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SILVA, Marcela Beatriz de Oliveira. Estudo da atividade antioxidante, citotoxica e
genotoéxica do acido galico como um potencial agente radioprotetor. 2024. 41.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2024.

RESUMO

O uso das radiagdes ionizantes cresceu exponencialmente desde a descoberta dos
Raios X em 1895, estando presente atualmente em diversas areas como na
medicina, industria, agricultura, produgdo de energia, conservagao de alimentos,
entre outras. Com a grande aplicabilidade dessas radiagdes, houve também o
aumento da exposicdo dos seres vivos a essas fontes de energia que dependendo
do seu uso podem causar efeitos danosos ao organismo. Tais efeitos podem ser
somaticos ou genéticos, causando mutagdes génicas e até mesmo morte da célula.
Desta forma, faz-se necessario a busca de substéncias capazes de proteger os
sistemas bioldgicos dos efeitos indesejados das radiagdes ionizantes. Neste
trabalho, foi avaliada a atividade antioxidante, citotoxica e genotoxica do acido galico
como um potencial agente radioprotetor. Inicialmente, foi realizada a coleta
sanguinea e o isolamento dos linfocitos para realizagdo dos ensaios. Em seguida,
foi realizado o teste de viabilidade celular com azul de tripano e a avaliagdo da
atividade antioxidante do acido galico por meio do teste de sequestro de radical livre
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Posteriormente, foi feito o ensaio alcalino cometa
para avaliar a atividade genotdxica do acido galico. Para a analise do grau de dano
ao DNA, foi utilizado o indice de Dano (ID) como parametro. Os resultados
mostraram que o acido galico possui baixa toxicidade as células expostas e que a
concentracao de 150 ug/mL é a que causou menor dano genotoxico, portanto, € um
candidato potencial para testes de atividade radioprotetora.

Palavras-chave: 1. Radiacbes ionizantes 2. Genotoxicidade 3. Citotoxicidade 4.
Radioprotegao



SILVA, Marcela Beatriz de Oliveira. Study of the antioxidant, cytotoxic and
genotoxic activity of gallic acid as a potencial radioprotective agent. 2024. 41.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2024.

ABSTRACT

The use of ionizing radiation has grown exponentially since the discovery of X-rays in
1895, and it is now found in various fields such as medicine, industry, agriculture,
energy production, and food preservation, among others. However, this increased
use has also led to greater exposure of living organisms to these energy sources,
which can have harmful effects. These effects can be physical and/or biological,
resulting in genetic mutations or even cell death. Therefore, it is essential to search
for substances that can protect biological systems from the effects of ionizing
radiation. In this study, we evaluated the antioxidant, cytotoxic and genotoxic activity
of gallic acid as a potential radioprotective agent. Initially, blood samples were
collected, and lymphocytes were isolated for the experiments. Subsequently, we
conducted a cell viability test using trypan blue and assessed the antioxidant activity
of gallic acid through the 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical
scavenging assay. Later, an alkaline comet assay was performed to evaluate its
genotoxicity. The Damage Index (DI) was used to analyze the extent of DNA
damage. The results indicated that gallic acid exhibits low toxicity to the exposed
cells, with a 150 pg/mL concentration causing the least genotoxic damage, therefore
it is a potential candidate for radioprotective activity tests.

Key words: 1. lonizing radiations 2. Genotoxicity 3. Cytotoxicity 4. Radioprotection
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1 INTRODUGAO

Radiagdo é definida como propagacdo de energia, isto €, ao emitir energia,
uma fonte & capaz de transmiti-la através do espago (ar ou vacuo) ou por meios
materiais na forma de ondas eletromagnéticas ou particulas (teoria da dualidade
onda-particula de Louis de Broglie) (Okuno; Yoshimura, 2010). No espectro
eletromagnético de energia, as radiagbes possuem comprimento de ondas e
frequéncia distintas e nem todas se comportam de forma a ionizar o meio com o qual
interagem. Assim, de acordo com a frequéncia e a energia fotdnica, as radiacdes
podem ser classificadas em ionizantes e nao ionizantes (Ziessman, 2014).

As radiagdes ionizantes podem interagir com a matéria viva de forma direta,
transferindo toda a energia diretamente para a biomolécula ou indiretamente, ou
seja, a radiagao transfere sua energia para moléculas de agua, provocando quebra
dessa molécula e geragao de radicais livres que irdo interagir com as biomoléculas
causando ionizacbes e consequentemente os efeitos bioldgicos das radiacdes
(Okuno; Yoshimura, 2010).

Os avancos na utilizagcao das radiagdes ionizantes em diferentes areas do
conhecimento, desde a medicina, agricultura e na industria (Painuli; Kumar, 2016;
Duggal et al., 2017), aumentaram a exposi¢cao dos seres vivos a essas fontes de
energia, tornando-os mais suscetiveis a seus efeitos danosos.

