton:

Fe** + O, 2 » Fe** + 0,

20, + 2H* =——»0, + H,0,

Fe* + HO, ———»Fe™* + OH + OH’
Reacao de Haber-Weiss:

Fe*** + 0O, (__) Fe* + O,

Fer + HO, ———» Fe* + OH + OH’

0,°" + HO, ——0, + OH™ + OH"

Figura 2: ReacgBes de Fenton e Haber-Weiss de formacao de espécies reativas
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).



O estresse oxidativo tem sido relacionado a diversas doengas como catarata, cancer,
enfisema, esclerose multipla, acidente vascular cerebral, Parkinson, doenca de Alzheimer,
entre muitas outras (YAN, WANG e ZHU, 2013). Estudos mostram que marcadores de
estresse oxidativo como carbonilas proteicas, bases oxidadas de DNA e produtos da
peroxidacdo lipidica sdo detectados em concentragdes aumentadas em camundongos de
modelo de estudo de Alzheimer e Parkinson (BARBOSA, MEDEIROS e AUGUSTO, 2006).

Ainda sobre a Doenca de Alzheimer, pode-se observar a presenca de proteinas
oxidadas, formacdo de espécies toxicas como perdxidos, aldeidos, cetonas e modificacdes
oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial. Na mitoc6ndria é provocada a inibicdo da cadeia
transportadora de elétrons, reducéo do potencial de membrana, diminuicdo da taxa respiratoria
e aumento na liberacdo de espécies reativas, favorecendo a ocorréncia de apoptose
(GEMELLI, ANDRADE, et al., 2013).

A fim de controlar os danos causados pela acdo de espécies reativas, as células
possuem sistemas de defesa antioxidante, os quais podem atuar impedindo a geracdo de
radicais livres ou espécies reativas ndo-radicalares (sistema de prevencéo); combatendo a acdo
dessas espécies (sistema varredor); ou ainda favorecendo o reparo e o restabelecimento das
estruturas danificadas (sistema de reparo). Esse sistema de defesa antioxidante € dividido em
sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico (BARBOSA, COSTA, et al., 2010).

O sistema de defesa enzimatico € constituido por diversas enzimas atuantes no
combate aos compostos oxidantes, destacando-se as enzimas glutationa peroxidase (GPXx),
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). A enzima glutationa peroxidase promove a
degradacdo do perdxido de hidrogénio produzindo agua (H20) e oxigénio molecular (O2),
porém para este processo € necessaria a conversdo da glutationa reduzida (GSH) em
glutationa oxidada (GSSG), sendo esse efeito da glutationa devido a ligacdo dissulfeto
existente em sua estrutura. Portanto, para a manutencdo da atividade da GPx é importante a
existéncia de GSH, que pode ser gerada a partir da reducdo da GSSG promovida pela enzima
glutationa redutase (Grd) e pela sintese de uma nova molécula de glutationa. A enzima
superdxido dismutase catalisa a producdo de perdxido de hidrogénio a partir do radical anion
superdxido, e a enzima catalase é responsavel pela decomposicdo de peréxido de hidrogénio

em agua e oxigénio molecular (Figura 3) (SU, ZHANG, et al., 2019).



H,0, + H,0, H.O

0, 2GSH NAPDP'
(GP
0. 2HO  ,y,4 GSSG NADPH

DANOS
OXIDANTES

Figura 3: Atividade de enzimas do sistema antioxidante no combate a espécies reativas
(BARBOSA, COSTA, et al., 2010).

O sistema de defesa ndo enzimatico € composto por diversas substancias
antioxidantes de origem enddgena ou dietética, sendo compreendido como substancia
antioxidante qualquer composto que presente em menores concentragdes que as do substrato
oxidavel seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste. A vitamina E, a vitamina C e a
glutationa sdo substancias constituintes do sistema de defesa antioxidante celular. Os
polifendis sdo os antioxidantes mais abundantes em nossa dieta; vale destacar dois conjuntos
de antioxidantes dietéticos amplamente estudados devido ao seu potencial contra oxidantes,
os flavonoides e os cidos fenolicos (CERQUEIRA, MEDEIROS e AUGUSTO, 2007).

Diversos efeitos antioxidantes tem sido observados para polifendis presentes na
dieta, como no caso do estudo que observou que extratos de amora preta foram capazes de
reduzir em mais de 30% os niveis de EROs usando Caenorhabditis elegans como modelo de
estudo (MORAES, LOZANO-SANCHEZ, et al., 2020).

2.2. Acidos fenélicos

Compostos fendlicos estdo bastante presentes em vegetais, frutas e em diversos
alimentos derivados dos mesmos. Os grupos de compostos fendlicos mais abundantes nos
alimentos sdo os flavonoides, os acidos fendlicos e as lignanas. Estes compostos tém sido

amplamente associados & diminui¢do do risco de surgimento de doencas cardiovasculares,
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cancer e diversas outras doencas cronicas. O poder antioxidante ndo é o Unico fator
responsavel por essa associacdo dos fendlicos com a prevencdo das doencas. Além da
capacidade de sequestrar radicais livres ou mobilizar metais pro-oxidantes, evidéncias
sugerem que estes compostos também podem atuar através de outros mecanismos, como a
modulacgdo da atividade de diversas enzimas, interacdes com receptores e vias de transdugéo
de sinais, regulacéo do ciclo celular, dentre outros (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Acidos fenolicos é uma classe de compostos que apresenta grupamento fenol e
carboxila e é dividida em acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos (Figura 4). Os acidos
hidroxibenzdicos sdo constituintes das estruturas complexas de taninos e sdo menos presentes
nos vegetais consumidos pelos humanos. Como exemplo de derivados de &cidos
hidroxibenzdicos destacam-se os acidos salicilico, galico, elagico, venilico e protocateico, que
séo encontrados em frutas como morango, uva, laranja, limédo e tangerina (SILVA, COSTA,
et al.,, 2010). Os acidos hidroxicindmicos na maioria dos alimentos apresentam-se
esterificados aos &cidos quinico, tartarico ou a carboidratos e seus derivados, e estdo presentes
em varios alimentos de origem vegetal, como macéd, erva-mate, café, outras frutas, cereais e
cruciferas, tendo como exemplos comuns desses compostos os &cidos ferulico, p-cumarico,
cafeico e sinapico. Os acidos hidroxicindmicos também podem estar na forma livre em
alimentos como o tomate e a cerveja (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).



a)
Ry

OH
R; COOH

Acido p-hidroxibenzdico: R, =R, =H
Acido protocatecuico: R, = OH, R, =H
Adido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Acido siringico: R, = R, = OCH,

b)
R4

OH

R, = COOH
Acido p-cumérico: R, =R, =H
Adido caféico: R, =OH, R, = H
Acido fertlico: R, = OCH,, R,= H
Figura 4: Estruturas base dos acidos fendlicos. Acidos (a) hidroxibenzoicos e (b) hidroxicinamicos
(ANGELO e JORGE, 2007).

Acidos como o ferdlico e o p-cumérico sdo antioxidantes mais ativos que 0s
derivados de acido benzoico, como os &cidos siringico, procatecuico e vanilico. Este efeito
desses acidos hidroxicindmicos deve-se a ligacdo dupla conjugada existente entre o grupo
funcional &cido e o anel benzénico, que participa da estabilizacdo do radical fenoxil por
ressonancia do deslocamento do elétron desemparelhado gerada da interacdo destes
compostos com radicais livres; enquanto os derivados do acido benzdico ndo apresentam essa
ligagdo dupla (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Os antioxidantes fendlicos podem atuar interrompendo a cadeia reacional através da
doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo estes em produtos
termodinamicamente mais estaveis; ou ainda retardando a etapa de iniciacdo por diferentes
mecanismos, como a complexacdo de metais, desativacdo de oxigénio singlete (oxigénio
molecular em forma mais oxidante pelo acréscimo de energia), sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperdxidos para geragdo de espécies ndo radicalares e absorcdo de
radiacdo ultravioleta. O radical peroxil reage preferencialmente com esses compostos por

conta desse radical possuir menor energia do que outros radicais, fato que favorece a
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abstracdo do hidrogénio desses fendlicos. Este mecanismo de acdo antioxidante relacionado a
esses compostos e por isso presente em extratos de plantas desenvolve um papel importante
na reducdo da oxidacdo lipidica em tecidos vegetais e animais, pois quando incorporado na
alimentacdo ndo apenas conserva a qualidade do alimento, como também previne o

desenvolvimento de patologias associadas a danos oxidativos (ANGELO e JORGE, 2007).

2.2.1. Acido ferulico

O é&cido ferdlico ou acido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) prop-2-enoico (Figura 5) é
um composto fendlico de massa molecular 194,18 g.mol? pertencente a familia do acido
cindmico, naturalmente encontrado em folhas e sementes de varias plantas (MACHADO e
FREITAS, 2013). Este acido € comumente encontrado em grdos integrais, salsa, uvas,
espinafre, ruibarbo e sementes de cereais, principalmente trigo, aveia, cevada e centeio.
(ZDUNSKA, DANA, et al., 2018).

H,CO N

OH

HO

Figura 5: Estrutura quimica do acido ferdlico.

Diversas atividades biologicas tém sido relatadas para este composto além da
atividade antioxidante, como atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticancer,
antitrombotica, antiarritmica, antidiabética, propriedades imunoestimulantes e poder de
reducdo de danos a células, além de apresentar baixa toxicidade. O &cido ferulico ainda é mais
facilmente absorvido e mantém-se no sangue mais tempo que qualquer outro acido fendlico,
podendo prolongar o tempo de acdo do composto no organismo (ZDUNSKA, DANA, et al.,
2018).

O mecanismo de acdo antioxidante do &cido ferulico é principalmente baseado no
combate a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Este acido também é responsavel pela
quelacdo de ions metalicos relacionados a geracéo de espécies reativas, como os ions Cu(ll) e

Fe(ll), relacionando-se assim com a prevencdo da peroxidacdo lipidica (BEZERRA,
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PEREIRA, et al., 2016). O &cido fertlico ndo apenas elimina radicais livres, como também é
um inibidor de enzimas que catalisam a geracdo de radicais livres e estimulador da atividade
de enzimas protetoras. Foi observado que este composto mostrou forte atividade inibitéria da
tirosinase e da superdxido dismutase e sua ingestdo resultou em significativo aumento da

atividade da glutationa s-transferase e da quinona redutase no figado (OU e KWOK, 2004).

O poder antioxidante do &cido ferulico estd diretamente ligado a sua estrutura
quimica. Pelo fato do &cido ferGlico apresentar uma hidroxila em posi¢do orto com o grupo
metoxila, doador de elétrons, a estabilidade do radical fenoxil € maior, significando um maior
poder antioxidante (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).

O écido ferulico mostrou-se muito eficiente no auxilio de células mononucleares do
sangue contra o estresse oxidativo em concentracdo de aproximadamente 200 uM, ajudando
as células na eliminagédo de espécies reativas de oxigénio e reduzindo a peroxidagéo lipidica.
No mesmo estudo esse acido foi capaz de elevar a atividade das enzimas SOD e CAT em
hepatocitos e eritrocitos do sistema vascular de camundongos deficientes em apolipoproteina-
E (MANCUSO e SANTANGELO, 2013). Em outros estudos o ac. ferulico exerceu efeito
neuroprotetor e foi eficiente contra a doenca de Alzheimer, entretanto, o esclarecimento dos

mecanismos de acdo ainda precisam ser melhor elucidados (GAY, PHOPIN, et al., 2018).

