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RESUMO 

Os compostos fenólicos têm atividades farmacológicas que contemplam mecanismos de 

inibição ou indução da degradação de moléculas de DNA. Danos genotóxicos podem 

ocorrer naturalmente ou ser induzidos por peçonhas. Compostos naturais podem atuar 

como inibidores enzimáticos através de ligação a sítios hidrofóbicos presentes nas 

estruturas de algumas enzimas ou a sítios catalíticos, neutralização de espécies reativas 

ou supressão de sua geração, sequestro de íons que correspondem a cofatores enzimáticos, 

ou ainda competição pela água de solvatação de enzimas desencadeando a precipitação e 

inativação destas. Visando prospectar a ação protetora dos compostos fenólicos, ácido 

cafeico (AC), ácido gálico (AG), ácido siríngico (AS) e ácido vanílico (AV) sobre danos 

citogenéticos induzidos por enzimas, foram utilizadas como ferramentas indutoras de 

danos peçonhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta 

muta. O perfil eletroforético (SDS-PAGE) de incubados contendo peçonhas e compostos 

fenólicos sugere a presença de interações moleculares destes com toxinas presentes nas 

peçonhas. Eletroforeses em gel de agarose permitiram avaliar a fragmentação de DNA de 

leucócitos humanos induzida pelas peçonhas de serpentes assim como a ação 

antigenotóxica exercida pelos ácidos fenólicos, quando previamente incubados com as 

peçonhas. O teste cometa realizado com leucócitos humanos mostrou que os compostos 

fenólicos avaliados, em altas doses, podem induzir fragmentação do DNA 

potencializando a ação genotóxica exercida pelas toxinas presentes nas peçonhas.  No 

ensaio de inibição da succinato desidrogenase, o AC e AG potencializaram a inibição 

exercida pelo ácido malônico em algumas doses, enquanto que para o AS e AV não foram 

observadas diferenças significativas na potencialização ou reversão da inibição causada 

pelo inibidor (malonato) sobre a succinato desidrogenase. A caracterização parcial destes 

compostos, realizada no presente trabalho, complementa estudos prévios sobre estas 

moléculas que possuem alto potencial para futuras aplicações terapêuticas, sendo 

necessário ainda prospectar formulações e formas de administração seguras para consumo 

humano, uma vez que valores seguros de consumo diário por meio de alimentos, bebidas 

ou produtos nutracêuticos já foram previamente definidos pela ANVISA. As atividades 

avaliadas  (citotoxicidade e genotoxicidade) no presente trabalho sugerem possíveis 

aplicações destes compostos, isoladamente ou de extratos vegetais que apresentem estas 

moléculas em sua composição, na complementação da soroterapia antiofídica tradicional 

ou em sua substituição, assim como na prevenção e tratamento de doenças inflamatórias, 

digestivas, neurodegenerativas e diversas outras que estejam associadas à ação de 

proteases, fosfolipases e oxidases em geral de grande valia no âmbito médico-científico.  

 

Palavras-chave: Inibidores enzimáticos. Compostos naturais. Ácidos fenólicos. 

Peçonhas de serpentes. Succinato Desidrogenase. 
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ABSTRACT 

 

Phenolic compounds have pharmacological activities that contemplate mechanisms of 

inhibition or inductions of DNA molecules degradation. Genotoxic damages can be 

induced by venom or occur naturally. Natural compounds can act as enzymatic inhibitors 

through a connection to hydrophobic sites present in the structures of some enzymes or 

to catalytic sites, neutralization of reactive species or suppression of their generation, 

sequestration of ions corresponding to enzymatic cofactors, or competition for solvation 

water of enzymes triggering the precipitation and inactivation of these enzymes. Aiming 

to investigate the protective action of phenolic compounds, caffeic acid (AC), gallic acid 

(GA), syringic acid (AS) and vanillic acid (AV) on enzyme induced cytogenetic damage 

were used as tools to induce venom Bothrops atrox, B. jararacussu and Lachesis muta 

muta. The electrophoretic profile (SDS-PAGE) of incubations containing venoms and 

phenolic compounds suggests the presence of molecular interactions of these, with toxins 

present in venoms. Agarose gel electrophoresis allowed to evaluate the human leukocyte 

DNA fragmentation induced by snake venoms as well as the antigenotoxic action of 

phenolic acids when previously incubated with venoms. The comet test performed with 

human leukocytes showed that the phenolic compounds evaluated, in high doses, can 

induce DNA fragmentation as well as potentiate the genotoxic action exerted by the toxins 

present in the venoms. In the Krebs cycle succinate dehydrogenase inhibition assay, CA 

and GA acted to potentiate inhibition the action of malic acid in some at doses, whereas 

for AS and AV, there were no significant differences in potentiation or reversal of 

inhibition caused by the inhibitor (malonate) on a succinate dehydrogenase. The partial 

characterization of these compounds, carried out in the present work, complements 

previous studies on these molecules that have high potential for future therapeutic 

applications, and it is also necessary to prospect formulations and safe administration 

forms for human consumption, since safe daily consumption values have already been 

previously defined by ANVISA. The activities evaluated in the present study suggest 

possible applications of these compounds alone, or  plant extracts that present these 

molecules in their composition, in the complementation of traditional antiophidic serum 

therapy or in its substitution, as well as in the prevention and treatment of inflammatory, 

digestive, neurodegenerative and several others that are associated to the action of 

proteases, phospholipases and oxidases in general of great value in the medical-scientific 

scope. 

 

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

Succinate Dehydrogenase 
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1 INTRODUÇÃO 

 Os compostos fenólicos são moléculas geradas pelo metabolismo secundário das 

plantas derivados do chiquimato/fenilpropanoide ou da via da Acetil-CoA. Estes 

compostos desempenham papeis importantes na planta como defesa contra parasitas, 

proteção contra desidratação, entre outras. Estes compostos fenólicos podem ser naturais 

ou sintéticos e semi-sintéticos quando produzidos pela indústria química e farmacêutica 

através de melhoramentos moleculares com vistas a elaboração de novos medicamentos 

(SIMÕES et al., 2004).  

A dose máxima de compostos fenólicos sugerida para seres humanos é de 

aproximadamente 1 g/dia (SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005). Existe um 

banco de dados denominado Phenol Explorer 2.0 que contém um grande volume de dados 

atualizados que integra o metabolismo de polifenois e a farmacocinética destes em 

humanos e animais experimentais bem como a concentração de compostos fenólicos nos 

alimentos (ROTHWELL et al, 2013). 

Entre as propriedades farmacológicas dos compostos fenólicos destacam-se o 

potencial antioxidante, antitumoral (ANANTHARAJU et al., 2016), ação citoprotetora 

(LEWANDOWSKA et al., 2016), antibacteriana, antiviral, antiprotozoária, 

imunorreguladora, hepatoprotetora, anti-inflamatória, hipocolesterolêmica e analgésica 

(SIMÕES et al., 2004). Os compostos fenólicos apresentam a capacidade de modular a 

sinalização celular e podem ser moduladores epigenéticos interferindo desta forma no 

desenvolvimento de doenças relacionadas com a expressão gênica (BUSCH et al., 2015), 

fatores que justificam a escolha dos ácidos fenólicos cafeico, gálico, siríngico e vanílico 

usados no presente trabalho. 

Em meio a tantas aplicações, os ácidos fenólicos presentes em diversas espécies 

vegetais também podem ter propriedades antiofídicas. Em vista disto, estudos sobre o 

potencial biotecnológico de inibidores de enzimas que compõem as peçonhas de 

serpentes podem proporcionar indicações de modelos moleculares com atividade 

antiofídica para suplementar a terapia convencional ou para o desenvolvimento de novas 

terapias. Além disso, os inibidores enzimáticos, isolados de plantas medicinais, 

configuram um recurso de grande importância para comunidades localizadas em regiões 

distantes dos centros de saúde. Neste sentido, os compostos naturais são candidatos ao 

uso para tratamento de patologias relacionadas a processos inflamatórios, imunológicos 

e relacionados a alterações na hemostasia, cujas fosfolipases A2 e proteases apresentam-

se atuantes (CARVALHO et al., 2013).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewandowska%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27142731
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Inúmeros estudos apontam a indução de genotoxicidade e citotoxicidade pelas 

enzimas de peçonhas de serpentes, capazes de degradar material genético em diferentes 

graus considerando as diversas classes de enzimas que as compõem e a porcentagem em 

que elas se encontram na peçonha de cada família/gênero/espécie/indivíduo (ANJOS et 

al., 2008; ARUN et al., 2014; CHIPPAUX, 2015; DHANANJAYA et al., 2009; 

DHANANJAYA; GOWDA; D’SOUZA, 2010; GIMENEZ et al., 2014; MARCUSSI et 

al., 2011; MARCUSSI et al., 2012; MARCUSSI et al., 2013; NASCIMENTO; 

COLLARES-BUZATO; HYSLOP, 2008; PEREIRA et al., 2012; VALADAO SALES; 

SANTORO, 2008).  Há um vasto nicho científico a ser explorado considerando que os 

mecanismos oxidativos, descritos até então para esclarecer a ação de toxinas sobre o 

material genético, não contemplam a totalidade dos efeitos induzidos pelas diversas 

classes de toxinas, sendo necessária a elucidação das demais vias indutoras de 

genotoxicidade-mutagenicidade-apoptose ainda pouco exploradas. 