Os efeitos deletérios da radiacdo podem se manifestar a nivel molecular,
devido ao dano causado ao DNA, a nivel celular e/ou tecidual (Fenech, 2020). A
radiacdo também pode afetar o funcionamento de células ou de suas futuras
geragbes, pois na maioria dos casos a sequéncia original da molécula de DNA é
alterada podendo causar aberragdes cromossOmicas, inducdo de micronucleos,
quebras de fita dupla e mutagdes genéticas em linfécitos (Nenoi, Wang; Vares,
2015), ou até acarretar a morte do organismo (Fenech, 2020).

Como tentativa de amenizar os efeitos das radiagdes ionizantes, diferentes
substancias tém sido testadas com intuito de proteger o sistema bioldgico,
comportando-se como radioprotetores ou radiomitigadores, porém, devido aos altos
niveis de toxicidade celular ndo possuem aplicagcdes praticas até o momento
(Montoro et al., 2011; Koide et al., 2011). As substéncias radioprotetoras tém a
capacidade de impedir a acdo da radiacdo quando administrada antes ou no

momento da exposi¢ao, pois estabelecem ligagdes quimicas com os radicais livres
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(Arouma, 1996; Montoro et al., 2011). Portanto, substancias com atividade
antioxidantes s&o promissoras como radioprotetoras.

Desta forma, a busca por moléculas que previnam e/ou reduzam os efeitos
induzidos pelas radiagbes ionizantes no organismo é importante. Desse modo, um
grande desafio estd na identificacdo de moléculas de origem vegetal com as
caracteristicas moduladoras eficazes e nao toxicas as células, para formulacdo de
agentes radioprotetores e radiomitigadores promissores. Dentre estas substancias
merece destaque o acido galico.

O &acido galico € um composto fendlico encontrado em diversas fontes
naturais como uvas, cha verde, casca de carvalho, morango, limao, banana,
abacaxi, avelda e casca de maga. Estudos prévios observaram atividades
antitumorais, antimutagénicas, anticancerigenas, (Laguerre; Lecomte; Villeneuve,
2007), o que o torna proeminente para estudos da func¢do radioprotetora. Assim,
aprimorar os estudos sobre a atividade citotdéxica e antioxidante passou a ser o
objetivo desta pesquisa, para que posteriormente sejam realizados testes de sua

atividade radioprotetora.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACOES

As radiagdes sdo um tipo de energia na forma de ondas eletromagnéticas ou
particulas. A onda eletromagnética € composta por um campo elétrico e um campo
magnético que sao perpendiculares entre si e a diregdo em que a onda se propaga.
Essas ondas podem ser classificadas em um espectro (Figura 1) com base em seu
comprimento de onda, energia e frequéncia. Assim, elas se dividem em duas
categorias principais: radiagdes ionizantes e radiagdes nao ionizantes. As radiagdes
ionizantes tém energia suficiente para ionizar a matéria com a qual entram em
contato, ou seja, podem remover elétrons de atomos. Em contraste, as radiagbes
nao ionizantes ndo tém energia suficiente para quebrar ligagbes quimicas. Exemplos
de radiacdes nao ionizantes incluem os raios ultravioleta, infravermelho, as ondas de
radiofrequéncia, o laser, as micro-ondas e a luz visivel (Samarth et al., 2019; Bitelli,
2006).

Figura 1- Espectro de energia eletromagnética.

ELECTROMAGNETIC SPECTRUM

Frequency [waves per second)
0 010 10° 10 0% w0+ 707 10f  10° 70 0™ 0% 0™ 0™ 0% 0 70" 10" 0% 107 10¢
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Smart Meters
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Fonte: National Cancer Institute (NCI), 2022. Disponivel em:
https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk/radiation/electromagnetic-fields-fact-shee
t.

Dentro de todo espectro das ondas eletromagnéticas, apenas os Raios X e

raios gama sao considerados radiagdes ionizantes, pois possuem energia suficiente


https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk/radiation/electromagnetic-fields-fact-sheet
https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk/radiation/electromagnetic-fields-fact-sheet
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para ionizar atomos. Os fétons de Raios X e gama, ao contrario das particulas
carregadas, perdem toda ou quase toda a sua energia em uma unica interagao com
os atomos, ejetando elétrons que, por sua vez, ionizam outros atomos até que sua
energia se esgote. Além disso, os fotons podem também atravessar um meio sem
qualquer interagcéo (Okuno, 2013).

A radiacdo liberada por um nucleo excitado enquanto ele passa por um
processo de reestruturacado interna para alcangar a estabilidade é conhecida como
radiacao nuclear. Essa radiagao pode ocorrer tanto na forma de particulas quanto de
ondas eletromagnéticas, como a radiagdo gama, e ambas com a capacidade de
ionizar a matéria. As radiacbes corpusculares sao compostas por particulas
carregadas, incluindo a (alfa), B* (podsitron), B~ (négatron) e prétons, que podem
interagir com o meio ao seu redor, causando uma intensa ionizagdo das moléculas
presentes (Bitelli, 2006).