2.2.2. Acido p-cumarico

O éacido p-cumarico ou acido (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico (Figura 6) € um
acido fendlico com massa molecular de 164,16 g.mol? (FERREIRA, VICTORELLI, et al.,
2018) da familia do &cido hidroxicindmico, normalmente encontrado em cogumelos e plantas.
Esse acido em sua forma livre ou conjugada € amplamente presente em frutas como maca,
pera, uva, baga, laranja e tomate; e outros alimentos como feijao, batata e cebola; além de
cereais como trigo, aveia e milho. Produzido em plantas pela via do chiquimato, tendo como
precursores a fenilalanina e a tirosina, o acido p-cumarico desempenha um papel relevante no
metabolismo central de plantas, uma vez que pode ser convertido em outros acidos fendlicos,
como o ferdlico, cafeico, clorogénico e o sinapico, bem como flavonoides (PEI, OU, et al.,
2015).
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OH

HO

Figura 6: Estrutura quimica do acido p-cumarico.

Em plantas o acido p-cumarico pode apresentar-se conjugado a aminas, alcodis,
monossacarideos, polissacarideos, oligossacarideos ou lignina em formas sollveis ou ndo em
agua. Tanto na forma livre quanto na forma conjugada o acido p-cumarico tem apresentado
atividades bioldgicas, tais como atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica,
anticancer e anti-ulcerativa; além de atenuar a aterosclerose, danos cardiacos, danos induzidos

por radiacdo ultravioleta, lesdo neural, gota, diabetes e ansiedade (PEI, OU, et al., 2015).

Na literatura o acido p-cumarico apresenta atividade antioxidante em ensaios com o
radical ABTS (in vitro), quelacdo de metais e eliminacdo de radicais anion superoxido e
perdxido de hidrogénio (KILIC e YESILOGLU, 2013). Além do aumento da atividade das
enzimas catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase a niveis comparaveis com 0s
controles ndo submetidos a estresse, também foi observado poder neuroprotetor em
camundongos, reafirmando o potencial deste acido fendlico contra doencas
neurodegenerativas (SAKAMULA e THONG-ASA, 2018).

2.3. Catalase

A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante responsavel por degradar peroxido de
hidrogénio. Devido ao fato de existirem alguns tipos diferentes de catalase, essa pode ser
classificada de acordo com sua funcdo e estrutura em trés grupos; sendo o primeiro e 0
segundo grupos formados por enzimas que apresentam grupamento heme, ou seja, catalases
verdadeiras e catalases-peroxidases; e o terceiro grupo contendo catalases ndo-heme que
utilizam manganés (GLORIEUX e CALDERON, 2017).

As catalases verdadeiras fazem parte do maior dos grupos e sdo encontradas em
organismos que apresentam metabolismo aer6bico. Em sua maioria, essas catalases sdo

homotetrameros com massa molecular entre 200 e 360 kDa, apresentando quatro grupos
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prostéticos, sendo na maioria das catalases desse grupo uma ferriprotoporfirina IX encontrada
no centro ativo. Muitas dessas enzimas, como a de fungos e a humana, apresentam NADPH
como cofator (BELO e SOUZA, 2016).

Catalase-peroxidases foram encontradas em fungos, bactérias e arqueobactérias e
possuem peso molecular entre 120 e 340 kDa, apresentando-se normalmente como
homodimeros. Essas enzimas possuem menor eficiéncia para a degradacdo de H>O2, porém
maior afinidade por este substrato (GLORIEUX e CALDERON, 2017). Através de atividade
peroxidase podem reagir com doadores de hidrogénio como metanol, etanol, fendis ou éacido
formico (Figura 7) (MATES e PEREZ-GOMEZ, 1999). Esse tipo de CAT também apresenta
maior sensibilidade a inativacdo por pH quando comparada com as tipicas ou verdadeiras
(GLORIEUX e CALDERON, 2017).

CAT
2 HQOQ_’ 2 HAO + 02

CAT
ROOH + AH, —— H,0 + ROH + A

Figura 7: Catalises das catalase-peroxidases (GLORIEUX e CALDERON, 2017).

Catalases com manganes foram encontradas apenas em bactérias. Esse tipo da
catalase apresenta dois ions de manganés no centro ativo e pode apresentar-se na forma
oligomérica, tendo massa molecular entre 170 e 210 kDa, ndo possuindo homologia
significativa com os demais grupos de catalase. A reacdo catalitica dessas enzimas acontece
de maneira completamente diferente, onde o nlcleo dimanganés é igualmente estavel e pode
ser oxidado de Mn?* para Mn®* e reduzido de Mn®* & Mn?* na reagdo com o H2O; (Figura 8)
(WHITTAKER, 2012).

1° etapa: H>O, + Mn*" - Mn*" (2H") — Mn®*" - Mn*" + 2 H,O
2° etapa: H,0,+ Mn’*" - Mn** — Mn** - Mn** 2H") + O,
soma das reacdes: H,O, + H,O, — 2 H,O + O,
Figura 8: Reacdo de catalise da eliminacdo de H.O- realizada pelas catalases que utilizam manganés

(GLORIEUX e CALDERON, 2017).
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As catalases mais comuns apresentam relevante estabilidade térmica, divergindo do
esperado para um tetrdmero estabilizado por intera¢cbes ndo covalentes; porém, suas
subunidades entrelacam-se com o C e o N terminal em cada subunidade sobrepondo-se,
conferindo uma maior estabilidade térmica a enzima. Estudos confirmam a existéncia de
canais que facilitam o transporte de H20: para o local ativo das enzimas através do
direcionamento do peréxido de hidrogénio via dipolos de H>O e ligagdo de hidrogénio.
Através desta sua acdo catalitica, a CAT pode a partir da diminui¢do dos niveis de H20-
elevar a vida Gtil celular (TEHRANI e MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018).

A catalase em células eucariéticas localiza-se principalmente em peroxissomos,
tendo origem nuclear e sendo assim importada para estas organelas. Essa enzima antioxidante
é enviada na forma monomérica sinalizada para o peroxissomo, onde ocorre a tetramerizacao;
entretanto, a catalase também pode ser encontrada em sua conformacao tetrameérica ativa no
citosol das células e em mitocondrias (GOYAL e BASAK, 2010).

Em estudos com células da levedura Saccharomyces cerevisiae, foi observado que as
cepas deficientes em alguma das catalases sdo mais sensiveis. Tanto a cepa Acttl (catalase
citosdlica) quanto a Actal (catalase peroxissomal) apresentaram reducdo de viabilidade
celular mais acentuada que o controle quando submetidas a agentes indutores de estresse
oxidativo (FRANCA, LIMA e ELEUTHERIO, 2017).

2.3.1. Mecanismo de acéo da catalase

Nas reacdes de catélise da degradacdo do perdxido de hidrogénio, a catalase é
oxidada a um intermediario de ferro hipervalente (composto I) para degradar a primeira
molécula de H20., e é reduzida retornando ao estado de repouso na degradacdo de uma
segunda molécula do substrato. O composto | (Cpd 1) é formado a partir da oxidacdo sofrida
pelo centro ativo da enzima, sendo caracterizado por um radical cation oxoferril porfirina.
Uma vez formado o composto | rapidamente ocorre a reagdo com a segunda molécula de
H.0>, gerando H,O e O, (Figura 9). E sugerido que o residuo de histidina distal pode
desempenhar importante na atividade da enzima (PUTNAM, ARVAI, et al., 2000).
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Figura 9: Primeira e segunda reacdes das catalases heme com H,O, (PUTNAM, ARVAI, et al., 2000).

Quando em presenca de doadores de elétrons como fenois, &cido salicilico,

ferrocianeto, monéxido de nitrogénio e anions superdxido, bem como em baixas

concentragfes do substrato H2O2, 0 composto | pode sofrer uma reducdo de um elétron

gerando o composto Il (Cpd I1), caracterizado como hidroxoferril; que retorna ao estado de
16



repouso apds outra etapa através da transferéncia de um elétron. Na presenca de outro doador
de um elétron o Cpd Il pode retornar ao estado de repouso, porém na presenca de peroxido de
hidrogénio o Cpd Il pode ser transformado no composto 111 (Cpd I11), que é caracterizado pelo
ferro em um estado oxiferroso (O.-Fell-heme); o qual pode retornar ao estado de repouso ou
levar & inativacéo da enzima (Figura 10) (GLORIEUX e CALDERON, 2017).

(1-elétron doador)

Cpd! + AH > Cpd Il (Por-FeV=0 e Por-Fe"V-OH)

CpdIl + AH > Enz (Por-Fe") estado de repouso
Cpdll + H:0. > Cpdlll (Por-Fe"-0: )

Cpd Il =  Enz(Por-Fe") ou inativacdo

Figura 10: Reacdes de formacéo de Cpd Il e Cpd 11 sofridas pelas catalases
(GLORIEUX e CALDERON, 2017).

2.3.2. Catalase humana

A catalase humana possui quatro subunidades idénticas de 62 kDa, contendo cada
uma dominios distintos e um grupo heme prostético. Um dominio inclui um braco do terminal
N contendo uma histidina distal, essencial para a reacdo da catalase; enquanto o outro
dominio contém oito estruturas B-barris dispostas de maneira antiparalela com seis insercoes
helicoidais o, garantindo o nucleo hidrofobico necessario para a estrutura tridimensional da
enzima; ja o terceiro € um dominio de conexao contendo um residuo de tirosina que liga-se ao
grupo heme; e o quarto um dominio a-helicoidal, importante para a ligacdo ao cofator
NADPH (GOYAL e BASAK, 2010).

Ainda que a sequéncia de aminoacidos entre todas as catalases verdadeiras ndo seja
idéntica, a estrutura tridimensional, a estrutura terciaria do dominio B-barril, o dominio de

conexado e a zona vizinha a histidina distal sdo altamente conservados, enquanto o dominio a-

helicoidal apresenta moderado grau de conservacdo (GLORIEUX e CALDERON, 2017).

2.3.3. Cinética

A catalase é muito eficiente, apresentando taxas de conversdo de até 40 milhdes de

moléculas por segundo. As catalases verdadeiras de mamiferos ndo seguem a cinética de
17



Michaelis-Menten, pois a enzima ndo é saturada pelo peroxido de hidrogénio em
concentracdes viaveis de substrato de até 5,0 M e devido a natureza de duas etapas da reacdo
catalisada (TEHRANI e MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018); porém, pode ocorrer a rapida
inativacdo da enzima em concentracdes acima de 0,1 M de H>O2, quando o complexo da
enzima ativa | é convertido nos complexos inativos Il ou 1l (AEBI, 1984).

A reacédo predominante depende da concentracdo do substrato envolvido na reacao e
da concentracdo de H2O2 no sistema. De todo modo, o complexo ativo catalase-H.O, é
formado primeiro, e a decomposicdo de peréxido de hidrogénio na qual a segunda molécula
de H2O> serve como doadora de hidrogénio para o complexo | ocorre de maneira
extremamente rapida (k ~ 107 litros.mol?.s); enquanto que as reagGes peroxidativas ocorrem
relativamente lentas (k ~ 102-10° litros.mol™.s) (AEBI, 1984).

2.3.4. Inibidores e ativadores

Os anions cianeto e azida podem ligar-se a0 heme e promovem, assim, a inibicédo
irreversivel da enzima; eliminando, no caso da azida, também a atividade peroxidatica por
impedir a formacdo do composto Il a partir do composto I; enquanto outros compostos
também inibem a catalase irreversivelmente de forma lenta, como € o caso do surfactante
dodecil sulfato de sddio (SDS) e o 2-mercaptoetanol. A lista de inibidores estende-se até a
alguns antioxidantes, como alguns flavonoides (TEHRANI e MOOSAVI-MOVAHEDI,
2018).