Compostos fenólicos são antioxidantes por abstraírem o elétron da espécie reativa 

de oxigênio (ERO), gerada durante a atividade catalítica de enzimas como a catalase, 

formando assim, um híbrido com estruturas de ressonância estável (SESTILI et al., 2002). 

A ação antioxidante deste composto pode ser um dos mecanismos propostos para o efeito 

protetor sobre moléculas de DNA. Por outro lado, há mecanismos que podem ser 

aplicados para esclarecer a atividade pró-oxidativa de alguns ácidos fenólicos, ao 

mobilizar o cobre endógeno (redução do Cu celular para Cu I), possivelmente ligado à 

cromatina, e a consequente produção de ERO levando à ruptura de DNA 

internucleosomal (um marcador de apoptose) (BHAT; AZMI; HADI, 2007; KAGAWA 

et al, 1994;). 

Por isso, os ácidos fenólicos podem atuar no metabolismo pró-oxidativo, interagir 

com a microbiota intestinal e ligar-se a várias proteínas de sinalização celular, sendo 

capazes de ajustar mecanismos anticarcinogênicos e citoprotetores presentes nas células, 

protegendo-as contra danos ao DNA e surgimento de tumores (LEWANDOWSKA, 

2016).  

A importância da identificação de danos no DNA está em prevenir futuras 

consequências como mutagênese e geração de câncer, sendo de grande valia para a clínica 

e para o ambiente ocupacional de pessoas expostas a riscos físicos, químicos ou 

biológicos (LIN, 2016). Ao conhecer os mecanismos pelos quais se iniciam, propagam e 

encerram estes danos, in vitro, é possível estimar os danos causados in vivo e assim avaliar 
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o potencial carcinogênico/citotóxico/genotóxico dos compostos em estudo, assim como 

avaliar a ação preventiva/protetora de seus inibidores. 

 Alguns danos nas moléculas de DNA são resultantes de alterações estruturais 

que ocorrem ao nível das bases púricas e pirimídicas, como reações de desaminação 

transformando adenina em guanina e citosina em uracila; depurinação de 

desoxirribonucleotídeos; condensação por radiação ultravioleta; metilação de bases 

nitrogenadas; ou ainda, mutação gênica resultante de lesão oxidativa dos açúcares (ribose 

ou desoxirribose) (NELSON; COX, 2002). Além disso, também podem ocorrer falhas 

durante a replicação do DNA, no superespiralamento quando a ação das topoisomerases 

é inadequada ou ainda na ação das quinases que controlam diversos processos do 

metabolismo (LIN, 2016). 

 Os testes para identificação de danos no DNA representam genotoxicidade, mas 

também são indicativos de possível citotoxicidade, apoptose e mutagenicidade. Estes 

ensaios são amplamente difundidos na área de ecotoxicologia, na medicina oncológica e 

citogenética. É possível avaliar a degradação de DNA mediante exposição ocupacional 

inerente a algumas profissões ou comunidades, avaliar danos causados por fármacos, 

drogas ilícitas, defensivos agrícolas, inseticidas, assim como a carcinogênese de células 

tumorais. O mecanismo pelo qual estes danos ocorrem pode estar estreitamente 

relacionado com a cascata das caspases, apoptose, anoikis e ação de proteases (BRENES 

et al., 2010; COUNIS; TORRIGLIA, 2006). 

 Para compreender estes fenômenos é importante relembrar que o ciclo celular 

eucariótico envolve as fases M (Mitose), G1 (Gap1, Intervalo), S (Síntese) e G2 (Gap 2, 

Intervalo) (Tabela 1). G0, específica de algumas células, é a fase quiescente onde nunca 

há divisão celular. No decorrer do ciclo celular há uma série de check points que 

monitoram o processo e a vitalidade da célula, interrompendo a manutenção celular 

através da apoptose quando as condições adequadas de replicação e espiralamento do 

material genético não são atendidas. Modelos computacionais de drogas têm sido 

propostos para que um único fármaco tenha múltiplas regiões ligantes capazes de inibir 

diferentes fases do ciclo celular atuando sobre biomoléculas tais como topoisomerases, 

proteínas quinases e histona desacetilases, podendo, por exemplo, exercer função 

inibitória sobre o ciclo de células tumorais (LIN, 2016). 
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Tabela 1. Ação dos checkpoints na divisão celular. 

Fase da divisão celular Ação dos checkpoints 

Mitose Impedir a Mitose até que todos os cromossomos estejam 

ligados apropriadamente ao fuso mitótico 

Gap 1 Parar a divisão celular caso o DNA esteja danificado 

Síntese Parar a divisão celular caso o DNA esteja danificado 

Gap 2 Impedir o início da Mitose até que o DNA esteja todo 

replicado 

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

 

 Com o objetivo de induzir a degradação de moléculas de DNA, as peçonhas têm 

um papel importante, como ferramentas laboratoriais, considerando a presença, em sua 

composição, de inúmeros peptídeos e proteínas com ação na digestão, na defesa e na 

imobilização das vítimas (NUNEZ et al., 2004). Entre os componentes proteicos das 

peçonhas de serpentes, destacam-se as metaloproteases, fosfolipases A2, serinoproteases, 

L-aminoácido oxidases (LAAOs) e hialuronidases (CALDERÓN et al., 1993; 

CHIPPAUX; GOYFFON, 1998). Algumas das classes de enzimas mencionadas possuem 

efeito danoso sobre o material genético, como por exemplo, proteases (degradam 

proteínas que compõem o arcabouço proteico associado à síntese DNA ou à cromatina) e 

L-aminoácido oxidases (cuja ação enzimática resulta na produção de peróxido de 

hidrogênio com ação oxidante e consequentemente degenerativa sobre moléculas de 

DNA) (DE ROODT; LITWIN; ANGEL, 2003; MARCUSSI et al., 2013). Além disso, há 

relatos científicos da presença, nas peçonhas, de enzimas especializadas na degradação 

de ácidos nucleicos dentre elas as desoxirribonucleases (DNAse II) que hidrolisam 

moléculas de DNA, com efeito citotóxico e/ou apoptótico no organismo das vítimas 

(DHANANJAYA; D'SOUZA, 2010; NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO; 

HYSLOP, 2008; VALADAO SALES; SANTORO, 2008). 

 Várias moléculas presentes nas peçonhas atuam no organismo das vítimas 

alterando a hemostasia, principalmente a cascata de coagulação e a agregação de 

plaquetas, e induzindo efeitos neurotóxicos, miotóxicos, cardiotóxicos, entre outros 

(World Health Organization, 2010). Entretanto, a ciência tem feito uso de toxinas como 

ferramentas para o desenvolvimento de novas terapias e métodos de diagnóstico. Sob esta 

perspectiva, o presente trabalho vai ao encontro deste propósito ao utilizar as peçonhas 
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de três espécies de serpentes para a indução de danos em moléculas de DNA e nucleoides 

obtidos de leucócitos sanguíneos humanos. As peçonhas, ferramentas indutoras de danos 

e toxicidade, serão avaliadas frente a inibidores naturais (os compostos fenólicos, ácido 

cafeico, gálico, siríngico e vanílico) com vistas a caracterizar o potencial de uso destes 

fenólicos como futuros agentes terapêuticos, preventivos-protetivos-curadores, não 

apenas com função antiofídica, mas também com função em doenças inflamatórias, 

digestivas, neurodegenerativas e diversas outras que estejam associadas à ação de 

proteases, fosfolipases outras classes de enzimas presentes nas peçonhas e altamente 

homólogas em estrutura e/ou função a enzimas humanas.  CARVALHO et al, 2013). 

 Assim, os objetivos consistem em avaliar o possível efeito genotóxico dos ácidos 

fenólicos cafeico, gálico, siríngico e vanílico bem como a influência destes na degradação 

de DNA humano por peçonhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu 

e Lachesis muta muta. Adicionalmente, foi avaliada a ação destes fenólicos sobre a 

enzima succinato desidrogenase e sobre o inibidor desta, o ácido malônico.  Tais análises 

irão colaborar para o entendimento de mecanismos de indução de danos em moléculas de 

DNA por diferentes classes de toxinas presentes nas peçonhas. 
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2 Referencial teórico 

2.1 Compostos fenólicos  

Os compostos fenólicos representam parte das substâncias do metabolismo 

secundário dos vegetais que apesar de não serem essenciais para o desenvolvimento do 

vegetal, são imprescindíveis para a sobrevivência de uma espécie dentro de um 

ecossistema, viabilizando a adaptação do indivíduo no ambiente, respondendo pelas 

relações e interações entre planta e ambiente desempenhando ações como defesa da planta 

contra herbivoria, ataque de patógenos, radiação solar, ou ainda atuando na competição 

entre plantas e atração de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de 

sementes e microorganismos simbiontes e também em alelopatias (BALASUNDRAM; 

SUNDRAM; SAMMAN, 2006).  