Os efeitos da radiagcado variam com a dose, a taxa de dose, o fracionamento, o
tipo de radiagdo, e o tipo de célula ou tecido em questdo, além de outros
indicadores. Essas alteracbes nem sempre sao prejudiciais ao organismo humano.
Quando a substancia afetada desempenha um papel crucial no funcionamento da
célula, isso pode levar a mudangas em sua estrutura até a morte celular (Tauhata et
al., 2013).

A radiagao ionizante pode causar danos ao DNA de duas maneiras: por
ionizacdo direta e por processos indiretos, nos quais o DNA ¢é afetado por varios
produtos reativos gerados pela radiagédo. Os radicais livres resultantes podem atacar
biomoléculas como DNA, proteinas e lipidios, iniciando a peroxidacéo lipidica e
gerando intermediarios que reagem com o DNA (Dimova et al, 2008). Entre os
radicais livres estdo o radical hidroxila (-OH), hidroperéxido (HO',), superdxido (O',)
e peréxido de hidrogénio (H,0,) (Sowa, 2012).

A interacdo direta (Figura 2) ocorre quando a radiagdo ionizante incide
macromoléculas bioldgicas, como DNA e RNA. Essa interagdo pode causar danos
fatais as células. Por outro lado, lesbes no DNA que ndo levam a morte celular
podem resultar em alteragdes estruturais. Essas alteracbes, causadas por falhas
nos mecanismos de reparo celular, podem dar inicio ao processo de neoplasia
celular, que podem ser transmitidas para as geragoes futuras de células, (Siqueira,
2013). Os efeitos indiretos (Figura 2) surgem da interagdo da radiagcdo com

biomoléculas, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) que atacam a molécula
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alvo. Como 70% a 85% da massa dos organismos vivos é composta de agua, a
maioria dos danos causados pela radiagao ocorre através da acgao indireta, ou seja,
a radiagdo é absorvida pelas moléculas de agua, originando radicais livres. Este
processo € conhecido como radidlise da agua. Quando a radiacéo € absorvida por
uma molécula de agua, ela pode formar ions H,O" ou H,O", que sao altamente
instaveis e se dissociam em outros ions; radicais livres como: O,., ‘OH, ‘HO, e outras
espécies reativas como H,0,, oxigénio singlet ('O,) (Moreira, 2011). Os efeitos
prejudiciais dos radicais livres sdo potencializados pela presenga de oxigénio, que
se espalham pelo meio biolégico causando danos as células. Acredita-se que eles
sejam a causa principal de danos biologicos resultantes da radiagdo por meio da

transferéncia linear de energia (LET) (Moreira, 2011).

Figura 2 - Mecanismos de ac&o da radiacdo na molécula de DNA.
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Fonte: A autora, 2024.

As células possuem diversos mecanismos de reparo, pois, ao longo de sua
vida, enfrentam danos causados por substancias quimicas, variagdes na
concentragao idnica durante a troca de nutrientes e residuos na membrana celular,
além de danos fisicos resultantes de mudancgas de temperatura e exposicao a

radiacdo. Mesmo lesdes significativas, como aquelas no DNA, podem ser reparadas
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ou compensadas, dependendo do tempo e das condi¢des disponiveis. Assim, um
tecido exposto a uma dose baixa de radiagdo tem boas chances de recuperar sua
integridade, mesmo que ocorra uma certa porcentagem de morte celular. Em
condicbes normais, o tecido € capaz de repor as células e retomar seu
funcionamento normal (Tauhata et al., 2013). Portanto, estudar mecanismos que
possam proteger o DNA da célula é importante para manté-lo integro. A estrutura e

uma das técnicas de analise do DNA serédo abordadas nos proximos subtépicos.

2.2 EsTrRUTURA DO DNA

A molécula de DNA é uma longa hélice dupla enrolada em si mesma,
semelhante a uma escada em caracol. Dentro dela, duas fitas, compostas por
moléculas de carboidratos e de fosfatos, unem-se devido ao emparelhamento de
quatro moléculas denominadas bases. Estas estruturas, ou seja, as bases
nitrogenadas podem ser de dois tipos: pirimidinas (citosina (C), timina (T) e uracila
(U), e puricas: adenina (A) e guanina (G), figura 3. O agucar € uma pentose, a
2-desoxirribose que estabelece uma ligagao glicosidica entre o seu carbono C1' e o
nitrogénio N1 das pirimidinas ou o nitrogénio N9 das purinas, portanto uma ligagao
N-glicosidica. O acido fosférico se liga ao carbono C5’ da pentose por meio de uma
ligacao ester (Pierce, 2011).