O nitrogénio do cianeto bloqueia o acesso do heme a outros possiveis ligantes;
interagindo com a histidina distal e um residuo de asparagina, sugerindo que compete com o
perdxido de hidrogénio pela ligacdo ao heme (GLORIEUX e CALDERON, 2017). Trabalhos
indicam que compostos como a curcumina induzem mudancas conformacionais na CAT,
melhorando a acessibilidade do substrato ao centro catalitico da enzima auxiliando assim no
processo de sua ativacdo. A curcumina apresentou-se atraveés da docagem molecular e da
dindmica molecular estabelecendo ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos
Gly120 e His254 e provocando aumento de 190 A no local de acesso do substrato & enzima
(TEHRANI e MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018).
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2.4. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie de levedura pertencente ao reino dos
fungos, sendo um organismo eucarionte unicelular. Esse microrganismo é anaerobico
facultativo, podendo obter energia via respiracdo ou via fermentacdo de hexoses. Quando a
levedura esté frente a uma concentracdo de agucares fermentesciveis superior a 0,2% a via de
obtencdo de energia utilizada é a fermentativa, a rota anaerdbica, onde os aglUcares sdo
convertidos a gas carbdnico e etanol, sendo este processo denominado de fermentacdo
alcodlica. Por outro lado, quando este organismo encontra-se em meio de concentracdo de
acucares inferior a 0,2% a via metabdlica é a respiracdo celular, onde 0s aglcares sao
convertidos a gas carbonico e agua, sendo ativados genes relacionados ao metabolismo
aerébico (MARIS, ASSUMPCAO, et al., 2001).

O microrganismo S. cerevisiae € um organismo celular eucarionte amplamente
estudado que apresenta diversas organelas, vias metabdlicas e sistemas de defesa
antioxidantes similares aos de mamiferos superiores, podendo ser utilizado para diversos
experimentos a fim de ampliar a compreensdo sobre a natureza de determinadas doencas
humanas e animais. A S. cerevisiae também possui a enzima catalase como um dos principais
componentes de seu sistema de defesa antioxidante, assim como as enzimas superoxido
dismutase e glutationa peroxidase; é facilmente manipulada em laboratdrio e é extremamente
favoravel para estudos de fendmenos genéticos pelo fato de seu genoma ter sido
completamente sequenciado, sendo assim um modelo bioldgico de estudo de elevado valor
(LUSHCHAK, 2006).

H& uma grande importancia nos testes in vivo, ou seja, empregando células vivas e
animais nos ensaios, com 0 objetivo de manter a inerente complexidade celular na analise
(CRUZ, BARBOSA e PINTO, 2004). Devido as caracteristicas apresentadas pela S.
cerevisiae, este microrganismo pode ser empregado para estudos antioxidantes (SOARES,
ANDREAZZA e SALVADOR, 2004); bem como como modelo de estudos para doencas
como Alzheimer (BHARADWAJ, MARTINS e MACREADIE, 2010) e Huntington
(HOFER, KAINZ, et al., 2018) a partir da expressdo heter6loga de proteinas humanas

envolvidas nessas doencas.

O crescimento das células de S. cerevisiae segue uma tendéncia, durante a fase
inicial em meio rico em hexoses a levedura cresce exponencialmente por fermentacdo da

glicose disponivel no meio de cultura, apresentando como caracteristica elevada taxa de
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diviséo celular, grande consumo dos agucares e formacdo de etanol como produto do processo
fermentativo. Quando a glicose torna-se limitante, as células de S. cerevisiae tém seu
crescimento fermentativo afetado, mudando sua produgdo de energia para um modo
respiratério, sendo esse periodo de transicdo conhecido como “deslocamento diduxico”. Apos
a troca de metabolismo as celulas retomam a divisdo celular em ritmo mais desacelerado,
utilizando o etanol produzido em fases anteriores como fonte de carbono, na fase pos-
diduxica; ja com a falta de fontes de carbono para o crescimento celular, as células entram na
fase estacionaria, onde cessam o crescimento por falta de nutrientes (Figura 11) (LAVOVA,
URMISKA e SILLEROVA, 2014).

Fase Fase Fase
exponencial pos-diauxica estacionaria

s

Figura 11: Fases de crescimento de células de Saccharomyces cerevisiae (HERMAN, 2002).

2.4.1. Catalase de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae apresenta duas catalases; uma peroxissémica conhecida como catalase
A e uma catalase T citosdlica (NISHIMOTO, FURUTA, et al.,, 2015). A catalase
peroxissdmica A da levedura S. cerevisiae apresenta-se como um tetramero com cerca de 515
residuos de aminoacidos por subunidade, com conformacéo do nucleo central semelhante a de
catalases de organismos afins distantes. Os residuos polares na proximidade da bolsa heme

que estdo presentes em todas as sequéncias da catalase, como 0s residuos de aminoacidos
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His70, Ser109, Asn143, Arg351 e Tyr355, tém disposicdes quase idénticas a uma catalase de
figado bovino (MATE, ZAMOCKY, et al., 1999).

A catalase citosélica T é uma proteina homotetramérica de aproximadamente 562
aminoacidos (PETROVA, RASHEVA e KUJUMDZIEVA, 2002). A maioria dos
aminoacidos da proximidade da porfirina e do ferro heme esta conservada entre essa catalase
e a catalase de figado bovino, apresentando homologia de 52,2%, atuando ambas as catalases
pelo mesmo mecanismo basico (HARTIG e RUIS, 1986).

2.5. Modelagem molecular

A modelagem molecular é uma ferramenta importante para o estudo da estrutura e
propriedades das moléculas. Uma das suas principais aplicacfes atualmente é o auxilio na
descoberta de farmacos, onde atraves de célculos esta ferramenta possibilita prever e analisar
comportamentos de estruturas moleculares (KORB, FINN e JONES, 2014), possibilitando
analises de interacdes entre ligantes e proteinas (LOEWEN, VILLANUEVA, et al., 2015).

Para 0 método de calculo a ser empregado para a modelagem molecular ha muitas
opcoes, diferindo quanto as fungdes usadas para o célculo de energia. Essas fungdes podem
ser de natureza empirica, como as empregadas em mecanica molecular, ou puramente tedrica,
passando pelos ditos métodos semi-empiricos, sendo a escolha de métodos determinada pelo
compromisso entre precisdo dos resultados, tempo necessario para o calculo e complexidade
do sistema analisado (BARREIRO, RODRIGUES, et al., 1997).

A modelagem molecular de uma estrutura possibilita que suas propriedades sejam
modeladas com certa facilidade, possibilitando assim a analise das conformacdes
preferenciais da molécula em diferentes condi¢Ges. Além disso, os célculos tedricos sao
utilizados também para avaliar propriedades como os calores de formacgdo, energias
eletronicas, energias dos orbitais de fronteira HOMO (orbital mais energético ocupado) e
LUMO (orbital menos energético desocupado), densidades eletrdnicas atbmicas, energias de
ionizacdo, cargas atdmicas liquidas, ordens de ligacdo e momentos de dipolo, dentre outros.
As energias do HOMO e do LUMO estdo correlacionadas as habilidades de doar e receber
elétrons, respectivamente, onde uma maior energia do orbital HOMO esta relacionada a maior

probabilidade de doar elétron; enquanto que uma menor energia do orbital LUMO esta
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relacionada a uma maior facilidade em aceitar elétron, podendo assim ser avaliado o potencial
de transferéncia de elétrons de uma molécula (BARREIRO, RODRIGUES, et al., 1997).

A modelagem molecular ¢ um método poderoso para o estudo das correlacbes
estrutura-atividade (FERREIRA, SANTOS, et al., 2015). E possivel ainda estudar através
dessas técnicas mecanismos de acdo de diversos farmacos no nivel eletrénico e molecular,
possibilitando a partir de estudos de propriedades e interacdes, um planejamento de novos
farmacos numa base racional, com maior seletividade e acdo (BARREIRO, RODRIGUES, et
al., 1997).

2.5.1. Principais modelos

O método de mecénica molecular estd baseado na visdo classica da estrutura
molecular, compreendendo as estruturas das moléculas como um conjunto de esferas unidas
por molas com constantes de forca caracteristicas. O campo de forgas é constituido pelo
somatorio de termos de energia relacionados as posi¢oes de equilibrio do sistema (distancias
de ligacdo, angulos de ligacdo e diedros, ligacGes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals,
interacdes eletrostaticas, etc.); as quais sdo associadas penalidades energéticas pelo seu
afastamento. As constantes de forca sdo, em geral, avaliadas por meio de dados de
espectroscopia. A principal vantagem € a rapidez para a avaliacdo de sistemas moleculares
complexos (BARREIRO, RODRIGUES, et al., 1997).

Por outro lado, os métodos de mecanica quantica permitem maior precisdo nos
resultados e fornecem dados sobre a estrutura eletrénica que ndo é considerada na mecanica
molecular. Para isso, uma maior quantidade de tempo e capacidade computacional séo
exigidos. A maior parte dos métodos quanticos estdo baseados no formalismo de orbitais
moleculares com abordagens distintas (RYAZANTSEV, NIKOLAEV, et al., 2019).

Nos métodos ab initio, um modelo para uma funcédo de onda particular é selecionado
e 0s célculos realizados sem simplificacdo, estando o erro associado ao conjunto de bases
selecionado e ao nivel de tratamento da correlacdo eletrdnica. Os métodos semi-empiricos
estdo baseados nos mesmos fundamentos, porém com algumas aproximacdes na resolucéo das
equacdes fundamentais e empregando pardmetros ajustados a dados experimentais, o que

elevou significativamente a velocidade dos métodos baseados em orbitais moleculares. As
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multiplas aproximacfes desse método permitem simplificar o célculo, evitando um grande
namero de integrais, possibilitando a aplicacdo destes a sistemas com um nimero maior de
atomos (BARREIRO e RODRIGUES, 1997). Os métodos semi-empiricos de orbitais
moleculares PM3 (Parametric Method 3), PM6 (Parametric Method 6), PM7 (Parametric
Method 7) e RM1 (Recife Model 1) sdo os mais usados e apresentam algumas diferencas em
relacdo as suas parametrizagdes (MACHADO, CASTRO e MARINHO, 2016). Outro modelo
usado é a Teoria Funcional de Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory), que é
um modelo alternativo baseado em orbitais moleculares que existe em versdes ab initio e
semi-empiricas, sendo 0 modelo do funcional de troca hibrido de 3 parametros (B3LYP) um
dos modelos mais usados por conta da qualidade dos resultados obtidos, particularmente para
moléculas orgénicas (SANT’ANNA, 2009).

2.5.2. Docagem molecular

A docagem molecular, como uma técnica de modelagem molecular, € um método in
silico (atraves de simulacdo computacional) baseado na estrutura das moléculas, amplamente
empregado na descoberta de novos medicamentos. A docagem possibilita prever o modo de
interacdo (pose) do par ligante - biomacromolécula alvo (geralmente uma proteina). Muitos
esforcos tém sido feitos para o aprimoramento desta técnica devido ao seu grande potencial,
como a melhoria dos algoritmos de docagem e a superacdo de suas limitacGes intrinsecas. As
principais limitacGes desta técnica sdo uma amostragem restrita das conformacdes de
receptores e ligantes na previsdo de pose e o uso de funcdes de pontuacdo aproximadas.
Porém, esses métodos também podem ser aplicados em conjunto com a dinamica molecular
(DM), a fim de se obter maior refinamento e validacdo para os complexos modelados in
silico. A qualidade da previsdo da interacdo ligante — molécula alvo pode ser medida, por
exemplo, pela similaridade entre a conformacdo de ligacdo prevista na docagem e a estrutura
experimentalmente observada de ligantes co-cristalizados a proteina (PINZI e RASTELLI,
2019).