Em sua biossíntese, alguns compostos fenólicos são derivados do ácido 

chiquímico a partir da eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato que é convertido em 

corismato ou galato. Outra via metabólica que também leva à formação de compostos 

fenólicos é a rota do ácido mevalônico no qual ocorre a condensação de uma unidade de 

acetil-CoA com uma de acetoacetil-CoA e desta forma, este ácido é convertido em 

isopreno, unidade básica dos terpenos e esteroides (Figura 1) (SIMÕES et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605006242
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Figura 1 Rota metabólica de biossíntese dos compostos fenólicos 

 

 
Fonte: Simões et al. (2004) 

  

 Até o ano de 2015 cerca de 8.000 compostos fenólicos foram identificados em 

uma variedade de frutas, hortaliças, leguminosas, grãos, ervas e especiarias. Além de sua 

atividade de regulação hormonal, compostos fenólicos também possuem atividade 

antioxidante, anti-inflamatória, anticarcinogênica e atuam no organismo humano de 

forma benéfica como hepatoprotetor (PAN; LAI; HO, 2010). 

 Alguns vegetais apresentam propriedades anticarcinogênicas, devido à reversão 

de eventos epigenéticos. Além disso, compostos fenólicos naturais dietéticos têm um 

grande potencial, por meio de fitoestrógenos (por exemplo, isoflavonas, estilbenos, 

lignanas e coumestanos), para interromper terapeuticamente vias de sinalização 

endócrinas. Evidências recentes também demonstraram que os compostos fenólicos 

naturais, apigenina, luteolina, resveratrol e pterostilbeno, podem inibir diretamente PI3K 

(enzima fosfatidilinositol-3-cinase), p90 RSK (cinase S6 ribossomal p90),  a atividade de 

telomerase e reduzindo a viabilidade das células do câncer de mama. Com base no 

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

triptofano 
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fenólicos naturais, sendo estes potentes antioxidantes e anti-inflamatórios. Entretanto, em 

estudos descritos recentemente, compostos fenólicos também atuam como disruptores 

autócrino-parácrinos, estando, portanto ligados à supressão de epigenética de 

tumorigênese relacionado ao câncer de mama e à metástase. Em resumo, os dados 

analisados nesta revisão sugerem que os compostos fenólicos naturais dietéticos são 

candidatos promissores para as estratégias quimiopreventivas e tratamento do câncer de 

mama (PAN et al., 2015). 

 Mecanismos de inibição de efeitos tóxicos causados por peçonhas, resultantes 

de interações específicas entre compostos vegetais, principalmente ácidos fenólicos, e 

diferentes classes de enzimas que compõem as peçonhas, também têm sido descritos 

(CARVALHO et al., 2013), enfatizando a relevância deste estudo para futuras aplicações 

destes compostos de forma mais eficiente e segura.  

2.2 Potencial antioxidante dos ácidos fenólicos 

 Devido as propriedades físico-químicas (Encontrados na forma combinada 

(ésteres ou heterosídeos, hidrofílicos ou anfipáticos, formam ligações de Hidrogênio/ Van 

der Waals (proteínas/DNA), antioxidante, pró-oxidante: Complexam com íons metálicos 

– Fe e Cu (sistemas biológicos), ação epigenética por inibir HAT e HDAC) os compostos 

fenólicos simples podem ser considerados inibidores enzimáticos das peçonhas de 

serpentes que induzem citotoxicidade e genotoxicidade. Os compostos fenólicos em 

estudo no presente trabalho são representados pelas fórmulas estruturais a seguir (Figura 

2 e 3) (BHAT; AZMI; HADI, 2007, OMENE et al, 2013; RAMAWAT; MÉRIOLLON, 

2013; SIMÕES, et al, 2004).  

 

Figura 2 Estrutura química dos ácidos fenólicos (C6-C1) e hidroxicinâmicos (C6-C3) 
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     Ácido Cafeico 
 

Fonte: Ramalho e Jorge  (2006) 

 

 Os ácidos vanílico (ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) e siríngico (ácido 4-

hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico) são obtidos após hidrólise ácida das folhas de 

gimnospermas e angiospermas enquanto que o ácido gálico (3,4,5-trihidróxibenzoico) é 

constituinte de taninos hidrolisáveis, do qual são liberados por hidrólise ácida. O ácido 

cafeico (3-(3,4-dihidroxifenil) prop-2-enoico) é encontrado em vários tecidos vegetais e 

por possuir uma dupla ligação apresenta as formas isoméricas Z e E sendo esta última a 

mais estável (SIMÕES, 2004). 

 A semelhança estrutural entre compostos fenólicos (Figuras 2 e 3) e os 

antioxidantes sintéticos (Figura 4) contribuem para o relacionamento de sua atividade 

protetora contra o estresse oxidativo induzido sobre moléculas de DNA, organelas e 

membranas celulares ao capturar elétrons livres e estabilizando a estrutura por 

ressonância.  
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Figura 3 Estrutura de Antioxidantes Sintéticos 
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BHA: butilhidroxianisol, BHT:  butilhidroxitolueno, PG: propil galato, TBHQ: terc-butil 

hidroquinona. 

Fonte: Ramalho e Jorge (2006) 

  

 Ações inibidoras específicas de compostos amplamente distribuídos na natureza, 

sobre PLA2s, proteases, LAAOs, dentre outras classes de enzimas presente na peçonha 

de serpentes, apontam para diversas perspectivas de aplicação destes compostos, como 

por exemplo, na suplementação da soroterapia tradicional ou em substituição a ela nos 

casos em que esta não for acessível; na terapia de diversas doenças humanas relacionadas 

a processos inflamatórios considerando a ação sobre fosfolipases; na terapia de diversas 

doenças humanas relacionadas à ação de proteases, como disfunções gastrointestinais, 

processos de descontrole nos mecanismos de apoptose e proliferação celular; na 

prevenção de doenças por meio de ação protetora sobre moléculas, organelas e células 

contra a ação oxidante de radicais livres e enzimas; dentre outras diversas aplicações que 

podem atender demandas de aplicação farmacêutica e cosmética(CARVALHO et al, 

2013). 
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2.3 Ação de toxinas de peçonhas de serpentes sobre o material genético de células 

animais 

 As toxinas de peçonhas de serpentes como por exemplo as dos gêneros Bothrops 

e Lachesis desencadeiam danos de relevância socioeconômica, pois a gravidade dos 

acidentes pode levar tanto à morbidade quanto à mortalidade. O quadro clínico apresenta 

principalmente, miotoxicidade, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, citotoxidade, 

hemorragia e necrose (IZIDORO et al, 2014; KINI, 2005).  No entanto, a maioria das 

classes menores de proteína de veneno de cobra permanecem mal exploradas, mesmo 

apresentando potencial aplicação em diversas áreas 

 Um exemplo seria culturas de células MDCK (células normais derivadas de rim 

canino) incubadas com DNAse da peçonha de B. alternatus para análise de citotoxicidade 

e morte celular programada. Os autores observaram ambos os efeitos sendo estes 

atribuídos à degradação de moléculas de DNA (NASCIMENTO; COLLARES-

BUZATO; HYSLOP, 2008). Os principais tipos de danos diretos ou indiretos ao DNA 

podem ser induzidos por diferentes classes de moléculas presentes na peçonha de 

serpente: LAAO, PLA2, proteases, DNAses e nucleotidases, hialuronidases e peptídeos. 

 

a) LAAOs 

 LAAO (LAAOs, E.C.1.4.3.2) são flavoenzimas enantioseletivas que catalisam 

estereoespecificamente a desaminação oxidativa de uma vasta gama de L-aminoácidos 

formando ácidos α-ceto, amônia e peróxido de hidrogênio (Figura 7) (GUO et al., 2012). 

Figura 4 Mecanismo de ação da L- aminoácido oxidase na conversão de L-aminoácido 

em α-cetoácido 

 

 

 

Fonte:  Izidoro et al. ( 2014) 
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 Diversos trabalhos relatam o potencial antineoplásico das LAAO em algumas 

linhagens de células tumorais. O mecanismo de produção de peróxido de hidrogênio 

(IZIDORO et al., 2014) exercido pela LAAO da peçonha de B. atrox (ALVES et al., 

2008) em linhagens de células PC12 (feocromocitoma  de rato), B16F10 (melanoma 

metastático de murino), HL-60 (leucemia promielocítica humana) e Jurkat (leucemia 

linfoblástica humana) resultou em citotoxicidade nas concentrações de 5–50𝜇g/mL após 

incubação por período de 4 horas. Bregge-Silva et al. (2012) também observaram ação 

citotóxica induzida por LAAO de L. muta, quando avaliada nas concentrações entre 1,17 

e 75𝜇g/mL com período de incubação de 24 horas, sobre as linhagens LL-24 (fibroblasto 

de pulmão), AGS (adenocarcinoma gástrico), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e 

HUTU (carcinoma duodenal).  