Figura 3 - Estrutura do DNA.
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Fonte: https://brasilescola.uol.com.br/biologia/dna.htm.
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Todos os organismos devem duplicar o seu DNA com extrema precisdo e em
altas taxas (até mil nucleotideos por segundo), antes de cada divisao celular (Poty,
2011).

O DNA que existe na natureza pode se apresentar de diversas formas, tais
como: fitas simples e duplas, e os dois podem existir tanto na forma linear, como na
circular. Danos a esta estrutura podem durante a vida util da maioria das células,
como resultado de metabolismo energético aberrante, exposi¢cdo a radiagao,
produtos quimicos prejudiciais ao DNA e até mesmo infecgbes virais. Métodos
rapidos, sensiveis e econOmicos para a deteccido destes danos oferecem
informagdes valiosas sobre a genotoxicidade e o reparo do DNA. O ensaio cometa,
ou eletroforese de célula unica, surgiu como um método popular para detectar
quebras de DNA de fita simples e dupla em células unicas (Dunkenberger; Reiss;
Valle, 2022).

2.3 Ensaio CoMETA

Este ensaio € uma técnica que avalia a genotoxicidade de agentes quimicos
ou fisicos. E baseada no fato de que, quando expostos a uma corrente elétrica,
fragmentos de DNA danificados em um gel migram para mais longe do nucleo em
direcdo ao anodo, resultando no formato de um cometa. Este ensaio é versatil,
quantitativo, simples de executar e exibe alta sensibilidade; no entanto, condi¢oes
experimentais consistentes devem ser mantidas para garantir a reprodutibilidade do
ensaio. A eletroforese pode ser realizada em condi¢cdes neutras para detectar
apenas quebras de fita dupla ou em condi¢Ges alcalinas para detectar quebras de
fita simples e dupla (Dunkenberger; Reiss; Valle, 2022; Collins et al, 2023).

O Ensaio cometa, também chamado de ensaio de células individualizadas em
gel (SCG) ou eletroforese de microgel (MGE) foi introduzido pela primeira vez por
Ostling and Johanson em 1984 como uma técnica para a visualizagao direta de
danos no DNA em cada célula (Ostling et al., 1984).

Nesse procedimento, nas células de conteudo nuclear lesionado, a corrente
elétrica provoca um transporte de fragmentos do DNA para fora dos nucleos. A
migragdo deste fragmento gera uma imagem que lembra um cometa com uma

cabegca e uma cauda, originando assim o nome do ensaio, como citado
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anteriormente. Os danos, por sua vez, sdo qualificados em fungao da fragmentagao
do DNA, podendo ser classificados de 0 a 4, onde o zero representa a auséncia de

danos e 4 o dano maximo (Collins et al, 2023). (Figura 4)

Figura 4 - Graus de dano ao DNA em linfécitos.

Fonte: Lima, 2023.

Para avaliar efeitos do acido galico sobre as células e sobre o DNA foram

utilizadas células linfocitarias humanas.

2.4 LINFOCITOS

O sistema imunoldgico é constituido por érgaos, células e moléculas, e tem
por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo as agressoes
provocadas por diferentes agentes (Mesquita, 2000). Células tronco pluripotentes da
medula Ossea dao origem as células progenitoras mieloides e linfoides. Os
progenitores linfoides, por sua vez, dao origem aos linfécitos T, B e células NK. As
células que vao se diferenciar em linfécitos T (LT) deixam a medula éssea e migram
para o timo, onde ocorre todo o processo de selecdo e maturagdo. Apenas o0s
linfocitos T maduros deixam o timo e caem na circulacdo. As células, que irdo se
diferenciar em linfocitos B, permanecem na medula dssea durante o processo de
maturagdo. Apds a conclusdo da maturagdo, ela deixam a medula, entram na

circulacdo e migram para os orgaos linfoides secundarios (Delves et al., 2017;
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Mesquita, 2000).

Linfécitos B sdo produzidos na medula 6ssea a partir de uma célula tronco
precursora e passa por varias modificagdes que sdo descritas como: estagio pro-B;
pré-B; linfécito B imaturo e em seguida migram para os o6rgaos linfoides onde se
tornam maduras para agir na resposta imunologica (Delves et al., 2017; Mesquita et
al., 2000).

Os linfocitos (Figura 5) sdo células que encontram-se distribuidas em todo o
corpo,sdo de facil obtencdo e também apresentam reagdes frente a substancias e
agentes agressores. Por estas razbes sdo bastante utilizadas em pesquisas que

estudam reacgdes citotoxicas e genotoxicas.

Figura 5 - Linfécito.

s
#

‘H‘%.
A
i

Linfocito

CJ .

Fonte: Adaptado de Keohane et al., 2020.
2.5 RADIOPROTETORES

Radioprotetores s&o substancias capazes de proteger ou minimizar o acumulo
de mutagdes genéticas antes ou no momento da exposigcéo a radiagéo. Eles podem
ser utilizados em pacientes em radioterapia ou naqueles que foram expostos a uma
dose nao letal de radiagdo, mas que € superior aos niveis normais. A frequéncia de
mutacao no DNA é dose dependente e tende a aumentar linearmente entre 0,1 e 5
Gy (Koukourakis, 2012; Samarth et al., 2017).