O uso da técnica de docagem molecular ampliou os horizontes de descoberta de
medicamentos ou moléculas biologicamente ativas. Devido ao poder de previséo e velocidade
da técnica, protocolos de triagem em larga escala adotaram-na para analises como

identificacdo de sitios de ligacdo a proteinas; identificacdo de novos alvos moleculares de
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ligantes conhecidos; observacdo de reacGes adversas a medicamentos; e reconhecimento de
ligantes com novos quimiotipos ativos contra um determinado alvo ou um conjunto de alvos
desejados (PINZI e RASTELLLI, 2019).

Na literatura a docagem molecular tem sido amplamente empregada para o estudo da
interacdo proteina-ligante para diversos tipos de proteinas e ligantes (MEIRA, ALMEIDA e
LAVORATO, 2018, NGUYEN, YU e KELLER, 2017, ATANASOVA, YORDANOQV, et al.,
2015). Um exemplo € o estudo de atividades biolégicas de extratos de folhas e galhos de
Glyphaea brevis e dos componentes majoritarios desses extratos, em que foram avaliadas por
docagem molecular as possiveis interacdes entre importantes enzimas do sistema de defesa
antioxidante e os acidos ferulico e p-cumarico, sendo observada interacdo desses compostos
com enzimas como a superéxido dismutase (OLUGBODI, TINCHO, et al., 2019). Outro
exemplo € a utilizagdo da docagem molecular num estudo com o composto natural Artepelin
C e a proteina Albumina visando analisar a interacdo entre essas duas moléculas (CHAVES,
PIRES, et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Analisar a relagdo antioxidante dos &cidos ferulico e p-cumarico e a enzima catalase de

Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar qualitativa e quantitativamente o intervalo de concentracdo nédo-citotoxico dos

acidos ferulico e p-cumarico em células de S. cerevisiae;
- Avaliar o poder antioxidante dos &cidos fertlico e p-cumaérico in vivo;
- Analisar a interacgéo dos acidos ferulico e p-cumarico com a catalase;

- Relacionar os dados da atividade e interacdo dos acidos p-cumarico e feralico com a enzima

catalase in vivo e in silico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
4.1.1. Meios de cultura

Para a realizacdo dos experimentos in vivo foram utilizados os meios de cultura YPD
2% liquido composto por 1% de extrato de levedura (Difco, EUA), 2% de peptona (Difco,
EUA) e 2% de glicose (Vetec, Brasil); meio YPD liquido de concentracdo dobrada
constituido de 2% de extrato de levedura, 4% de peptona e 4% de glicose e meio YPD 2%
solido formado por 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% Aagar
(Difco, EUA) empregado para solidificar o meio. Os meios de cultivo celular liquido e sélido,
bem como materiais especificos dos experimentos, foram esterilizados em autoclave a 121 °C

por 15 minutos.

4.1.2. Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas duas cepas de Saccharomyces cerevisiae; uma cepa
controle (BY4741) com seu genoma MATa; his3A1; leu2A0; metl540,; ura340 intacto; e
outra mutante (d4cttl), deficiente no gene que codifica a enzima catalase citosolica, com
genotipo idéntico ao da cepa BY4741, exceto por YGRO88w::kanMX4. As cepas foram
adquiridas através da companhia Euroscarf (http://www.euroscarf.de/), em Frankfurt, na

Alemanha; e armazenadas em meio s6lido YPD 2% a 4 °C.

4.1.3. Repique

Os repiques foram preparados por meio da transferéncia de alcada de cultura estoque
do microrganismo para uma superficie de agar contendo YPD 2% solido inclinado em um
tubo viale, e incubacdo a 28 °C por 24 horas em estufa incubadora refrigerada (BOD, Marca
SOLABeg); sendo nos meios de armazenamento da cepa mutante adicionado geneticina

(0,02%), uma vez que a mutacdo confere resisténcia a este antibidtico.
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4.1.4. Inéculo

No preparo do indculo, uma algada com células do repique fresco foi transferida para
o0 erlenmeyer contendo meio de cultura YPD liquido estéril. O in6culo foi incubado a 28 °C
por 22 horas sob agitagdo de 160 rpm em incubadora tipo shaker (Incubadora orbital
refrigerada, Marca NOVATECNICA®). Ap0s o crescimento das celulas a concentragdo do
meio de cultura foi determinada através da medida da absorvancia em espectrofotdmetro
(UVIVis, Marca Biospectroe) a 570 nm de uma suspensédo celular convertida em massa de
célula (mg de peso seco de celulas/mL de meio de cultura). O in6culo somente foi utilizado
para o experimento quando a concentracdo celular atingia aproximadamente 2,00 mg.mL™?,
para garantir que as células do microrganismo estivessem na segunda fase de crescimento

exponencial.

4.1.5. Preparo das solucgdes das substancias analisadas

O é&cido feralico e o acido p-cumarico foram adquiridos pela Sigma-Aldrich Chemie
(Steinheim, Alemanha). As amostras de acido ferulico e p-cumarico foram pesadas e 0,0100 g
de cada solido foi diluida em 5,0 mL de solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) 50% em agua

destilada estéril, resultando em solucio final de concentragdo 2000 pg.mL™.

A concentracdo do solvente DMSO nado-toxica as leveduras é de ate 3%
(SADOWSKA-BARTOSZ, PACZKA, et al., 2013), sendo obedecida essa concentracao

maxima neste trabalho.

4.2. Métodos

4.2.1. Fator de conversao

Inicialmente preparou-se um indculo a partir da transferéncia de uma alcada de
repique fresco em 100 mL de meio YPD liquido 2% estéril. Apds 24 h de incubacdo sob
agitacdo a 160 rpm em shaker a 28 °C, uma aliquota de 10 mL foi transferida para tubo tipo
falcon previamente tarado e reservou-se. Em seguida, efetuou-se diluicbes em &gua 1:10,
1:25, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:250 do indculo crescido, e as absorvancias foram lidas em

espectrofotdbmetro a 570 nm. A aliquota de 10 mL reservada foi centrifugada a 5000 rpm por
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10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet (precipitado) lavado duas vezes com
agua estéril destilada. O sobrenadante foi descartado e o tubo de ensaio foi colocado em
estufa a 60 °C por 72 h. A partir da massa de células obtida contida nos 10 mL de meio
liquido foi calculada a concentracéo inicial do indculo; e, com as absorvancias das diluigdes,
foi construida uma curva padrdo e extraido o fator de conversdo de absorvancia em

concentragdo (mg.mL™).

4.2.2. Toxidez das amostras

De um meio liquido de concentracdo dobrada foram transferidos 100 pL para todos
0s pocos das linhas A e B em uma placa de cultivo celular de 96 pocos; alem dos dois
primeiros pocos da coluna H. O primeiro pogo das linhas A e B recebeu 100 pL do inéculo e
solugbes das substancias &cido ferulico e é&cido p-cumarico, permanecendo a uma
concentracdo de 1000 pg.mL™ dos écido fertlico e p-cumarico nos pocos iniciais em A e B,
respectivamente. Esses primeiros pogos foram homogeneizados e a partir disso foram sendo
transferidos volumes de 100 puL de um pogo para o seguinte, sempre homogeneizando; de

modo gue 0 pogo seguinte tivesse sempre metade da concentracdo do pogo anterior.

Ao longo dos 10 pocos de cada linha (A e B) as concentracdes de exposicao foram
de 1000 pg.mL?* & 1,95 pg.mL™. Apds o preparo do experimento, a placa de 96 pocos ficava
em ambiente estéril até completar 24 h e ser adicionada uma solucdo do corante azul
resazurina 1,0 % em agua (coloracdo azul), que em contato com metabolismo celular ativo
alterna para a coloracgdo rosa, caracterizando a faixa de concentracdao que apresenta toxicidade

as células. Apds 20 min foi possivel a visualizacdo dos resultados.

¢ AN
N
6\:@\ Em contato com
HO o) o  Mmetabolismo ativo HO 0
resazurina da célula resorufina

Figura 12: Reacdo de mudanca de coloracéo da resazurina quando em contato com produtos do metabolismo

celular.
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4.2.3. Atividade antioxidante por sobrevivéncia celular

Do inéculo foi transferido um volume de meio correspondente a 50 mg de células
para erlenmeyers de 125 mL, sendo classificados quanto a cepa de origem e as substancias
para incubacdo. Um total de oito tratamentos foram utilizados contendo as cepas de S.
cerevisiae, sendo quatro com para a cepa BY4741 e quatro para a cepa mutante Acttl.
Inicialmente, dois dos tratamentos (controle negativo e controle positivo) ndo receberam nada
além de meio contendo 50 mg de células; um tratamento recebeu solugdo de &cido ferdlico e o
outro solugdo de acido p-cumarico, ambos a uma concentracdo de 10 pg.mL™, sendo esse
padrdo de montagem dos quatro tratamentos executada para cada uma das duas cepas
analisadas. Apos a adicdo das substancias foi realizada incubacdo por 1 h. Na sequéncia foi
realizada centrifugacdo das amostras a 5000 rpm por 10 minutos (centrifuga SI-700, Marca
Solab Cientifica) e lavagens com 20 mL de agua estéril, por duas vezes. As amostras foram
ressuspensas em 20 mL de tampdo fosfato de sodio de concentragcdo 0,5 mM e pH 7,0 e todas
as amostras, com excecao dos controles negativos, foram tratadas com a concentracéo de 2,0

mM de H20; por mais 1 h.

Apos o tempo de tratamento, aliquotas das suspensdes celulares correspondentes a 40
pMg de células foram diluidas em 1 mL de &gua destilada estéril, sendo posteriormente
misturados 10 pL desta suspensédo celular diluida com 10 pL de uma solucéo do corante azul
de metileno em agua destilada (10% p/v) e levada a mistura para leitura em microscopio
(Marca Astral Cientifica) na cAmara de Neubauer, onde 10 pL da mistura foram transferidos
para a observacdo no aparelho. Os quatro quadrantes das extremidades foram utilizados para a

contagem de células e foi feita a quantificacdo de células vivas.

4.2.4. Atividade da enzima catalase

Assim como para 0 experimento com o azul de metileno, as células cresceram por
aproximadamente 24 h; e um volume de inoculo correspondente a 50 mg de células foi
transferido para erlenmeyers de 125 mL para a realizacdo dos tratamentos. O controle
negativo e o controle positivo compreendiam apenas a suspensdo celular no primeiro
momento; enquanto outros quatro erlenmeyers receberam as solu¢ées com os &cidos, dois
receberam o &cido ferdlico e dois 0 acido p-cumérico. A incubagdo com esses tratamentos

ocorreu por 1 h a 28 °C/160 rpm, e apds esse periodo todos os tratamentos foram retirados e
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seus conteudos transferidos para tubos tipo falcon estéreis e centrifugados a 5000 rpm por 5

minutos. A suspensdo celular foi lavada duas vezes com agua destilada gelada estéril.