 Os danos causados ou induzidos por LAAO se dão provavelmente pela formação 

de peróxidos, principalmente a partir da oxidação de metionina ou leucina e de outros 

substratos que geram espécies reativas de oxigênio (ERO) que se propagam ocasionando 

apoptose e citotoxicidade. A apoptose é induzida pela condensação da cromatina, 

ativação da caspase-9 e em seguida caspase-3, a qual cliva diversos substratos, resultando 

em fragmentação do DNA cromossômico. A ação pode ocorrer ainda pela ativação da 

caspase-8 (ALVES et al., 2008; CISCOTTO et al., 2009; GUO et al., 2012; IZIDORO et 

al., 2014; NAUMANN et al., 2011). As LAAOs têm afinidade específica por aminoácidos 

hidrofóbicos como fenilalanina, leucina, isoleucina e o aminoácido sulfurado metionina, 

pois estes podem se inserir no interior de cavidades hidrofóbicas presentes nos sítios 

catalíticos das enzimas (GUO et al., 2012). A LAOO apresenta alguns mecanismos 

genotóxicos que podem ser atribuídos parcialmente à ação do peróxido de hidrogênio 

formado ou pela catalase pois, na ausência do peróxido de hidrogênio há genotoxicidade, 

ou seja, sugere-se que há outros sítios catalíticos responsáveis pela genotoxicidade 

(IZIDORO et al, 2014). 

 LAAOs causam apoptose ao degradar a cromatina, fragmentar o DNA e ativar a 

via das caspases. A LAAO da peçonha de B. atrox causa morte celular em células Jurkat, 

LAAO de B. pirajai induz citotoxicidade em células tumorais das linhagens S180 

(sarcoma ou tumor de Crocker), SKBR-3 (câncer de mama humano), Jurkat e EAT (tumor 

ascítico de Erlich) e LAAO de Agkistrodon contortix laticinctus causa fragmentação em 

DNA de células HL-60 (ALVES et al., 2008). LAAO de B. leucurus apresentou atividade 

citotóxica dose-dependente sobre células humanas das linhagens MKN (carcinoma 
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gástrico) e RKO (carcinoma de cólon retal) em ensaios com incubação por período de 24 

horas (NAUMANN et al., 2011). 

   

b) PLA2 

As PLA2s representam uma família de proteínas, encontradas em diversos tecidos 

de mamíferos, abelhas, peçonha de serpentes e outros animais, capazes de hidrolisar os 

glicerofosfolipídeos de membrana celular, liberando ácido araquidônico, substrato para 

biossíntese de mediadores envolvidos na inflamação, tais como prostaglandinas, 

prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos. Desta forma, ao hidrolisar a membrana, há 

um desarranjo que facilita o acesso ao DNA cromossômico desencadeando danos ao 

mesmo. Muitos desses lipídios bioativos atuam desencadeando processos inflamatórios, 

além de interferir na cascata de coagulação sanguínea. A inflamação crônica causada por 

infecções, doenças autoimunes, exposição a agentes nocivos, também pode causar danos 

ao DNA por gerar espécies reativas de oxigênio que aumentam o dano oxidativo e 

reduzem a eficiência de reparo levando ao desenvolvimento de doenças (NAKAD;  

SCHUMACHER, 2016). 

 As fosfolipases A2 (PLA2), quebram glicerofosfolipídeos, causando um 

desarranjo dos componentes de membranas celulares e de organelas, facilitando o acesso 

ao DNA nuclear. (BONFIM et al., 2009; DUTTA; GOGOI; MUKHERJEE, 2015; 

MARCUSSI et al., 2007).  

 A ação neurotóxica das PLA2 é dependente de um sítio hidrofílico da enzima 

que se liga primeiramente a um sítio pré-sináptico específico e em seguida degradam a 

membrana do neurotransmissor envolvido na sinapse (KINI et al., 2005). Entre as PLA2s 

citotóxicas mais estudadas está a Nigexina de Naja nigricollis, ao contrário de sua 

atividade catalítica dependente de íon bivalente, a atividade citotóxica é independente 

destes íons assim como da atividade catalítica. Em ensaios com incubação de células 

aminióticas epiteliais com 10-7 mol.L-1 de Nigexina, houve redução de 70% da 

proliferação celular e com 10-6 mol.L-1a proliferação foi totalmente inibida 

(CHWETZOFF et al., 1989). 

 PLA2s neurotóxicas, interferem em canais iônicos e consequentemente no 

transporte de íons que podem ser cofatores para atividade de enzimas, metabólitos para a 

manutenção celular, comunicação entre as células vizinhas, movimentação de líquido, 

logo, afetam o metabolismo interno da célula sem induzir sua morte de forma direta 

(MARCUSSI et al, 2007). 

  

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

 As metaloproteases são proteases, com atividade catalítica dependente de íons 

metálicos, que podem conter diferentes domínios que permitem sua classificação: 

apresentam apenas o domínio metaloprotease (classe P-Ia); metaloprotease + desintegrina 

(P-IIa), (P-IIb), (P-IIc), (P-IId), (P-IIe); metaloprotease + desintegrina + domínio rico em 

cisteína (P-IIIa), (P-IIIb), (P-IIIc) e metaloprotease + desintegrina + domínio rico em 

cisteína + domínio lectina símile (P-IIId) (FOX; SERRANO, 2008).  Pesquisas sugerem 

sua importância no destacamento celular induzindo a apoptose em células endoteliais e 

apontam ainda que a ação catalítica é apenas parcialmente responsável pelos efeitos 

biológicos induzidos por estas enzimas em organismos animais, como apoptose por 

exemplo. (FOX; SERRANO, 2008; MATSUI; FUFIMURA; TITANI, 2000).  

 A membrana basal dos vasos constitui uma estrutura complexa de matriz 

extracelular, composta principalmente por colágeno IV, laminina e proteoglicano, que 

fornece suporte a células e desempenha vários papéis na comunicação entre ambientes 

intracelulares e extracelulares. As metaloproteases são capazes de degradar componentes 

proteicos da membrana basal (GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000; KALLURI, 2003) 

podendo desta forma deixar o DNA mais exposto, danificando-o. 

 Estudos relatam a ação de proteases zinco dependentes, complexando-se com 

metais e desencadeando morte celular em células em cultura. Incubações de células 

epiteliais da linhagem Ea.hy.926 com BaP1 isolada da peçonha de B. asper, resultaram 

em apoptose induzida por meio da ruptura da membrana plasmática, condensação da 

cromatina e ativação da caspase-8 podendo resultar em alguns casos, em fragmentação 

do DNA ( BRENES et al., 2010; DIAZ et al., 2005; GABRIEL et al., 2012). Esta mesma 

cultura de células, sofreu fragmentação do DNA desde a primeira hora de incubação com 

a mesma metaloprotease, detectada por TUNEL e ELISA. No decorrer do ensaio, 

fragmentos de DNA foram predominantemente localizados fora das células, evidenciando 

ruptura da membrana plasmática. Ao adicionar um inibidor de metaloproteases o DNA 

manteve-se íntegro (DIAZ et al., 2005).  

 A BaP1 foi também responsável por desencadear apoptose em células 

endoteliais na primeira hora de incubação (BRENES et al., 2010). A apoptose é associada 

com a ativação da caspase-8 sendo independente de Bcl-xL e Bax. O mecanismo de ação 

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

mecanismos independentes da atividade catalítica (ALVES, 2008). 

 

d) Nucleotidases, DNAses e RNAses 

  

 A nucleotidases além de hidrolisarem ATP para produzir a adenosina, 

comportam-se como sequestrantes de ADP. Podem hidrolisar também GTP, UTP, CTP 

ou ainda nucleotídeos que compõem moléculas de DNA resultando em efeitos como por 

exemplo carcinotoxicidade ou genotoxicidade (BAQI, 2015). 

 Nas peçonhas de serpentes já foram encontradas DNAse II que hidrolisam o 

DNA (NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO; HYSLOP, 2008) e nucleotidases ricas 

em 5’-nucleotidases que liberam purinas e pirimidinas de nucleotídeos, danificando 

estruturalmente o DNA (ARUN et al., 2014; CACCIN et al., 2013; DHANANJAYA et 

al., 2006; DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; GOWDA; D'SOUZA, 2010;  

TEIXEIRA-FERREIRA; VALADAO SALES; SANTORO, 2008). 

  Considerando a ação de nucleotidases e nucleosidades presentes nas peçonhas, 

a liberação de adenosinas pode contribuir para a difusão de toxinas nos tecidos das vítimas 

por induzir aumento da permeabilidade vascular por meio de vasodilatação e/ou inibição 

da agregação plaquetária (DHANANJAYA; D'SOUZA, 2010). Assim, a adenosina 

poderia atuar como potente agente de espalhamento, participando na indução de edema, 

hipertensão, hemólise, miólise e atividade cardiotóxica (AIRD, 2002; RALEVIC; 

BURNSTOCK, 1998). Em adição, a adenosina também é conhecida por causar paralisia 

por inibir a liberação de neurotransmissores, com ação a nível central e em terminações 

de nervo periférico (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998), potencializando, assim, a 

paralisia induzida pelas peçonhas.  