Dentre os radioprotetores, destacam-se os antioxidantes, que equilibram as
espécies reativas de oxigénio geradas pelo desequilibrio causado pelas radiagdes
ionizantes (Aruoma, 1996; Montoro et al., 2011). Os antioxidantes retardam a
oxidacdo de biomoléculas impedindo o inicio e a propagacao de reagdes em cadeia,

e, por fim, interferem na iniciacdo da apoptose (Arora et al., 2005).
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As substancias antioxidantes com efeito radioprotetor podem ser encontradas
em fontes naturais, tais como extratos de plantas (polifenois, flavonoides e taninos),
vitaminas (A, C e E), enzimas (superoxido dismutase e glutationa peroxidase) que
podem ser encontradas em frutas, vegetais, chas, café e cereais. Também existem
substancias sintéticas como a amifostina (WR-2721) (Dowlath et al., 2021;
Skrovankova et al., 2012).

2.5.1 Radioprotetores Sintéticos e Naturais

Dentre os radioprotetores sintéticos, a amifostina € atualmente a unica
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration, com tradugédo livre
Administracdo de Alimentos e Medicamentos), mas sua aplicagdo € limitada para
apenas usos/estudos clinicos (Seed, 2005). A amifostina € um pré-farmaco que
contém tiol, e apos ser desfosforilada, acumula-se preferencialmente nos rins e
glandulas salivares, onde é metabolizada em sua forma ativa, WR-1065 (Brizel,
2007). Como todo farmaco, a amifostina apresenta efeitos adversos como vémito,
nauseas, diarreia e hipotensdo, e pode ser téxica quando utilizada em niveis de
doses citoprotetoras. Embora seu metabdlito, WR-1065, acentue os danos
genotdxicos causados por radiagdes ionizantes, ele pode nao ser eficaz a longo
prazo (Dowlath et al., 2021; Seed, 2005; Yun; Wang, 2017).

A procura por substancias eficazes e nao toxicas com potencial para
radioprotecédo tem despertado crescente interesse em antioxidantes naturais com
propriedade de eliminagao de radicais (Benkovic et al., 2008; Samarth et al., 2017).
Além disso, outras caracteristicas sao importantes na busca do radioprotetor “ideal”,
como proteger células normais sem proteger células tumorais, a protegdo de
diversos 6rgaos, facilidade de administragao e estabilidade a longo prazo (Johnke et
al., 2014).

Extratos derivados de plantas podem ser bons candidatos a radioprotetores,
pois sao capazes de reduzir o estresse oxidativo induzidos por pro-oxidantes,
aumentando a defesa antioxidante no organismo e prevenindo danos induzidos pela
radiacdo (Yun; Wang, 2017). Os compostos fendlicos, que sao os metabdlitos
secundarios mais abundantes nas plantas, possuem um ou mais aneis aromaticos e
grupos de hidroxilas que podem doar um atomo de hidrogénio ou um elétron para

um radical livre, apresentando uma estrutura ideal para a atividade de sequestro
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desses radicais. A estrutura quimica dos polifenois influencia seus efeitos
antioxidantes, assim como interagdes especificas no metabolismo do organismo. Um
exemplo é o acido galico, derivado do acido benzoico, que, por ser um
monohidroxibenzoato pode ser um eficaz sequestrador de radicais hidroxila devido a
sua propens&o a hidroxilagdo e alta reatividade ao radical hidroxila (Skrovankova et
al., 2012).

2.6 Acipo GALIco

O acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico) € um cristal sélido, levemente
amarelado e de baixo peso molecular. Sua estrutura (Figura 6) € uma molécula
planar, com um anel aromatico, trés grupos hidroxila fendlicos e um grupo carboxila
acido. Os trés grupos hidroxilas sdo ligados ao anel aromatico em uma posi¢ao orto
em relacdo um ao outro. E esse arranjo que determina a capacidade antioxidante
dos compostos fendlicos. O acido galico esta abundantemente presente nas plantas
em sua forma livre ou em seus derivados em diversos alimentos como nozes, chas e
uvas (Badhani; Sharma; Nakkar, 2015; Fernandes; Salgado, 2016).

Figura 6- Estrutura quimica do &cido galico.

Fonte: PUBMED, 2015. Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Gallic-Acid

Estudos demonstram que o acido galico afeta diversas vias farmacoldgicas e
bioquimicas, além de propriedades anti-inflamatérias, antimutagénicas e

anticancerigenas. Seus derivados s&o utilizados como aditivos antioxidantes,


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Gallic-Acid
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ajudando a preservar o sabor e os valores nutricionais dos alimentos, além de
aumentar a vida util de alimentos a base de lipidios, inibindo a peroxidacéo lipidica
induzida por oxigénio (Silva et al., 2017; Verma et al., 2013).