As células foram ressuspensas em 20 mL de tampdo fosfato de sodio (0,05 M, pH
7,0) e em seguida transferidas para os erlenmeyers de 125 mL anteriores, sempre em ambiente
estéril. O perdxido de hidrogénio foi adicionado na concentracdo de 2,5 ou 0,5 mM aos
erlenmeyers referentes ao controle positivo e aos acidos de acordo com o experimento
realizado, e a incubacdo foi mantida novamente por 1 h sob agitacdo e temperatura
controlados. ApoGs o estresse foi repetido o processo de lavagem das células, sendo essas
ressuspensas em 0,5 mL de tampdo fosfato de sddio pH 7,0 e transferidas para tubo de ensaio
de parede grossa. Adicionou-se a esse tubo 1,5 g de pérolas de vidro (40 um) e as células
foram lisadas sob agitacdo vigorosa com 3 ciclos de 1 minuto no vértex (agitador de tubos,
Marca Gehaka®) alternados com 1 minuto no gelo. O extrato foi recolhido em tubos do tipo
eppendorfs e as péerolas de vidro lavadas com 0,4 mL de tampédo fosfato de sodio com o
sobrenadante recolhido nos mesmos eppendorfs. Apos a lise celular, os extratos celulares
passaram por uma centrifugacdo a 3000 rpm por 5 min, onde o sobrenadante foi coletado e

utilizado para a quantificacdo da atividade da catalase.

Do extrato celular foram recolhidos 100 pL para serem diluidos em 900 pL de agua
destilada estéril e adicionou-se 100 pL desta diluicdo a 3,9 mL do mesmo tampdo. Desta
mistura foi retirado 100 pL para serem misturados a 36 pL de H.O2 3,0 M; e a partir disso,
observou-se o decréscimo de absorvancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de

240 nm durante 3 min.

A partir de uma curva padrdo previamente construida para H20; pode-se
correlacionar a concentracdo de H»O» a absorvancia, permitindo que fosse analisada a
variacdo da concentracdo do substrato na amostra e, assim, inferir a velocidade de catalise da
enzima catalase. Aliquotas de 100 pL do extrato diluido também foram adicionados a 4,5 mL
de reagente de biureto e as absorvancias mensuradas a 550 nm para, a partir de uma curva
padrdo previamente construida, dosar as quantidades de proteinas em cada tratamento; e, com
a divisdo da velocidade de catalise observada pela quantidade de proteina da amostra,

determinar a atividade da enzima.
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4.2.5. Modelagem molecular

As moléculas do é&cido fertlico e do acido p-cumérico foram construidas e
otimizadas com o programa Spartan'l4 (Wavefunction Inc.) através do calculo DFT (B3LYP)
com o conjunto de base 6-31G*, enquanto a estrutura 3D da enzima catalase de
Saccharomyces cerevisiae (cddigo 1A4E) foi obtida através do banco de dados PDB (Protein
Data Bank). A andlise da interacdo da enzima com os ligantes foi estudada por docagem
molecular através do programa GOLD 5.4 (CCDC Ltd.). Os resultados para a interacdo
enzima-ligante foram comparados com a molécula de guaiacol, adotada como padrdo
comparativo por ter sido co-cristalizada a estrutura da catalase de Bacillus pumilus (cddigo
4Q0Q) adquirida do PDB (LOEWEN, VILLANUEVA, et al., 2015). Inicialmente foi
realizada a redocagem do guaiacol na catalase de B. pumilus no sitio do Aspl10 para a
selecdo da funcdo mais adequada. A funcdo CHEMSCORE mostrou-se a mais adequada
(RMSD = 1,0265) para a realizagdo da docagem do guaiacol no sitio do Asp110 da catalase,
assim como a cavidade de 10 A foi adotada como a mais apropriada para a docagem dos

ligantes aqui estudados.

Foi utilizada a plataforma PLIP (https:/plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-

web/plip/index) para a analise e identificacdo dos residuos de aminoacidos envolvidos nas
interacdes enzima-ligante. A partir da identificacdo dos residuos de aminoacidos envolvidos
nas interacdes com os ligantes, os residuos de aminoacidos Asp123, GIn163, Vallll, Phel48,
Phel49, Phel156, Phel59 e Ile160 foram empregados com liberdade conformacional em novas

docagens moleculares, em separado e também com todos flexiveis ao mesmo tempo.

4.2.6. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de uma média e desvio padrdo de trés
experimentos independentes, no minimo. Por meio do PRISMA 8 foi aplicado o teste de
analise de variancia ANOVA seguido do teste de Tuckey para a comparacdo entre 0S
resultados gerados das diversas medias. A diferenca foi considerada estatisticamente

significativa quando p < 0,05.

31


https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index
https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Toxicidade dos acidos feralico e p-cumarico em S. cerevisiae

Neste trabalho os &cidos fertlico e p-cumarico foram estudados quanto a seus efeitos
de protecdo celular e, para melhor interpretacdo dos resultados, a concentracdo destes
compostos empregados nos testes ndo deveria apresentar significativa toxicidade as células de
Saccharomyces cerevisiae. A fim de verificar em que faixas de concentragdes as substancias
acido ferulico e &cido p-cumarico ndo seriam toxicas as células de S. cerevisiae foi realizado o
ensaio com o corante resazurina, onde células expostas a diferentes concentragdes dos acidos
fendlicos receberam uma solugéo de resazurina. O metabolismo ativo das células promove a
conversao de resazurina (coloracédo azul) a resorufina (coloracéo rosa) e esta reacéo possibilita
a analise da toxicidade dos &cidos a partir da visualizagdo da coloragio (Figura 13). E
relevante destacar que a coloragdo do meio de cultura afetou a coloragdo apresentada pelo
reagente resazurina, sendo observado comparativamente aos pogos controle que a coloracéo

laranja claro estava associada a ndo toxidez e o marrom a toxidez.

Figura 13: Teste de toxicidade com a resazurina. Diferentes concentraces de ac. Ferdlico (A) e &c. p-

cumarico (B). Pogos controle com células com metabolismo ativo (H6) e sem células (H7).

A partir das coloracdes obtidas para os tratamentos nos pocos da placa de 96 pocos
pOde-se analisar a toxicidade dos compostos acidos fertulico e p-cumarico, sendo a linha A
usada para a analise da toxicidade do acido ferulico e a linha B usada para a analise da
toxicidade do acido p-cumarico. Comparando com 0s pog¢os controle pode-se identificar a
coloracdo apresentada para células sob condi¢cGes normais (H5) e a coloracdo relacionada a
auséncia de células com metabolismo ativo (H6). Para melhor visualizacdo dos resultados
deste teste, foi construida uma tabela relacionando a concentra¢do dos acidos ferdlico e p-

cumarico com a toxicidade observada (Tabela 1).
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Tabela 1: Resultado do ensaio de toxidez das amostras no ensaio da resazurina: (++) alta

toxidez, (+) moderada toxidez e (-) baixa ou toxidez inexistente.

Concentracdo Nivel de Nivel de toxicidade
(ug.mrL?) toxicidade Ac. _p-cumdrico
Ac. ferilico

1000
500
250
125
62,5

31,25 -

15,625 - -

7,81 - -
3,91 . .
1,95 - -

+

Os ensaios sugerem que abaixo de 15,625 pg.mL™ nenhuma das duas substancias
apresenta toxidez as células de S. cerevisiae (Tabela 1). Em estudos com células humanas o
acido fertlico na concentragdo de 300 pg.mL™ ndo mostrou toxicidade (CHOI, PARK, et al.,
2018), enquanto o acido p-cumarico sO apresentou-se t0Xico em concentragcdes superiores a
1000 pg.mLt em células humanas (SOARES, BONACORSIB, et al., 2011); estando esses
dados relacionados com os observados neste estudo ao indicarem que esses acidos fenolicos
ndo sdo tdxicos em concentragdes de até 15,625 pg.mL?. Nesse caso, foi selecionada a
concentracdo de 10,0 pg.mL™, ou seja, 51,5 uM de acido fertlico e 61,0 uM de acido p-
cumarico, para ser utilizada nos ensaios seguintes, uma vez que esta ndo mostrou-se toxica as

células de levedura para ambos os acidos.

5.2. Potencial antioxidante dos &cidos ferulico e p-cumarico

A fim de verificar a capacidade antioxidante dos acidos fertlico e p-cumarico foi
realizado ensaio de sobrevivéncia celular com o corante azul de metileno. Neste ensaio, as
células de Saccharomyces cerevisiae podem ser visualizadas em microscopio e células mortas
apresentam-se na coloracdo azul porque o reagente azul de metileno entra nas células por
conta dos poros na membrana celular gerados pelas lesdes ocasionadas pelo estresse oxidativo
gerado pelo peréxido de hidrogénio, possibilitando deste modo a contagem de células vivas e

mortas. O teste com corante azul de metileno permitiu averiguar se as substancias acido
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feralico e acido p-cumérico impactariam na sobrevivéncia de células eucarioticas frente ao

estresse causado por perdxido de hidrogénio (2,0 mM) (Figura 14).

Havia a expectativa de que este ensaio revelasse um efeito antioxidante dos acidos p-
cumaérico e ferdlico, pois dados da literatura somados a estrutura quimica desses compostos
propiciaram a geracdo dessa hipétese. A presenca de hidroxilas fendlicas é importante para
efeitos antioxidantes associados a estabilizacdo de espécies reativas; e a existéncia de
grupamento &cido nas estruturas aliado a uma dupla ligacdo conjugada com o anel fendlico
intensifica este poder antioxidante (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004); podendo

resultar em protecdo antioxidante as células.

Atividade antioxidante cepa BY4741
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Figura 14: Percentual de células vivas da cepa BY4741 no ensaio com a substancia azul de metileno apds
estresse com H,O2 (2,0 mM). CN: controle negativo, CP: controle positivo, AF: acido fertlico e AC: &cido

p-cumarico.

Os resultados revelaram que o acido p-cumarico na concentragio de 10,0 pg.mL? foi
capaz de proteger significativamente as células de danos oxidativos, resultando no aumento
do nimero de células vivas quando comparado ao tratamento S6 com 0 agente estressor
(H202) (Figura 14). No tratamento com a solucéo de &c. p-cumarico a média de células vivas
foi de 65,92 + 5,21%, enquanto no controle positivo a média foi de 50,81 = 1,52%; ja o
resultado obtido para o tratamento com o &cido ferulico ndo resultou em diferenca estatistica
em relagdo ao acido p-cumarico e nem ao controle positivo, apresentando média de 60,48 +
8,26%.
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No sentido de avaliar possiveis influéncias dos &cidos ferdlico e p-cumarico numa
cepa ausente em catalase em condigdes de estresse oxidativo, também foi realizado o mesmo
ensaio com o reagente azul de metileno para a cepa Acttl. Esse experimento conta com uma
cepa mais sensivel, uma vez que cepas deficientes na catalase como a Acttl comumente
apresentam maior sensibilidade ao estresse oxidativo (MARTINS e ENGLISH, 2014). Do
mesmo modo, um estudo observou que a cepa Agshl (deficiente em glutationa) de S.
cerevisiae é mais sensivel ao estresse causado por perdxido de hidrogénio que a cepa controle
(BY4741), reforcando que a auséncia de componentes da defesa antioxidante afeta a
resisténcia das células ao estresse oxidativo (MARTINS, FRANCA, et al., 2021).

Atividade antioxidante cepa Acttl
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Figura 15: Percentual de células vivas da cepa Aczt1 no ensaio com substancia azul de metileno apds
estresse com H,O2 (2,0 mM). CN: controle negativo, CP: controle positivo, AF: acido fertlico e AC: &cido
p-cumarico.