 Neste contexto, a inibição de toxinas com ação nucleosidásica/nucleotidásica por 

compostos fenólicos corresponde mais um vasto campo a ser explorado uma vez que 

confere a eles ação protetora sobre células e moléculas contra o estresse oxidativo. 

 

e) Hialuronidase:  

 

 É uma enzima hidrolítica que degrada o ácido hialurônico, glicosaminoglicano 

sintetizado na membrana plasmática e incorporado ao glicocálice endotelial, é encontrado 

em locais de intensiva proliferação e movimentação celular. O ácido hialurônico é 
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responsável pela integridade do endotélio vascular e por interagir com algumas proteínas. 

A hialuronidase hidrolisa este ácido, alterando o trânsito de líquido, íons e moléculas nos 

tecidos, podendo levar a danos no DNA. Em adição, facilitam o acesso de outras toxinas 

às células potencializando sua distribuição e efeitos. A comunicação celular é prejudicada 

uma vez que os canais iônicos presentes nas membranas não se apresentam funcionais e 

íntegros para fazer o transporte de íons e consequentemente suprir as reações com 

cofatores enzimáticos (LENNON; SINGLETON, 2011).  

 

2.4 Compostos fenólicos: ação antigenotóxica   

  

Alguns compostos fenólicos, da classe dos flavonoides inibem hidrolases, 

oxidorredutases, cinases, isomerases, transferases, ligases e liases (HAVSTEEN, 2002). 

Entre os ácidos fenólicos, há quatro principais mecanismos de ação que reportam o efeito 

protetor e/ou inibidor de compostos fenólicos sobre os danos no DNA induzidos por 

proteases, oxidases, hialuronidases e nucleotidases que são descritos a seguir. 

 

a) Ação antioxidante inibindo radicais livres 

A atividade oxidativa exercida por LAAOs, proteases e nucleotidases, presentes 

nas peçonhas, pode ser inibida por antioxidantes, principalmente a catalase e compostos 

fenólicos, resultando em inibição da citotoxicidade induzida por radicais livres e 

peróxidos, originados de produtos da atividade catalítica exercida por estas enzimas, uma 

vez que estes promovem aumento nos níveis de caspase-3 e degradação de moléculas de 

DNA (DHANANJAYA et al., 2006; DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; 

GOWDA; D'SOUZA, 2010; IIJIMA; KISUGI; YAMAZAKI, 2003). 

O mecanismo antioxidante proposto para o ácido cafeico, por exemplo, sugere que 

este abstrai a espécie reativa de oxigênio, gerada durante a atividade catalítica de catalases 

por exemplo, forma um híbrido com estruturas de ressonância até converter-se em uma 

estrutura estável. 

 Foi demonstrado o entalhe de compostos fenólicos em moléculas de DNA super 

espiraladas, sendo que os níveis de entalhe foram 100% para 1,2,4-benzenotriol> ácido 

gálico> ácido cafeico>gossipol com 20% de entalhamento. O acréscimo de íons metálicos 

acelerou o entalhamento de DNA. Em um ensaio para induzir a quebra de DNA com 

ascorbato mais ferro, os dois catecóis (ácido cafeico e gossipol) mostraram-se protetores, 

enquanto que os dois trióis (1,2,4-benzenotriol e ácido gálico) exacerbaram os danos, 
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evidenciando que os compostos fenólicos podem ter atividade antioxidante ou pró-

oxidante em relação à indução de danos à moléculas de DNA (LI et al., 2000). 

  

b) Interação específica com o sítio hidrofóbico da enzima 

Compostos fenólicos podem interagir com regiões hidrofóbicas presentes nas 

estruturas de proteases, LAAO e PLA2. Estas regiões hidrofóbicas são responsáveis por 

interações das enzimas com estruturas celulares (ALVES et al., 2008; CISCOTTO et al., 

2009; GUO et al., 2012; IZIDORO et al., 2014; NAUMANN et al., 2011), embora estas 

enzimas também possam realizar interações hidrofílicas com células neurais gerando 

interações anfifílicas que desestabilizam a membrana celular (KINI, 2005) e resultam em 

apoptose. 

 Assim os fenólicos podem atuar na inibição deste efeito uma vez que bloqueiam 

os sítios hidrofóbicos destas enzimas. 

  

c) Sequestro de íons  

Compostos fenólicos podem atuar como agentes quelantes, tornando os íons 

bivalentes indisponíveis para efetuar ligação com as enzimas para as quais atuam como 

cofatores ativando PLA2s e metaloproteases, diminuindo, em alguns casos, a 

genotoxicidade induzida por estas enzimas (DIAZ et al., 2005; BRENES et al., 2010), 

uma vez que a atividade catalítica é parcialmente responsável pelos efeitos biológicos 

induzidos por estas enzimas. As PLA2s Asp49 utilizam íons cálcio como cofatores e 

apresentam um sítio ligante destes íons constituído pelo grupo β-carboxílico do Asp49 e 

os grupos C=O carbonílicos da Tyr28, Gly30 e Gly32 (FLEER; VERHEIJ; DE HAAS, 

1981; VERHEIJ et al., 1980). A presença de duas moléculas de água estruturalmente 

conservadas completa a esfera de coordenação do Ca2+ formando uma pirâmide 

pentagonal (SCOTT et al., 1990) (Figura 5). 
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Figura 5 Representação dos resíduos 27-33 e resíduo 49, que compreendem a alça de 

ligação do cálcio das PLA2s Asp49 de Naja naja atra.  

 

 

 

 

 

 

 

Ilustrando a coordenação pentagonal bipiramidal do Ca2+ sendo realizada por interações dos 

átomos de oxigênio carbanil da alça, átomos de oxigênio carbanil da cadeia principal de Asp49 e 

duas moléculas de água. 
Fonte: SCOTT et al. (1990) 

 

d) Interações específicas com o sítio catalítico da enzima 

 Alguns autores relataram a possibilidade de uso do ácido vanílico como uma 

ferramenta farmacológica para avaliar o papel das 5'-nucleotidases presentes nas 

peçonhas de serpentes das espécies Naja naja, Daboia russellii e Trimeresurus 

malabaricus, na indução de toxicidade. Estas enzimas usam como substrato o 5-AMP 

(molécula que desempenha um papel de moduladora na homeostase de energia celular), 

indicando que a adenosina pode apresentar papel importante no envenenamento. Foram 

observadas inibições próximas a 50% utilizando as concentrações de 84, 98 e 65 µmol de 

ácido vanílico contra as respectivas peçonhas. O inibidor mostrou-se competitivo, logo, 

o Vm será constante e o Km será aumentado, uma vez que a inibição reduziu em 

proporção ao aumento na concentração do substrato. O grupo carboxílico do ácido 

vanílico foi determinante para a inibição, logo, este composto fenólico apresenta alto 

potencial de uso para complementar à soroterapia antiofídica tradicional 

(DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; D'SOUZA, 2010). Outros autores 

sugerem uma posssível aplicação farmacológica do ácido vanílico considerando que sua 

ação poderia diminuir a liberação endógena de purinas (ARUN et al., 2014). 

 Em complementação aos estudos genotóxicos e antigenotóxicos, a utilização da 

enzima succinato desidrogenase, extraída de fígado de frango, como ferramenta permite 

análises da atividade citotóxica/anticitotóxica. 
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2.5 Succinato Desidrogenase (SDH) 

A ação da mitocôndria vai da morte à proliferação celular. Por isso, as suas 

enzimas desempenham papel central no metabolismo celular. A succinato desidrogenase 

(SDH), também denominada desidrogenase succínica, succinato enzima Q redutase ou 

Complexo II é uma enzima ligada à membrana interna da mitocôndria e apresenta 4 

subunidades sendo duas proteínas hidrofílicas de frente à matriz (SDH1 e SDH2) e duas 

proteínas em grande parte hidrofóbicas (SDH3 e SDH4) ancorando o complexo na 

membrana. Ela relaciona-se com o ciclo de Krebs ao reduzir o succinato à fumarato 

(Figura 6) e com a cadeia de transporte de elétrons ao reduzir a ubiquinona em ubiquinol. 

Seu bloqueio por inibidores acarreta a parada da respiração celular e morte celular. Um 

inibidor reversível e competitivo é o ácido malônico também denominado de ácido 

propanodioico (COOH-CH2-COOH). Ele combina-se não covalentemente com a enzima 

SDH no mesmo sítio que o substrato e deve ser, portanto, relacionado estruturalmente 

com o substrato succinato (DERVARTANIAN; VEEGER,1964; HUANG; MILLAR, 

2013).  

Figura 6 Ciclo de Krebs 
 

 

 

Fonte: NELSON, D.L.; COX, 2002 

 



31 

 

Uma análise deste conjunto mostra que a regulação desta enzima na produção de 

seu substrato pode estar relacionada a inúmeras doenças e seus tratamentos. Sendo assim, 

um ensaio com a SDH permite discutir as principais direções para explorar suas funções 

em animais e humanos (RUSTIN, 2002; HUANG; MILLAR, 2013) pensando no controle 

mitocondrial como alvo terapêutico. 