No organismo, o acido galico é bem absorvido quando comparado a outros
polifendis, o que pode ser proveniente da degradagédo do acido tanico e galatos no
trato gastrointestinal. Os taninos hidrolisaveis sdo hidrolisados pelo pH acido do
estdmago, liberando residuos reativos do acido galico. Os galatos sao primeiro
hidrolisados em acido galico, que é posteriormente metalizado para formar
4-O-metilgalico como produto de biotransformagéo. O metabolismo dos derivados de
éter mostra que o galato de octila e o galato de lauril sdo absorvidos e hidrolisados
em menor extensdo do que o galato de propila que € prontamente absorvido no trato
gastrointestinal (Badhani et al., 2015).

Os galatos que sao absorvidos no organismo passam por metabolizagado por
meio de esterases intracelulares, o que resulta na geragao de radicais livres e
ativacdo da via intrinseca da apoptose (Silva et al., 2017). Estudos anteriores
revelaram que o acido galico é mais eficaz no combate as células tumorais em
comparagado com células ndo tumorais. A maioria de pesquisas relacionadas as
propriedades anticAncer do acido galico, estdo ligadas a indugcéo de apoptose por
diferentes mecanismos, que variam conforme o tipo celular (Ko et al., 2022).

Pesquisas apresentaram que o acido galico potencializa atividade de enzimas
antioxidantes como a superdxido dismutase, glutationa peroxidase e
glutationa-S-transferase, concomitantemente reduzindo a concentragao de espécies
reativas de oxigénio em linfécitos sem qualquer alteragdo no total da atividade
antioxidante. Também foi observado a reducédo de dano oxidativo ao DNA no figado,
linfécitos, colon e pulmbes, além de proteger esses 6rgaos da radiacdo gama
(Choubey et al., 2018). Indicando que o acido galico se liga diretamente com
radicais livres, levando a inativagdo e suprimindo a concentragao intracelular de
radicais livres (Vijaya et al., 2011).

Apesar dos resultados promissores nos estudos da sua agdo na via da
apoptose contra células tumorais, ainda ha preocupacbes no aumento nas
concentragdes da forma pura do acido galico que podem levar a morte celular, pois
apresenta atividade pro-oxidante apdés uma concentragdo limite. Por essa razao, é

necessario estudos adicionais sobre a sua toxicidade (Joseph and Moka, 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antioxidante, citotoxica e genotoxica do acido galico,

frente a linfécitos humanos.

3.2 OBUETIVOS ESPECIiFICOS

e Estudar a atividade antioxidante do acido galico frente aos linfécitos humanos;

e \Verificar os efeitos citotdxico do acido galico sobre os linfécitos humanos por
meio do teste de viabilidade celular;

e Avaliar o potencial genotdxico do acido galico utilizando o ensaio cometa;

e Determinar qual a concentracdo de acido galico com baixa toxicidade e
genotoxicidade frente a linfécitos humanos, para futura avaliagcdo do seu

potencial como radioprotetor.
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4 METODOLOGIA
4.1 Acioo GALico

Para este trabalho foi utilizado o acido galico da Sigma-Aldrich (Saint Louis,

USA), com o propésito de utilizar uma substancia pura, livre de contaminantes.
4.2 ENSAIO ANTIOXIDANTE

Para o teste de sequestro de radical livre foi realizada metodologia segundo
Blois (1958) e Brand-Williams et al., 1995. Foi diluido 0,008 g do DPPH em 100 mL
de metanol e apds 30 minutos, foi realizada a leitura no ELISA no comprimento de
onda de 517 nm e absorbéancia entre 0,600 a 0,700. O acido galico foi diluido a 1
mg/mL em metanol, e em seguida, feito a diluicdo seriada (1200, 600, 300, 150 e 75
Mg/mL). Em um ambiente escuro, foi adicionado 40 pyL em triplicata de cada
concentracdo, distribuindo da menor concentracido para a maior. Para os grupos
controles, foram feitos trés pogos adicionando 40 uL de NaCl (controle negativo) e
acido ascérbico (controle positivo). Em seguida, foi adicionado 250 uL do reagente
DPPH em todos os pocgos e foram aguardados 25 minutos em um ambiente escuro
para leitura no ELISA na absorbancia de 517 nm. O teste de sequestro de radical

livre (SRL) foi calculado com:

0 — (absorbancia do controle — absorbancia da amostra)
SRL ( /0) absorbancia do controle x 100

4.3 CoLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Os experimentos in vitro com sangue humano foram realizados de acordo
com os procedimentos julgados e aprovados pelo Comité de Etica Humana do
Centro de Ciéncia da Saude da Universidade Federal de Pernambuco CAAE
09186813.7.0000.5208 e do parecer consubstanciado 269.483 (Anexo A).