Nesta cepa deletada em catalase observou-se ambos os acidos promoveram protecao
celular, resultando no aumento do nimero de células vivas em relagdo ao controle positivo;
onde o &cido ferulico, o acido p-cumarico e o controle positivo apresentaram médias de
151,60 * 2,07%, 99,68 + 15,23% e 73,96 + 8,54% de células vivas, respectivamente. O acido
feralico apresentou resultados melhores que o controle negativo na cepa Acttl, extrapolando
em mais de 50% o resultado obtido para o controle negativo adotado como 100% (células nao

estressadas) (Figura 15).
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Existem vérios estudos envolvendo a avaliacdo antioxidante de substéncias naturais
ou sintéticas utilizando cepas mutantes da levedura Saccharomyces cerevisiae, como por
exemplo solugBes de propolis com elevado teor fendlico (25 pg.mL™ e 50 pg.mL1) que foram
capazes de reduzir drasticamente danos oxidativos gerados pela inducéo de estresse oxidativo,
elevando a sobrevivéncia celular em mais de 50%; sendo este efeito acentuado em cepas
mutantes em genes de enzimas envolvidas na defesa antioxidante como, 4gshl (deficiente no
tripeptideo glutationa) e as cepas Agttl e Agtt2 (deficientes nas enzimas glutationa s-
transferase 1 e glutationa s-transferase 2, respectivamente) (DE SA, DE CASTRO, et al.,
2013). Neste mesmo estudo 0s extratos provocaram diminuicdo nos niveis de peroxidacao
lipidica, com reducdo de cerca de 20% da peroxidacdo lipidica na cepa BY4741, cerca de
10% na cepa 4gshl e superior aos 20% na cepa Acttl; estando esses resultados de acordo com
0s observados neste trabalho, onde o pré-tratamento com os &cidos fendlicos néo so foi capaz
de elevar a sobrevivéncia celular frente a inducéo de estresse oxidativo como também o efeito

foi percentualmente mais destacado na cepa mutante (dctt1).

O tratamento das células de S. cerevisiae com &cidos fendlicos pode estar induzindo
a expressdo de enzimas antioxidantes e diminuindo a quantidade de compostos oxidantes no
ambiente celular, e isto pode estar impactando na capacidade das células de se defenderem do
estresse causado pela exposicdo ao H.O e, consequentemente, na sobrevivéncia celular;
especialmente para a cepa mutante em catalase (4ctt1). Como foi observado por JO, YOUN,
et al., 2019, o pré-tratamento de células de linhagem celular de ratos (HEI-OC1) com acido
feralico provoca reducdo nos niveis de EROs detectado por citometria de fluxo e diminuicéo
no percentual de apoptose detectado pelo ensaio TUNEL frente ao estresse gerado por
cisplatina, além do tratamento com acido ferulico ter induzido um aumento de
aproximadamente 2 vezes na expressao de mRNA de enzimas antioxidantes como catalase e a

superdxido dismutase 2.

Derivados de &cidos fenolicos como o CAPE também tem sido relatados com efeito
de inducdo da expressdo de enzimas antioxidantes importantes, como no estudo em que o
CAPE na concentracao de 10 uM foi capaz de provocar aumento de 3 vezes na expressao da
enzima superdxido dismutase 3 em células humanas (OHASHI, YASUDA, et al., 2017).

Para a melhor visualizacdo dos impactos do tratamento com os &cidos ferulico e p-

cumadrico sob a sobrevivéncia celular em cada cepa (BY4741 e Acttl), os resultados foram
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plotados em um grafico como aumento percentual na sobrevivéncia celular para cada acido

fendlico aqui analisado (Figura 16).
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Figura 16: Comparativo entre a atividade antioxidante das cepas no ensaio de sobrevivéncia. CN:
controle negativo, CP: controle positivo. AF: &cido fertlico e AC: 4cido p-cumarico. O aumento
percentual do ndmero de células vivas foi obtido a partir da diferenca entre os percentuais de células
vivas de cada tratamento (AF e AC) e o percentual de células vivas no controle positivo da respectiva

cepa.

Comparando-se 0s resultados de ambas as cepas, pode-se observar que a
sobrevivéncia celular dos tratamentos com as solucdes dos acidos ferulico e p-cumarico na
concentracio de 10,0 pg.mL™ foram maiores na cepa mutante em catalase (4ctt1) para ambos
os acidos fenolicos (Figura 16), sendo este efeito mais destacado para o &cido ferulico que
apresentou aumento no numero de células vivas 8 vezes maior na cepa Actt! do que na cepa
BY4741. Este resultado indica que o acido fertlico é mais eficiente que o acido p-cumarico
na protecdo celular da cepa 4cttl, reduzindo o namero de mortes causadas pelo H20, em
células sem a expressdo da catalase. Como os resultados de sobrevivéncia celular em ambas
as cepas € impactado positivamente pelos acidos fenolicos (Figuras 14 e 15), sendo mais
destacado na cepa mais sensivel (dcttl), é indicado que o possivel efeito destes compostos
sobre a enzima catalase ndo é o efeito mais importante no ponto de vista da sobrevivéncia

celular.

Na literatura tem sido relatado que os niveis de acidos fendlicos estdo positivamente
relacionados com a protecdo contra o estresse oxidativo e isso foi observado também num

estudo empregando chas de ervas e chas verdes em células de Saccharomyces cerevisiae;
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onde através do ensaio de tamanho do halo, solu¢des de ervas com elevada composicdo de
fendlicos apresentaram protecdo celular contra o H2O> (LI, WANG e LUO, 2018).

Em outro estudo com S. cerevisiae tanto o acido fertlico quanto o acido p-cumarico
empregados na concentracdo de 50 pg.mL™ ndo promoveram reducéo significativa do nivel
de oxidagéo intracelular (CIGUT, POLAK, et al., 2011), divergindo dos dados observados
neste trabalho quanto a protecdo antioxidante; podendo esta divergéncia ser explicada pelo
fato de serem ensaios que determinam parametros diferentes. A oxidacdo intracelular visa
avaliar o ambiente intracelular quanto a capacidade antioxidante dos &acidos, ou seja,
determina como o tratamento com os &cidos impacta na homeostase redox das células,
enquanto o ensaio realizado neste trabalho avaliou a sobrevivéncia celular causada pela
protecdo antioxidante dos acidos. Com isso, existe a hipotese de que os acidos fenolicos
podem estar afetando as cascatas reacionais relacionadas a danos oxidativos e impedindo a
morte celular, sem necessariamente impactar significativamente no nivel oxidante do

ambiente intracelular.

O acido p-cumarico (5,0 mM) foi capaz de reduzir significativamente a quantidade
de EROs e aumentar a sobrevivéncia do microrganismo Caenorhabditis elegans sob estresse
oxidativo (YUE, SHEN, et al., 2018); e quando foi avaliado quanto a capacidade antioxidante
em linhagem celular de ratos (PC12) sob estresse oxidativo a uma concentracdo de 250
pg.mL™? houve aumento na viabilidade celular e supressdo da geragdo de EROs intracelular,
sendo esses dados coerentes com 0s resultados observados neste estudo ao relacionar este
acido fendlico ao aumento da sobrevivéncia celular frente ao estresse oxidativo (SHEN,
SONG, et al., 2019).

O é&cido feralico em concentracdes de 50 e 100 uM também mostrou-se capaz de
aumentar a viabilidade e reduzir a quantidade de EROs em linhagem celular de ratos (PC12)
estressada com Na»S204 (REN, ZHANG, et al., 2017), estando estes dados também de acordo
com os resultados apresentados neste trabalho para a sobrevivéncia celular sob estresse
oxidativo gerado por H2O2, pois apesar de os ensaios de sobrevivencia celular, niveis de
EROs e viabilidade celular serem ensaios diferentes e os modelos celulares utilizados (8.
cerevisiae e PC12) também serem distintos, ambos os trabalhos indicam que este acido
fendlico propicia protecdo antioxidante que impacta na vida celular nos diferentes modelos de

estudo.
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O écido cafeico apresenta estrutura quimica muito similar a dos acidos feralico e p-
cumarico e suas propriedades antioxidantes sdo bem conhecidas e estabelecidas, tanto que em
muitas pesquisas ele € utilizado como padrdo antioxidante para estudos envolvendo outros
fenolicos. O &cido cafeico na concentragdo de 30 pg.mL* é capaz de inibir em cerca de 70% a
peroxidacdo lipidica; além de combater cerca de 90% das espécies radicalares no ensaio do
ABTS in vitro na concentragéo de 25 pg.mL?; sendo inclusive responsavel pela agdo quelante
de ions ferro diminuindo o risco do aumento de EROs (GULCIN, 2006). Diante deste
contexto de &cidos fendlicos apresentarem diferentes efeitos de protecdo celular frente a
espécies oxidantes, seguiu-se para analises dos efeitos dos acidos fendlicos deste estudo sobre

a enzima catalase.

5.3. Analise da influéncia dos acidos ferulico e p-cumarico na atividade catalasica sob

estresse oxidativo mais severo

Com a finalidade de observar o impacto dos tratamentos com os acidos ferulico e p-
cumarico na atividade da enzima catalase, foram realizados ensaios de quantificacdo da
atividade enzimatica desta enzima em células de S. cerevisiae. Em espectrofotometro pdde-se
observar a variacao da absorvancia relacionada a degradacdo de H2O- por parte desta enzima,
e assim determinar a atividade catalasica (Figura 17). Quando sob elevado estresse oxidativo
as células podem sofrer danos graves em estruturas bioldgicas e, por consequéncia, serem
levadas a morte. A atividade da enzima catalase também € afetada por este estresse e, por isso,
em condicOes de elevado estresse oxidativo (exposicao das células a concentracfes acima de
0,8 mM de H20>) os ensaios podem detectar reducio da atividade enzimatica. E indicado que
em concentracdes proximas de 2,0 mM de H.0: a atividade da catalase diminua drasticamente
(MARTINS e ENGLISH, 2014). Por isso, a atividade da catalase foi avaliada quando a célula
foi submetida a uma concentracéo elevada de peréxido de hidrogénio (2,5 mM), promovendo
um maior estresse as células com o objetivo de avaliar se os acidos impactam na atividade

catalasica sob esta condicéo.
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Figura 17: Atividade percentual da catalase na cepa BY4741 em células sob estresse com H,O-

(2,5 mM). CN: controle negativo, CP: controle positivo, AF: acido ferdlico e AC: acido p-cumarico.

Com os resultados obtidos foi possivel observar que o acido feralico possibilitou um
aumento na atividade da enzima quando comparado ao controle positivo (estressado) (Figura
17), sendo obtidas atividades de 70,58 + 4,69%, 83,67 + 3,66% e 70,61 + 8,32%, para 0
controle positivo, acido ferulico e acido p-cumarico, respectivamente em relacdo ao controle
negativo (100%). Possivelmente este efeito esta relacionado ao menor dano oxidativo devido
a protecdo gerada pelo tratamento com o acido ferulico, corroborando o que foi observado no
ensaio com o azul de metileno (Figuras 14 e 15). O tratamento com este acido fendlico foi
capaz de reverter parte da reducdo da atividade da enzima gerada pela condicdo oxidativa

extrema.

Em um trabalho usando S. cerevisiae foi observado que a atividade da catalase sob
efeito de H20, pode aumentar ou diminuir em comparagdo com a atividade de células néo
tratadas com o peroxido de acordo com a concentracdo aplicada, estando a inducdo da
atividade da catalase correlacionada com a sobrevivéncia celular. Em concentra¢fes mais
altas desse agente estressor (acima de 0,8 mM de H»0) foi demonstrado que as células de
levedura sofreram maiores danos, provocando reducdo da viabilidade celular em mais de
50%; e, por consequéncia, a atividade enzimatica observada apresentou-se diminuida em
comparagdo com o controle negativo (MARTINS e ENGLISH, 2014), assim como nos dados

aqui apresentados.
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Em estudo com ratos observou-se que 0 acido rosmarinico que apresenta estrutura
similar a do &acido p-cuméarico dentro de sua estrutura quimica foi capaz de elevar
significativamente a expresséo da enzima SOD (cerca de 10%) prejudicada pela exposi¢éo ao
agente estressor selenito (TSAI, WU e HSU, 2019). Em modelo de estudo de Parkinson com
ratos o tratamento com o &cido feralico também apresentou efeito de restauracdo parcial da
atividade das enzimas superéxido dismutase em 3 vezes e da catalase em 30%, sendo
significativamente maior a atividade no grupo tratado com este &cido fendlico que no grupo
apenas exposto ao agente estressor (HAQUE, JAVED, et al., 2015). Estes dados indicam um
potencial por parte dos acidos fendlicos de estimular defesas antioxidantes, podendo isto
explicar como o &cido ferGlico foi capaz de propiciar aumento significativo na atividade da
enzima catalase em relacdo ao controle positivo sob estresse oxidativo causado por H.O2 (2,5

mM) no presente estudo.