 Em estudos sobre a estrutura tridimensional da succinato desidrogenase humana 

e de ave, o sequenciamento primário das bases mostrou uma homologia de 91,8% entre 

elas (Figura 7).  

 

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

 

Estrutura laranja: SDH humana e Estrutura verde: SDH de ave. 

Fonte: Imagem obtida do software Molegro. 

  

A ação de inibidores seletivos ou competitivos pode direcionar para a 

identificação de diferentes mecanismos envolvidos na inibição da succinato 

desidrogenase ou na reversão da inibição desencadeada pelo ácido malônico, logo nas 

diferentes formas de indução de morte celular.  

 Desta forma, a aplicação da inibição enzimática pode fornecer informações 

sobre: a) o mecanismo pelo qual a enzima promove a atividade catalítica; b) possíveis 

mecanismos de regulação de atividades metabólicas in vitro e in vivo e c) permite a 

síntese de inibidores específicos para serem utilizadas como agentes terapêuticos 

bloqueando vias metabólicas chaves envolvidas em condições clínicas. 

 

2.6 Farmacocinética de compostos fenólicos e nutrição epigenética 

Entende-se por epigenética a mudança na expressão gênica sem que ocorra 

alterações estruturais na sequência de DNA. A hipermetilação da citosina ou a 

modificação (acetilação) da estrutura das histonas, importantes na compactação da 

http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
http://www.nature.com/ng/journal/v30/n4/full/ng0402-352.html
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cromatina, são alterações relevantes para o silenciamento e modulação de genes e para 

tanto as moléculas vegetais devem apresentar propriedades apolares que permitam que 

elas atravessem as membranas celular e nuclear. Estudos no âmbito da nutrição 

epigenética mostram que os fenólicos apresentam atividades que beneficiam a 

alimentação saudável classificando-os como nutracêuticos ou ingredientes de alimentos 

funcionais (BUSCH et al., 2015; CALEJA et al., 2016).   

 A modulação epigenética pode ocorrer por ativação ou inibição de enzimas 

celulares, pelo fornecimento de doadores e aceptores bioquímicos ou ainda por cofatores 

para enzimas celulares bioquímicos. A modulação e a interação entre mecanismos 

epigenéticos dependem de uma interação complexa entre modificações histonais pós-

traducionais e metilação do DNA. A atividade epigenética em geral é influenciada por 

vários fatores exógenos e endógenos tais como medicação, toxinas, estresse, estilo de 

vida, etnia, doenças, meio ambiente, fatores genéticos, idade, gênero, atividade física e 

nutrição (BUSCH et al., 2015). 

A farmacocinética é o percurso que os compostos fazem no organismo humano 

desde a absorção, distribuição, metabolismo até sua excreção (MORAIS, 1984).  Há 

levantamentos que descrevem que, uma vez ingeridos, os flavonoides são 

biotransformados e seus metabólitos são transportados para a veia porta a fim de continuar 

o metabolismo. Os metabólitos do fígado (metilados, sulfatados ou glicuronatados) 

podem ser transportados para células e tecidos alvo, excretados para a bile e submetidos 

à recirculação enterro-hepática ou eliminados via urina e / ou fezes. As agliconas ou 

metabólitos flavonoides (ácidos fenólicos) que atingem o cólon podem sofrer degradação 

microbiana e reabsorção (THILAKARATHNA; RUPASINGHE, 2013). 

A maioria dos polifenois que circulam no sangue são glicuronidados e/ou 

sulfatados, ou seja, não se encontram agliconas livres no plasma (LEWANDOWSKA et 

al., 2016). 

 A forte relação entre uma dieta rica em compostos fenólicos e a reversão de 

alterações epigenéticas que atuam modulando vias de carcinogênese (iniciação, promoção 

e progressão) sugere o potencial destas moléculas para a prevenção do câncer e de outras 

doenças (PAN et al., 2015).  

A dificuldade está na baixa biodisponibilidade destes fenólicos no organismo, 

característica importante na sua bioatividade in vivo 

(THILAKARATHNA; RUPASINGHE, 2013). Desta forma, estudos extensivos destes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thilakarathna%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23989753
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rupasinghe%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23989753
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compostos fenólicos podem trazer informações sobre as ações benéficas que eles 

desempenham na saúde humana através da dieta ou incorporados na forma de fármacos.  

 Por meio do melhor entendimento do contexto dos envenenamentos ofídicos é 

possível prospectar aplicações clínico/farmacológicas relacionadas à ação de diferentes 

classes de enzimas sobre moléculas de DNA, assim como de inibidores destas, visto que 

apoptose celular, cânceres, doenças neurodegenerativas, dentre outras disfunções do 

organismo humano estão direta ou indiretamente relacionadas a danos no material 

genético de diferentes tipos celulares. 
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ANEXO 

Parecer do Comitê de Ética para Pesquisa com Seres Humanos 

Sr. (a) Pesquisador (a), 

O projeto Avaliação do potencial antigenotóxico e anticitotóxico de compostos fenólicos 

utilizando peçonhas de serpentes como ferramentas indutoras de danos com número 

CAAE 56618616.9.0000.5148, tem data de início prevista para 05/09/2016. Esta 

mensagem é meramente informativa e baseada na data da primeira etapa descrita no 

cronograma aprovado. Por favor, ignore-a se não fizer sentido para a corrente situação do 

projeto de pesquisa. 

Atenciosamente, 

Plataforma Brasil 

www.saude.gov.br/plataformabrasil 

plataformabrasil@saude.gov.br 
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RESUMO 

Os ácidos fenólicos constituem metabólitos secundários produzidos por plantas com propriedades 

importantes para a saúde humana, devido às características antioxidantes e pró-oxidantes que podem ser 

moduladas para proteger células saudáveis ou causar danos ao DNA de células tumorais. No presente estudo 

o ácido cafeico (CA) e ácido siríngico (SA) foram avaliados quanto ao seu potencial anti-genotóxico, frente 

à fragmentação de moléculas de DNA induzida pelas peçonhas de Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis 

muta muta. Nos testes de eletroforese em gel de agarose e cometa o CA protegeu as moléculas de DNA de 

leucócitos fragmentações espontâneas resultantes da manipulação do material genético durante os testes, 

mas não conseguiu inibir a ação genotóxica induzida pelas peçonhas de B. atrox e L. muta muta. Contudo, 

o SA, no ensaio de eletroforese em gel de agarose protegeu parcialmente a degradação induzida pelas 

peçonhas de B. atrox e L. muta muta. Provavelmente, estes fenólicos se ligam aos grupos fosfato do DNA 

reduzindo o acesso das toxinas de peçonhas e consequentemente impedindo a ação genotóxica. Todavia, no 

teste cometa, o SA potencializou a fragmentação induzida por B. atrox nas proporções menores (1:0,05 e 

1:0,1) e exerceu ação antigenotóxica na proporção maior (1:0,25). A ação inibitória do SA foi significativa 

sobre a fragmentação induzida por peçonha de L. muta muta, em todas as proporções avaliadas. Os diversos 

efeitos observados relacionam-se as diferentes estruturas dos compostos fenólicos assim como às diversas 

composições proteômicas das peçonhas avaliadas, sendo metaloproteases e PLA2s presentes em maior 

proporção na peçonha de B. atrox e para a peçonha de L. muta muta as proteínas encontradas em maior 

abundância são metaloproteases e serinoproteases. Por fim, análises computacionais evidenciaram que a 

succinato desidrogenase hepática de frango é altamente homóloga à enzima humana e que há presença de 

energias favoráveis à ligação dos compostos tanto ao ácido malônico (inibidor) quanto à enzima. Os ensaios 

de atividade da enzima mitocondrial demonstraram que o SA inibiu, significativamente, a succinato 

desidrogenase e o CA potencializou a inibição do ácido malônico sobre a atividade da mesma. Conclui-se 

que o equilíbrio entre a proteção do DNA contra os danos oxidativos e efeitos pró-oxidativos foi dependente 

da concentração dos ácidos fenólicos, e das toxinas indutoras dos danos. Os resultados da SDS-PAGE 

sugerem interações fracas entre toxinas presentes nas peçonhas e os ácidos fenólicos, pois não houve 

alteração no perfil de migração das proteínas, embora os resultados obtidos nos demais ensaios sugiram a 

presença de interações entre fenólicos e moléculas proteicas. Por isso, mais estudos devem ser realizados 

com o objetivo de entender a ligação destes fenólicos com o DNA, com a succinato desidrogenase e enzimas 

presentes nas peçonhas, a fim de explorar melhor os potenciais, nutricional epigenético, antigenotóxico, 

pró-oxidativo e mitocondriotrópico destes fenólicos para prevenção e tratamento de doenças. 