Foram coletados 4 ml de sangue periférico de cada individuo (n=6) que
atenderam os critérios de inclusdo do projeto, apds a assinatura do termo de livre
consentimento (Anexo B). Este procedimento foi realizado no Laboratério de

Radiobiologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco.
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Foram utilizados tubos estéreis contendo heparina soédica em sistema a vacuo e
todos os equipamentos de protecao individual (EPI). Em seguida, foi adicionado,
dentro de uma capela de fluxo laminar, a solugdo de Phosphate Buffered Saline
(PBS) e acido galico em 2 mL das amostras de sangue coletadas. Em seguida, foi
depositado cuidadosamente com pipeta automatica, 4 mL da mistura sobre 5 mL de
Ficoll-Hypaque, e em seguida foram levadas para centrifugagdo a 3.000 rpm por 15
minutos. Por fim, coletou-se cuidadosamente a nuvem de linfocitos que se formou na
interfase e estas foram transferidas para um tubo com solugcdo salina. Foram
ressuspendidos 0,125 mL do sedimento celular em uma solugdo composta de 1 mL
RPMI e 0,125 mL para o controle negativo, e para as demais 0,75 mL de RPMI, 0,25
mL acido galico e 0,125 mL, para que fossem feitas as analises citotoxica e

genotoxica.

4.4 \\aBILIDADE CELULAR

Para a realizacao do teste de viabilidade celular, foi utilizada uma adaptacgao
do método padronizado por Louis e Siegel (2011) onde amostras de linfécitos de
sangue humano (20 pL) foram misturados a uma solug&o azul de tripano (Gibco) a
0,04%, na propor¢gdo de 1:1, em um microtubo com capacidade para 1,5 mL
(Eppendorf® LoBind microcentrifuge tubes). Em seguida, o volume de
aproximadamente 10 uL da solu¢do formada foi aplicada no hemocitdmetro (Céamara
de Neubauer Espelhada, Bright-Line). Apdés a adicdo das células a amostra
permaneceu em repouso durante o intervalo de 2 minutos em temperatura ambiente
(25 °C % 2), para a célula interagir com o corante . Posteriormente, os linfécitos
foram quantificados e analisados quanto ao numero de células viaveis e inviaveis. A
leitura na cdmara de Neubauer foi realizada nos quatro quadrantes (A, B, C e D)
destinados a contagem e avaliagdo das células. As células coradas foram
classificadas como inviaveis e as células sem coloracdo foram identificadas como
viaveis. Em seguida, a média das leituras dos quatro quadrantes foi multiplicada por
10* para obtengdo do numero de células por mL da amostra aplicada no
hemocitdmetro. Em seguida, o valor foi multiplicado por dois, referente a diluicao de

1:1 da amostra com azul de tripano.
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4.5 Ensaio ALcaLiINo COMETA

O ensaio alcalino cometa foi realizado como descrito por Singh et al. (1988),
com modificagdes. Linfocitos obtidos de sangue periférico humano foram avaliados
quanto aos efeitos genotoxicos da radiagcdo antes e apds exposigao as substancias
previamente selecionadas. Cerca de 100 pL de linfocitos obtidos de sangue
periférico foram homogeneizados em 100 pyL de agarose de baixo ponto de fusao
(0,5%) (Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (pH 7,4). Imediatamente, este
homogenato foi colocado sobre uma lamina de microscépio, previamente coberta
com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) (Sigma-Aldrich)
dissolvida em PBS, (pH 7,4), coberto com laminula e mantido a 4 °C (10 minutos).
Em seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em solugéo de lise
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10%, pH 10,0)
por 12 horas a 4 °C. Apds o processo de lise, as laminas foram colocadas em uma
cuba de eletroforese horizontal contendo solugéo de tampao alcalino, pH 13,0 (EDTA
1 mM e NaOH 300 mM), por 20 minutos.

A eletroforese ocorreu com os seguintes padrdes 0,74 V/cm e 300 mA, a4 °C
por 20 minutos. Ao final da corrida eletroforética, as Iaminas foram neutralizadas
com tampao Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas com alcool absoluto por 10
minutos. Posteriormente, as laminas foram coradas com 30 pL de uma solugao de
SYBR safe (Invitrogen) (1:500) e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon
H550L) em aumento de 400x, com um filtro de excitagdo de 450-490 nm, filtro de
emissao de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. Foram analisadas 100
células por grupo experimental. Cada ensaio foi realizado em triplicata. A analise
visual dos danos ao DNA foi realizada de acordo com a metodologia padronizada no
Laboratério de Radiobiologia segundo Collins et al. (2014), onde os nucledides
foram divididos em 5 categorias de dano ao DNA (0 — 4). A categoria 0 indica que
nao ocorreu danos, as categorias de 1 a 4 indicam danos em niveis crescentes
sobre o material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, foi utilizado o indice

de Dano (ID) como parametro. O ID foi calculado de acordo com a equagao 1:

ID = 0x(n0)+ 1x(n1)+ 2x(n2)+ 3x(n3)edx(n4) (1)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CiToToxIcA Do Acipo GALico
Na Tabela 1 é possivel observar o resultado do teste antioxidante realizado
por meio do método DPPH, apds diferentes concentragdes utilizando como controle

positivo o acido ascoérbico.