5.4. Atividade catalasica na presenca dos acidos ferulico e p-cumarico sob estresse

oxidativo mais brando

Para possibilitar uma melhor compreensdo da influéncia dos &cidos feralico e p-
cumarico sob a atividade da enzima catalase de celula eucaridtica, 0 mesmo ensaio de
atividade catalasica foi realizado com a exposi¢cdo das células a uma concentracdo menor de

H202 (0,5 mM) e sem exposicdo ao H2O; (Figura 18).
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Figura 18: Atividade percentual da catalase na cepa BY4741 em células sob estresse com H,O;
(0,5 mM). CN: controle negativo, CP: controle positivo, AF: &cido ferulico, AC: acido p-cumarico,
AFS: 4cido feralico sem tratamento com H;O; e ACS: &cido p-cumaérico sem tratamento com H,O5.
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Em condicdo mais branda de estresse oxidativo (0,5 mM de H20.) os controles
negativo e positivo ndo apresentaram diferenca significativa entre si apresentando atividade
cataldsica de 89,21 + 8,76% e 100% para o controle positivo e controle negativo,
respectivamente, (Figura 18) possivelmente por conta dos danos celulares terem afetado um
possivel aumento de atividade aparente da enzima, como também observado na situacdo de
alto estresse com per6xido na concentracdo de 2,5 mM (Figura 17). Como consequéncia disto,
uma vez que os tratamentos com os acidos fendlicos protegem as células dos danos oxidativos
celulares, e eleva o nimero de células vivas como observado no experimento com o azul de
metileno (Figuras 14 e 15), a atividade da enzima é elevada para além da atividade registrada
para o controle negativo (células sem estresse) e, especialmente o acido ferulico foi capaz de
provocar a deteccdo de aumento na atividade da enzima, com médias de atividade de 127,52 +
8,29% para este acido fenolico e 104,40 + 3,11% para o acido p-cumarico.

Nos tratamentos somente com os &cidos fendlicos sem as células serem submetidas
ao estresse oxidativo hd uma reducdo estatisticamente significativa da atividade da catalase,
sendo a atividade catalasica observada de 77,76 + 5,00% para o acido ferulico e 53,63 £
18,07% para o acido p-cumarico em relacdo ao controle negativo (100%), indicando uma

possivel modulacdo negativa da enzima por parte dos &cidos ferulico e p-cumarico.

Estudos indicam que o composto fendlico curcumina tem atuacdo direta sobre o
aumento de atividade da enzima catalase (NAJJAR, GHADARI, et al., 2017), divergindo do
apontado neste trabalho, podendo ser explicado pelo fato da curcumina apresentar estrutura
com diferencgas significativas em relacdo aos dois &cidos aqui avaliados, pois a curcumina nao
apresenta grupamento &cido carboxilico e é um polifenol estruturalmente maior. Por outro
lado, é bastante relatada a inibi¢do da catalase por flavonoides (MAJUMDER, DAS e SAHA,
2017) (RASHTBARI, DEHGHAN, et al., 2017), como no caso em que a quercetina
apresentou atividade inibitéria ndo competitiva da enzima catalase hepatica bovina
(RASHTBARI, DEHGHAN, et al., 2017). Assim como esses flavonoides, os &cidos ferdlico e
p-cumarico possivelmente podem estar modulando negativamente a catalase. A fim de
observar se haveria uma interacdo dos acidos fendlicos estudados com a catalase, o estudo in

silico destaca-se como uma etapa importante deste estudo.
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5.5. Estudo in silico das possiveis interacdes dos &cidos p-cumérico e feralico com a

enzima catalase

Um estudo anterior relatou os sitios de interacdo observados na catalase de Bacillus
pumilus para compostos como pirogalol, catecol, resorcinol, guaiacol, hidroquinona e 2-
clorofenol, definindo em que sitio da enzima cada estrutura dessas poderia interagir. Os
resultados de cristalografia e modelagem apresentados demonstraram que aparentemente o
composto fendlico precisa apresentar uma configuracdo orto contendo duas hidroxilas
fendlicas para criar uma interagdo estvel no sitio catalitico, substituindo as moléculas de
agua da enzima nativa onde uma hidroxila interagiria diretamente com o ferro do grupo heme,
enquanto a segunda hidroxila formaria ligacGes de hidrogénio com o N da His57 e o N do
Asn130; ambos os residuos possuindo papel catalitico. Outro sitio observado foi proximo ao
residuo Aspll0 da enzima, onde os compostos fendlicos como o guaiacol seriam
estabilizados por interagdes de Van der Waals (Figura 19) (LOEWEN, VILLANUEVA, et al.,
2015). Estes dados sugerem o sitio do residuo de aminoacido Asp110 como um sitio mais

provavel para a interacdo dos &cidos ferulico e p-cumarico.

Estruturalmente a catalase A de Saccharomyces cerevisiae e Bacillus pumilus
apresentam em elevado grau de similaridade e o residuo do aminoacido Asp110 da catalase de
B. pumilus corresponde ao residuo Aspl23 da catalase de S. cerevisiae, sendo por isso 0
Aspl123 empregado como ponto de referéncia para definir a origem da cavidade de docagem

molecular (sitio de interacao).

A molécula de guaiacol apresenta semelhancas estruturais com as moléculas dos
acidos ferulico e p-cumérico; alem disso, existem dados de cristalografia registrando-a em um
sitio da enzima catalase, sendo, portanto, adotada como parametro comparativo neste estudo.
Assim como a molécula do acido ferulico, a molécula do guaiacol apresenta anel fenilico
substituido com grupamento hidroxila na posicdo orto ao grupamento metoxila. O acido p-
cumarico também apresenta anel fenilico ligado ao grupamento hidroxila, mas diferentemente
tanto do acido ferulico quanto do acido p-cumarico, a molécula do guaiacol ndo apresenta
cadeia lateral na posicao para em relacdo ao grupamento hidroxila, formada por trés carbonos
e terminando em um grupamento acido carboxilico, com uma ligacdo dupla conjugada entre o

anel fenilico e o grupamento acido.
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Figura 19: Estrutura quimica das moléculas de (A) guaiacol, (B) acido ferdlico, e (C) acido p-cumarico.

Os resultados da docagem sugerem uma interacdo menos favoravel dos acidos ferulico
e p-cumarico neste sitio da enzima (Aspl123), sendo a maior pontuagdo apresentada para a
docagem do guaiacol seguida da pontuacéo referente ao ligante acido p-cumarico e por ultimo

0 &cido ferulico, com melhores fitness de 13,59, 2,25 e 0,11, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Pontuacdes de ajuste geradas pela docagem molecular dos ligantes guaiacol,
acido feralico e acido p-cumarico na catalase de Saccharomyces cerevisiae com cadeias
laterais rigidas através da funcdo CHEMSCORE.

Ligante Pontuacdes

13,59

Guaiacol 13,36
13,14

2,25

Ac: p-cumidirico 1,98
1,65

0,11

Ac. ferilico- 0,07
-0,32

Os resultados foram submetidos a analise da ferramenta PLIP (Protein-Ligand
Interaction Profiler) para a identificagdo dos tipos de interagdes existentes para cada ligante,

possibilitando a identificacdo de cada residuo de aminoacido da enzima catalase envolvido em
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interacbes com cada ligante empregado neste estudo e o carater de interacdo estabelecida
(Tabela 3).

Tabela 3: Interaces com os residuos de aminoécidos observadas pela docagem
molecular dos ligantes guaiacol, acido ferulico e &acido p-cumarico na catalase de

Saccharomyces cerevisiae com cadeias laterais rigidas.

‘ Compostos InteracGes Aminoacidos
Interacdes
VAL111 PRO124 PHE148 PHE149 ILE160
Hidrofobicas
Ligacses de
GUAIACOL GLY112 ASP123 GLN163
Hidrogénio-
Empilhoumento-
i PHE159
s

Interacées  VAL111l PRO124 PHE148 PHE149 PHE149

ACIDO Hidvofébicas PHE156 PHE159 ILE160
FERULICO Ligacses de
GLY112 ASP123 GLN163
Hidrogénio-
Interacées  VAL111 PHE148 PHE148 PHE149 PHE149
ACIDO p- Hidrofobicas PHE159 PHE159 ILE160 GLN163 LEU196
CUMARICO Ligacdes de
GLN163

O ligante guaiacol apresentou 3 tipos de interagdo com a enzima catalase de S.
cerevisiae, interacOes hidrofobicas, ligagcdes de hidrogénio e empilhamento x; enquanto tanto
0 é&cido p-cumérico quanto o é&cido fertlico ndo apresentaram interacGes do tipo
empilhamento 7; porém apresentaram interacdes hidrofobicas com mais residuos de
aminodacidos. Vale destacar que tanto o guaiacol quanto o ac. feralico apresentaram ligacéo de
hidrogénio com os residuos dos aminoacidos Gly112, Aspl23 e GInl163, enquanto o &c. p-
cumarico so apresentou ligacdo de hidrogénio com o residuo de GIn163. Com isso, pode-se
observar que o grupo fenolixa presente na estrutura destes 3 ligantes estudados esta envolvido

na ligacdo de hidrogénio com a GIn163, enquanto o substituinte metoxila na posi¢do orto a
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hidroxila fen6lica mostra-se importante para a realizagdo da ligacdo de hidrogénio com os
residuos Gly112 e Asp123 (Figuras 19A, 19B e 19C).

Como inicialmente a docagem molecular foi realizada assumindo toda a proteina
como rigida, incluindo as cadeias laterais do sitio da enzima como estruturas rigidas, sabendo-
se que na realidade essas estruturas proteicas apresentam mobilidade; a docagem molecular
também foi realizada dando liberdade conformacional a cada uma das principais cadeias
laterais envolvidas na interacdo da catalase com os ligantes guaiacol, &cido fertlico e &cido p-
cumarico no sitio do Asp123 (Tabela 4). Este procedimento aproxima o estudo da docagem
molecular de um cenario mais realista envolvendo o mecanismo reacional associado a catélise
enzimética (DAVIS e BAKER, 2009).

A cada uma das cadeias laterais envolvidas na interacdo entre os ligantes e a enzima
catalase foi dada mobilidade na docagem molecular e também foi feita a docagem molecular
com todas essas cadeias laterais com mobilidade ao mesmo tempo. O Ap foi um pardmetro
criado para facilitacdo da analise e corresponde a diferenca entre a melhor pontuacdo obtida

de cada docagem molecular flexivel e a docagem com cadeias laterais rigidas (Tabela 4).
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Tabela 4: Pontuacbes geradas pela docagem molecular dos ligantes guaiacol, acido
feralico e &cido p-cumarico na catalase de Saccharomyces cerevisiae com cadeias laterais
livres através da funcdo CHEMSCORE.