Palavras-chave: Compostos fenólicos; Peçonha de serpente; Inibidor enzimático; Succinato desidrogenase; 

Genotoxicidade; Teste do Cometa 
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ABSTRACT 

Phenolic acids are secondary metabolites produced by plants with properties important for human health 

due to antioxidant and pro-oxidant characteristics that can be modulated to protect healthy cells or cause 

damage to the DNA of tumor cells. (CA) and syringic acid (SA) were evaluated for their anti-genotoxic 

potential, against the fragmentation of DNA molecules induced by the venoms of Bothrops atrox, B. 

jararacussu and Lachesis muta muta. Assay of electrophoresis in agarose gel and comet CA protected as 

leukocyte DNA molecules from spontaneous fragmentation resulting from the manipulation made the 

genetic material from during the testis, but failed to inhibit the genotoxic action induced by the venoms of 

B. atrox and L. muta muta. However, the SA, not agarose gel electrophoresis assay protected by a 

degradation induced by B. atrox and L. muta muta. Probably, these phenolics bind to the phosphate groups 

of the DNA reducing the access to the toxins of venoms and consequently preventing the genotoxic action. 

(1: 0.00 and 1: 0.1) and exerted antigenotoxic action in the highest ratio (1: 0.25). The inhibitory action of 

SA was significant on the fragmentation induced by L. muta muta venom, in all proportions evaluated. The 

different effects observed are related to the different structures of the phenolic compounds as well as to the 

various proteomic compositions of the evaluated venoms, being metalloproteases and PLA2s present in a 

higher proportion in the B. atrox venom and for the L. muta muta venom the proteins found in higher 

abundance are metalloproteases and serine proteases. Finally, computational analysis showed that hepatic 

chicken succinate dehydrogenase is highly homologous to the human enzyme and that there is presence of 

energies favorable to the binding of the compounds to both the malonic acid (inhibitor) and the enzyme. 

The mitochondrial enzyme activity assays demonstrated that SA significantly inhibited succinate 

dehydrogenase and the CA potentiated the inhibition of malonic acid on its activity. It was concluded that 

the balance between DNA protection against oxidative damage and pro-oxidative effects was dependent on 

the concentration of the phenolic acids and the toxins inducing the damage. The results of the SDS-PAGE 

suggest weak interactions between the toxins present in the venoms and the phenolic acids, since there was 

no change in the protein migration profile, although the results obtained in the other experiments suggest 

the presence of interactions between phenolics and protein molecules. Therefore, further studies should be 

carried out to understand the linkage of these phenolics with DNA, succinate dehydrogenase and enzymes 

present in venoms, in order to better explore the nutritional, epigenetic, antigenotoxic, pro-oxidative and 

mitochondriotropic potentials of these phenolics for prevention and treatment of diseases. 

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

Genotoxicity; Comet assay. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os compostos fenólicos estão presentes nos alimentos de origem vegetal, como folhas, cereais, 

leguminosas, cacau, frutas em geral, bebidas como chás, café e vinho tinto, além de plantas medicinais 

(RAMAWAT; MÉRILLON, 2013). Eles apresentam propriedades antioxidantes e pró-oxidantes na 

presença de íons ferro e cobre o que corrobora com o trabalho de no qual mostra que o cobre é um íon 

metálico importante presente na cromatina e intimamente associado às bases nitrogenadas que compõem 

moléculas de DNA, particularmente guanina (BHAT; AZMI; HADI, 2007). 

O ácido cafeico (ácido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico) é um ácido hidroxicinâmico 

derivado do ácido p-cumárico e o ácido siríngico (ácido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico) é um ácido 

hidroxibenzoico formado naturalmente em plantas a partir da via do chiquimato ou fenilalanina/ 

hidroxicinamato. Por apresentarem propriedades antibacteriana, anti-inflamatória e anti-tumoral, são 

relevantes os estudos que promovam ampla caracterização destes metabólitos secundários visando sua 

aplicação em áreas como médica e cosmética (RAMAWAT; MÉRILLON, 2013).   

Há estudos que apontam a interação destes ácidos fenólicos com DNA, durante a extração de DNA 

vegetal. Pesquisadores observaram o aumento da viscosidade e formação de aglomerados insolúveis, 

impossibilitando a migração das moléculas de DNA em gel de agarose durante eletroforese. Foi sugerido 

que o ácido cafeico se liga às bases de DNA por ligação de hidrogênio e interações de Van der Waals 

(SARWAR et al., 2017). O ácido siríngico conhecido como inibidor da atividade proteosoma, liga-se ao 

sdDNA (double - stranded DNA) (CHEEMANAPALLI et al, 2016). 

Contudo, um estudo relata que a moreloflavona, extraída de Garcinia brasiliensis, e seus derivados 

semi-sintéticos mostraram-se como potentes inibidores de cisteíno e serinoproteases (VANESSA et al. 

2015). Desta forma, pode-se também relacionar os compostos fenólicos usados neste trabalho a possíveis 

interações com moléculas presentes nas peçonhas das serpentes, como mecanismo parcialmente responsável 

pelos resultados observados.  

As peçonhas de serpentes apresentam uma diversidade de enzimas como proteases que podem clivar 

enzimas envolvidas na síntese de DNA e na cromatina e fosfolipases que quebram glicerofosfolipídeos.  

Estas moléculas são  ferramentas indutoras de danos usadas a fim de complementar a caracterização das 

atividades dos fenólicos trazendo mais informações para possibilitar a aplicação com eficácia e segurança 

(ARUN et al., 2014; DHANANJAYA et al., 2009; MARCUSSI et al., 2012; MARCUSSI et al., 2013) 

Hipóteses relevantes sobre a atividade genotóxica e citotóxica de toxinas de serpentes mostram que 

as LAAOs desencadeiam a produção de radicais livres e causam apoptose ao degradar a cromatina, 

fragmentar o DNA e ativar a via das caspases (NAUMANN et al., 2011).  As PLA2s geram lipídeos bioativos 

que além de reduzir o pH por causa da liberação de ácidos graxos são também mediadores da inflamação, 

http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Kishan+Gopal+Ramawat%22
http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Jean-Michel+M%C3%A9rillon%22
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logo, causam estresse oxidativo ou desestabilizam a membrana plasmática prejudicando as trocas iônicas, 

íons estes que podem ser cofatores para várias reações enzimáticas interferindo assim em todo o 

metabolismo celular (NAKAD;  SCHUMACHER, 2016).  As metaloproteases são capazes de degradar 

componentes proteicos da membrana basal (GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000) podendo, desta forma, 

alcançar o DNA ou ainda o deixá-lo exposto a agentes genotóxicos. Nas peçonhas de serpentes também já 

foram encontradas DNAse II que hidrolisam o DNA (NASCIMENTO; COLLARES-BUZATO; HYSLOP, 

2008) e nucleotidases ricas em 5’-nucleotidases que liberam purinas e pirimidinas de nucleotídeos, 

danificando estruturalmente o DNA (DHANANJAYA; GOWDA; D'SOUZA, 2010). A hialuronidase 

hidrolisa o ácido hialurônico, alterando o trânsito de líquido, íons e moléculas nos tecidos, podendo levar a 

danos no material genético das células. Em adição, facilitam o acesso de outras toxinas às células 

potencializando sua distribuição e efeitos (LENNON; SINGLETON, 2011). 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos dos ácidos cafeico e siríngico sobre 

DNA extraído de leucócitos humanos recém coletados e de forma complementar a estes ensaios 

genotóxicos,  a succinato desidrogenase que atua no complexo II da cadeia mitocondrial transportadora de 

elétrons e no ciclo de Krebs; O ácido malônico também chamado de ácido propanodioico é um inibidor 

reversível competitivo da succinato desidrogenase (DERVARTANIAN; VEEGER, 1964) em vista disso, 

foi avaliado o potencial dos compostos fenólicos em inibir a SDH e em reverter a inibição induzida pelo 

ácido malônico para avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 Os experimentos conduzidos estão de acordo com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa 

Humana (COEP) da Universidade Federal de Lavras, Brasil e aprovado por este comitê (Nº CAAE 

56618616.9.0000.5148). 

O sangue usado foi obtido de voluntários do sexo masculino e feminino, entre 20 e 35 anos, 

saudáveis, que não fizeram uso de drogas, álcool ou medicamentos nos dias que antecederam os 

experimentos.  

As peçonhas brutas e liofilizadas de Lachesis muta muta, Bothrops atrox, B. jararacussu foram 

obtidas comercialmente no serpentário Bioagents (Batatais, São Paulo). Os ácidos fenólicos cafeico e 

siríngico foram adquiridos da Sigma Aldrich TM. As peçonhas de serpente e ácidos fenólicos foram 

dissolvidos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) para uso e armazenados ao abrigo da luz e sob 

refrigeração (- 12° C). Os outros reagentes utilizados foram de qualidade analítica e pertenciam às marcas 

Merck, Synth e Uniscience. 

http://frontiersin.org/people/u/74803
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A extração da enzima hepática de frango, succinato desidrogenase, ocorreu por dissolução em 

solução de sacarose e tampão fosfato, sendo armazenada em freezer à - 20° C.  