Tabela 1 - Atividade antioxidante do acido galico pelo método DPPH.

Concentragio (pug/mL) Acido galico (%) Acido ascérbico (%)
1200 85,80 70,87
600 80,08 41,40
300 50,78 26,00
150 29,00 23,31

Fonte: A autora (2024).

Na avaliagdo de potencial antioxidante, observou-se que o acido galico
apresentou potencial antioxidante em todas as concentragbes quando comparado ao
acido ascorbico, em especial, a concentragao de 600 ug/mL que apresentou o dobro
do potencial do controle. Estudo realizado por Jankovic et al. (2008) com compostos
polifendlicos da planta Gentianella austriaca, observaram que um dos compostos
analisados apresentou capacidade antioxidante de 82,05%. Yen et al. (2002)
também observaram a capacidade antioxidante do acido galico na faixa de 0-0,02
mM, o efeito de sequestro cresceu de acordo com o aumento da concentracdo. Os
autores também sugeriram que a capacidade antioxidante em altas concentragdes
ocorreu devido ao sequestro de radicais livres mais do que sua capacidade de doar
hidrogénio, dados semelhantes ao encontrado no presente estudo. Portanto,
pode-se sugerir que a amostra de acido galico podera ser utilizada para os testes
radioprotetores.

O ensaio de viabilidade celular demonstrou que o acido galico ndo apresenta
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toxicidade celular para as concentragdes testadas (1200, 600, 300, 150 e 75 ug/mL),

pois os dados apresentaram 99% de viabilidade das células linfocitarias expostas.

5.2 ATiviDADE GENOTOXICA DO Acipo GALico

Para a avaliagcdo genotdxica, foi realizado ensaio cometa, que analisa
alteracbes no DNA de forma rapida, minimamente invasiva e sensivel. Estas
alteracdes foram classificadas em cinco categorias segundo Collins et al. (2014) com
base no comprimento da cauda do cometa.

Os resultados do ensaio podem ser visualizados na Figura 7, onde observa-se
que a concentragdo de 150 ug/mL do acido galico apresentou a menor indice de
genotoxicidade, ou seja, ao analisar o indice de dano observa-se que a
concentragdo de 150 ug/mL apresentou um valor de ID= 139,94 nao diferindo
significativamente do grupo controle. As concentragdes de 300, 600 e 1200 ug/mL

causaram danos significativos quando comparados ao grupo controle

Figura 7 - indices de dano ao DNA.
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Estudos realizados por Wu et al. (2004) com exposigao dos acidos tanico e
galico na concentragdo de 100 ug/mL sobre linfécitos ndo apresentaram danos
significativos em seu DNA quando comparado ao controle. Este trabalho também
demonstrou que antioxidantes podem induzir danos genotoxicos em células

humanas quando aplicadas em altas concentracbes. Dados semelhantes aos
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encontrados neste estudo em que a concentracdo de 150 pg/mL foi a que
apresentou menor dano ao DNA dos linfécitos expostos.
Na figura 8, pode-se observar a frequéncia dos diferentes niveis de danos ao

DNA dos linfocitos expostos as diferentes concentragcdes de acido galico.

Figura 8 -Percentual de dano ao DNA em niveis por concentragéo.
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Observa-se que o nivel de danos 4 aumenta com o aumento da concentracéo
de acido galico. A concentragdo de 150 apresenta a menor genotoxicidade como
demonstrado no grafico de indice de danos na figura 7. Embora a concentracao de
1200 pg/mL de acido galico tenha apresentado melhor atividade antioxidante e
viabilidade celular de aproximadamente 99%, esta concentracdo apresentou alta
genotoxicidade e uma maior quantidade de danos 3 e 4 ao DNA. Ainda segundo Wu
et al. (2004) os testes de citotoxicidade avaliam a integridade celular, mas a
substancia pode penetrar a membrana biolégica sem causar danos e atingir o DNA

causando genotoxicidade. Estes relatos sdo semelhantes aos encontrados no

presente trabalho.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto foi observado:

e O acido galico nao apresentou atividade téxica aos linfécitos humanos;

e Todas as concentracbes utilizadas no teste de captacdo de DPPH
apresentaram atividade antioxidante;

e Na avaliagdo de genotoxicidade, a concentragdo de 150 pg/mL foi a que
apresentou a menor genotoxicidade sobre os linfocitos e podera ser utilizada

para estudos sobre a atividade radioprotetora do acido galico.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAD DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
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