Cadeios Ligante Pontuacdo Ap
(pontuacior - pPontUACAO; . a,)
Guaiacol 11,87 -1,56
ASP123 Ac. p-cumawico 1,22 -1,44
Ac. feridico -4,42 -4,45
Guaiacol 12,33 -1,1
GLN163 Ac. p-cumarico 10,51 7,85
Ac. feridico 9,70 9,67
Guaiacol 19,46 6,03
VAL111 Ac. P-auwmawico- 8,48 5,82
Ac. feridico 3,89 3,86
Guaiacol 13,62 0,19
PHE148 Ac. p-cumawico 11,19 8,53
Ac. feridico 8,96 8,93
Guaiacol 17,65 4,22
PHE149 Ac. p-cuwmawico 14,49 11,83
Ac. feridico 6,66 6,63
Guaiacol 13,21 -0,22
PHE156 Ac. p-cumarico 6,09 3,43
Ac. feridico 1,85 1,82
Guaiacol 14,71 1,28
PHE159 Ac. p-aumawico 16,72 14,06
Ac. feridico 12,68 12,65
Guaiacol 16,62 3,19
ILE160 Ac. p-aumarico 11,23 8,57
Ac. feridico 2,72 2,69
Guaiacol 13,43 -
NENHUMA Ac. p-aumarico 2,66 -
Ac. feridico 0,03 -

Quando o estudo foi realizado com todas as cadeias laterais rigidas na docagem
molecular, os resultados para os acidos fendlicos apresentaram pontuacGes muito baixas e
apenas 0 guaiacol apresentou uma pontuacdo mais alta, isto pode indicar um impedimento
estérico relacionado a estrutura dos &cidos. A flexibilizacdo das cadeias laterais com o0s
residuos dos aminoacidos Vallll, Phel48, Phel49, Phel56, Phel59 e Ile160 envolvidos em
interacbes hidrofébicas com os ligantes resultam em melhora nas pontuacdes, sendo este

resultado mais destacado para os &cidos fendlicos, sugerindo um melhor encaixe desses
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compostos no sitio da enzima (Figuras 20A e 20B). Porém, a flexibilizagdo unicamente da
cadeia lateral do Aspl123 que esta envolvido em ligacdo de hidrogénio com o guaiacol e o
acido ferulico na docagem com cadeias laterais rigidas resulta em piora das pontuaces, pois 0
Aspl23 passa a interagir com o residuo do aminoécido Argl125, ficando indisponivel para a
interacdo com os ligantes e provocando queda acentuada nas pontuacgdes. No entanto, como
na estrutura cristalogréafica da enzima ligada ao guaiacol essa interacdo entre as cadeias
laterais dos residuos ndo é observada, é possivel que essa interacdo seja um artefato da

docagem com as cadeias laterais livre.

Ao permitir que a cadeia lateral do residuo do aminoacido Phe159 tenha flexibilidade
na docagem, o efeito sobre a pontuagdo dos acidos € muito acentuado, possibilitando que a
pontuacdo para 0 ac. p-cumarico superasse a pontuacdo para a docagem do guaiacol. Num
ambiente mais realistico, onde todas as cadeias laterais mais importantes para a interacdo dos
3 ligantes tém mais liberdade, todos os ligantes apresentaram pontuacdes mais altas e
equivalentes entre si, indicando a possibilidade de todos interagirem com a catalase de S.

cerevisiae no sitio do aminoacido Asp123 (Tabela 4).

Figura 20: Sitio de ligacdo da catalase utilizado na docagem molecular. A: Comparacao entre a

conformacao do Phel59 da docagem com cadeias rigidas (vermelho) e a conformacéo do Phel59 da docagem
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com liberdade para a cadeia lateral (azul). B: Comparagao entre os sitios quando realizada a docagem com
cadeias rigidas (verde) e com liberdade das principais cadeias laterais (azul).

Com a finalidade de comparar as interagcdes observadas para o resultado da docagem
molecular com cadeias laterais flexiveis e rigidas, os resultados foram novamente submetido a
ferramenta PLIP e as interagOes indicadas foram expressas em uma tabela (Tabela 5) com
mudancas significativas de interagdes para todos os ligantes estudados.

Tabela 5: Interacbes com os residuos de aminoacidos observadas pela docagem
molecular dos ligantes guaiacol, acido ferulico e acido p-cumarico na catalase de

Saccharomyces cerevisiae com cadeias laterais flexiveis.

‘ Compostos InteracOes Aminoéacidos
Interacoes VAL111PHE148PHE148PHE156
Hidrofébicas PHE159I1LE160GLN163
GUAIACOL . .
;ij@md@ GLN163
Interacoes VAL111PRO124PHE148 PHE149
ACIDO Hidrofdbicas PHE149PHE159GLN163
FERULICO  Empilhaumento

PHE148 PHE159
s

Interacées VAL111PRO124PHE148PHE148PHE148

ACIDO p- Hidvofébicas PHE149 PHE159
CUMARICO Ligacdes de
GLN163GLN192 ASN143

InteracOes intermoleculares mais fortes como ligacdo de hidrogénio sdo perdidas na
docagem molecular com as cadeias laterais de interacdo flexiveis para o ligante guaiacol e o
acido feralico (Gly112 e Asp123), assim como menos interacdes hidrofobicas sdo observadas
para o acido ferulico. No entanto, foi observado um aumento elevado na pontuacdo de todos

os ligantes, principalmente para o acido ferdlico (Ap = 19,03), reforcando a possibilidade da
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baixa pontuacéo inicial estar relacionada a efeitos estéricos, principalmente com relagéo a este
acido fendlico.

Por outro lado, o acido fertlico passou a apresentar interacfes do tipo empilhamento
7 ndo verificada antes, reforcando a possibilidade de que o ligante pode-se inserir melhor
dentro deste sitio e, assim, estabelecer de forma mais efetiva interacdes entre seu anel fenilico
e o0 anel fenilico dos residuos dos aminoacidos Phe148 e Phe159. O acido p-cumarico passou
a apresentar ligacdo de hidrogénio com os residuos dos aminoacidos GIn192 e Asnl143,
impactando positivamente na pontuacdo deste ligante, porém, interacdes hidrofébicas com os
residuos 11160, GIn163 e Leul96 deixaram de ser observadas; o que também pode ter
impactado positivamente no aumento de pontuacdo do acido p-cumarico (Ap = 14,72) por

possibilitar um melhor encaixe do ligante no sitio.

O ligante guaiacol deixou de apresentar empilhamento 7 com 0 residuo de Phel59,
mas passou a apresentar interagdes hidrofébicas com os residuos de Phel156, Phel59, 1le160 e
GInl163, resultando em uma pequena variagdo positiva na pontuacdo observada para este
ligante (Ap = 4,16) (Tabela 5).

E importante destacar que em todas as docagens moleculares realizadas os resultados
para 0 &cido p-cumarico foram similares ou superiores aos obtidos para a docagem do acido
feralico; podendo este fato estar diretamente relacionado a possivel capacidade de modulagéo
negativa destes acidos sobre a enzima catalase de S. cerevisiae quando ndo submetida a
estresse oxidativo, uma vez que 0 &cido p-cumarico apresentou a maior razdo de reducéo de

atividade da catalase por mol de acido empregado no ensaio (Figura 21).
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Figura 21: Reducdo da atividade catalasica por mol de composto utilizado. AF: acido ferdlico e AC: &cido p-
cumarico. A reducdo da atividade foi obtida a partir da diferenca da atividade da catalase observada entre o
controle negativo e o tratamento com o acido ferulico (AFS), ou entre o controle negativo e o tratamento com o

acido p-cumarico (ACS); dividida pela concentragdo molar do acido fendlico empregada no ensaio.

Em estudo realizado por docagem molecular foi observado que o &cido ferulico
exibiu eficiéncia significativa como ligante do fator de transcricdo NF-xB envolvido na
resposta ao estresse oxidativo (DOSS, DEY, et al., 2016); assim como outro estudo também
com foco em células de ratos observou inibi¢cdo do NF-xB in vitro por parte do acido fertlico
(LOEWEN, VILLANUEVA, et al., 2015); podendo indicar que componentes relacionados a

defesa antioxidante podem interagir e responder a &cidos fenolicos.

Acido fer(lico, 4cido p-cumarico e 4cido catecuico foram avaliados em outro estudo
guanto a interacdo com as enzimas antioxidantes superéxido dismutase, peroxiredoxina-2 e
fosfolipidio-hidroperdxido glutationa peroxidase por docagem molecular. Os &cidos ferulico e
p-cumarico apresentaram melhor interacdo com todas as enzimas antioxidantes avaliadas no
estudo, podendo existir influéncia direta destes acidos fenolicos sobre a atividade de enzimas
do sistema de defesa antioxidante (OLUGBODI, TINCHO, et al., 2019); assim como &
indicado pelos dados da docagem dos &cidos ferdlico e acido p-cumarico na catalase aqui

apresentados.

A docagem molecular foi ferramenta de grande auxilio para este estudo, pois sua
aplicacdo propiciou melhor compreensédo da influéncia dos acidos p-cumarico e feralico sobre
a enzima catalase, possibilitando o entendimento de uma parte relevante do poder
antioxidante destes acidos fendlicos in vivo. A utilizacdo da levedura S. cerevisiae tornou
viavel a realizacdo de experimentos considerando a complexidade celular, possibilitando uma
melhor analise sobre o comportamento desses potenciais antioxidantes em células

eucarioticas.
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6. CONCLUSAO

O é&cido feralico e o &cido p-cumarico mostraram-se ndo toxicos as células de S.
cerevisiae em baixas concentracOes e revelaram a capacidade de proteger significativamente
as células, tanto da cepa controle (BY4741) quanto a cepa deficiente em catalase (4cttl),
contra o estresse oxidativo gerado por tratamento com H20.. Os dois acidos podem proteger
as células contra danos oxidativos severos, e assim garantir que a catalase apresente maior

atividade no combate ao perdxido de hidrogénio.

Aparentemente os acidos ferulico e p-cumarico interagem com a CAT num sitio
localizado na proximidade do residuo do aminoécido Asp123. Tanto um acido quanto o outro
apresentam principalmente interacdes de carater hidrofobico com a enzima. Com destaque
para o residuo de aminoacido Phel159 que além de estar presente em interacbes com todos 0s
ligantes aqui estudados, também foi componente da cadeia lateral que mais impactou na
pontuacdo das docagens quando lhe foi dada liberdade. A flexibilizacdo das cadeias laterais
resultou em aumento significativo nas pontuacOes obtidas para a docagem dos ligantes
guaicol, acido ferulico e acido p-cumarico, 0 que sugere que hum ambiente de mais realistico

as interacOes entre estes ligantes e a enzima pode ser muito favoravel.

Com base nas docagens moleculares em todas as diferentes condic6es aplicadas, o
acido p-cumarico apresentou-se mais promissor para a interacdo com enzima catalase e isto
pode estar correlacionado com a maior reducdo de atividade da catalase aqui observada para a

exposicdo a este acido in vivo.

A interacdo estabelecida entre os &cidos ferulico e p-cumarico e a catalase de
Saccharomyces cerevisiae supostamente resulta numa reducdo da atividade enzimatica,
destacando ambos os fendlicos como possiveis moduladores negativos da enzima para a
atividade de degradacdo do H»O». Entretanto, este fato ndo impacta significativamente no
poder antioxidante destes acidos, pois estes mesmos foram capazes de proteger em condicdes
oxidativas extremas tanto as células controle (BY4741) quanto as sem catalase (dcttl),
indicando que outros mecanismos antioxidantes afetam mais significativamente a

sobrevivéncia celular frente a condi¢cdo de estresse oxidativo .
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