 

2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

 

Amostras de peçonha da espécie Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta na 

concentração de 80µg/µL foram previamente incubadas com 20µg e 40µg de ácidos cafeico e siríngico 

(1:0,5 e 1:25; m/m), por 30 minutos a 37º C, assim como controles contendo peçonhas ou fenólicos 

isoladamente foram submetidas ao mesmo tempo e temperatura. Em seguida, os incubados foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de agentes desnaturantes, conforme 

metodologia descrita por Laemmli (1970). A corrida foi realizada por aproximadamente 3 horas, 

programada a 110V e 300mA.  

No tampão de amostra foram utilizados agentes quelantes (EDTA), redutor (2-mercaptoetanol), 

detergente aniônico (SDS-dodecil sulfato de sódio), sacarose para conferir maior densidade à mistura de 

moléculas e azul de bromofenol possibilitando a visualização do término da corrida. O gel de 

empacotamento foi elaborado a 6% de poliacrilamida e o gel de separação a 12% em poliacrilamida. As 

amostras também foram aquecidas em banho de ebulição, por 5 minutos. O tampão de corrida foi constituído 

por Tris 1,5%, glicina 9,4% e solução de SDS a 10%. Ao término da corrida o gel foi corado com uma 

solução de Coomassie brilliant blue G 250/ metanol/ ácido acético e descorado com ácido acético a 10%. 

 

2.2 Eletroforese em gel de agarose para análise da fragmentação de DNA humano 

A extração de DNA de sangue humano foi realizada conforme descrita por LAHIRI e 

NUMBERGER (1991). A qualidade do DNA foi verificada pelo equipamento Nanodrop e por eletroforese. 

O DNA foi pré-incubado com ácido cafeico ou siríngico (3, 7,5 e 15 µg diluídos em PBS) por 10 minutos e 

depois foi incubado com soluções de peçonha de B. atrox, B. jararacussu and Lachesis muta muta (30μg 

µL-1) por mais 30 minutos. Os incubados apresentaram as concentrações de 1:0,1, 1:0,25 e 1:0,5 (m/m; 

peçonha: fenólico). As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose para análise da 

fragmentação do DNA e coradas com Gel Red. Controles contendo apenas DNA e DNA acrescido apenas 

dos fenólicos, também foram avaliados.  
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2.3 Teste do Cometa 

 

 O teste cometa foi utilizado para a detecção de dano no DNA em células individualizadas de 

leucócitos de sangue periférico humano.  Os tratamentos correspondem à peçonha de L. muta muta (50µg) 

com ácido cafeico e siríngico em diferentes proporções (1: 0,01, 1:0,05, 1:0,1 e 1:0,25) e peçonha de B. 

atrox (50 µg) com ácido siríngico em diferentes proporções (1:0,05, 1:0,1 e 1:0,25). Os incubados continham 

300 µL de sangue, 200 µL de PBS e 100 µL de citrato de sódio, para cada tratamento, seguindo com 

incubações por 4 h à 37°C. Desta solução foi retirada uma alíquota de 45 µL e adicionada a 300 µL de 

agarose LPM (low melting point). Desta mistura, foram pipetados em triplicata 100 µL em cada lâmina e 

estas foram tratadas seguindo o protocolo do ensaio cometa conforme descrito por Nandhakumar et al. 

(2011). Após a eletroforese programada a 25V, 300mA por 35 min, os nucleoides, precipitados com etanol, 

foram visualizados por coloração com iodeto de propídeo, classificados e fotografados utilizando um 

microscópio de epifluorescência. A análise dos danos foi realizada por escore visual conforme classes 

previamente descritas por Collins et al. (1997) com adaptações nas classes 3, danos entre 40-85% e 4, danos 

> 85%.  

 

2.4 Inibição da Succinato desidrogenase 

 

 A extração da enzima hepática de frango seguiu o protocolo descrito por Tanaka; Ishibashi; 

Toyomizu (1995) com adaptações. A enzima teve uma diluição 1:20 em solução de sacarose 0,25M em 

tampão fosfato 0,05M pH 7,4. As soluções para a reação foram preparadas com água, tampão fosfato 0,1 

mol.L-1 , succinato de sódio 0,1 mol.L-1, KCN 0,05 mol.L-1 e DCPI 0,0004 mol.L-1, sendo uma delas 

acrescida de um inibidor conhecido, da succinato desidrogenase, o ácido malônico 0,1 mol.L- 1. A reação 

foi interrompida com ácido malônico 0,3 mol.L- 1 em banho de gelo. 

 O succinato é reduzido à fumarato e FADH2. O FADH2 doa um par de elétrons para o DCPI 

formando FAD e DCPI-H2, por isso, os cálculos para a atividade enzimática foram realizados segundo 

Lambert-beer (A = Ɛ. b. c), no qual o Ɛ (coeficiente de absortividade molar), correspondente à absortividade 

do DCPI no comprimento de onda de 600nm, foi 21500 µmol.L-1.cm-1   (BARDAWEEL et al, 2011), b é o 

caminho óptico e  a concentração (c) é a própria atividade da enzima em U. mL-1 e a porcentagem de inibição 

(I %) é a diferença desta atividade. 

Todas as reações foram feitas em triplicata. Para padronização do teste, foram feitos vários ensaios 

(não mostrados) a fim de validar a melhor concentração do inibidor (ácido malônico), do substrato e da 

enzima.  Além disso foi avaliado o efeito dos ácidos fenólicos sobre a atividade da enzima na presença ou 
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ausência do inibidor competitivo bem como o efeito inibidor de compostos fenólicos sobre o possível 

envenenamento mitocondrial induzido por peçonhas de serpentes.  

 

2.4.2 Simulações de ancoramento molecular e estudo mecânico quântico  

 

Com a finalidade de se obter a conformação inicial dos ácidos cafeico e siríngico, necessários  para 

os estudos de ancoramento molecular, suas estruturas tridimensionais foram construídas no programa 

HyperChem Release 7.03 (Hyperchem, 2002). A geometria foi otimizada e as cargas parciais atômicas 

calculadas através do método semi-empírico AM1 (DEWAR et al., 1985).  

As coordenadas da estrutura cristalográfica da enzima succinato desidrogenase aviária 

complexada com malonato foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) 

(http://www.rcsb.org/pdb)  cujo código é o 2H89, e a resolução do cristal desta proteína é de 2.4 Å. 

O programa utilizado para o cálculo das energias do ancoramento molecular foi o Molegro Virtual 

Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, MOLDOCK, 2006), sendo que este permite determinar a 

conformação mais provável de interação do ligante com uma macromolécula. As estruturas tridimensionais 

dos compostos previamente minimizadas foram transferidas para o programa MVD e cada inibidor foi 

ancorado ao sítio ativo da enzima succinato desidrogenase utilizando como referência o malonato, por 

possuir uma estrutura química muito similar à dos compostos estudados.  

No intuído de estudar as energias de interações entre o malonato e os dois ácidos fenólicos, 

cálculos de orbitais moleculares (HOMO - (highest occupied molecular orbital e LUMO - lowest 

unoccupied molecular orbital) no nível Hartree–Fock com a função de base 6-31G, foram realizados. É 

importante salientar que estas propriedades medem o caráter doador/aceptor dos elétrons em um composto 

fornecendo o índice de reatividade química, ou seja: quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade 

elétron-doadora e, quanto menor a energia do LUMO menor será a resistência para aceitar elétrons. Além 

disso, uma pequena diferença de energia entre HOMO e LUMO implica em uma alta reatividade, e enquanto 

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

 

Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos a uma análise de variância unidirecional (ANOVA), e as médias de 

todos os parâmetros analisados foram comparadas utilizando o teste de Scott Knott a um nível de 5% de 

probabilidade. A análise estatística foi realizada utilizando o programa estatístico "R" (R Development Core 

Team, 2011). 

http://www.rcsb.org/pdb
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3 Resultados 

3.1 SDS-PAGE 

Ao comparar o perfil eletroforético do controle (amostra 1) das Figuras 1A, 1B e 1C com as demais 

amostras conclui-se que não houve alteração no perfil de migração, logo, nas condições avaliadas não houve 

quebras nas estruturas das enzimas, correspondentes às principais classes de toxinas presentes nas peçonhas 

(Proteases e fosfolipases A2), nem ligações covalentes, sugerindo a presença de interações fracas (interações 

de hidrogênio e hidrofóbicas) entre as enzimas e os compostos fenólicos. Esse resultado corrobora a ação 

inibidora dos ácidos fenólicos sobre a atividade genotóxica induzida por estas classes de toxinas.  
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Figura 1. Perfil Eletroforético (SDS-PAGE) de peçonhas previamente incubadas com os ácidos cafeico e siríngico. 

(A) amostras: 1- Bothrops atrox (100µg), 2- B. atrox + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. atrox + ácido cafeico (1:0,5; 

m/m), 4- B. atrox + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- B. atrox + ácido siríngico (1:0,5; m/m). (B) amostras: 1- Bothrops 

jararacussu (100µg), 2- B. jararacussu + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. jararacussu + ácido cafeico (1:0,5; m/m), 

4- B. jararacussu + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- B. jararacussu + ácido siríngico (1:0,5; m/m). (C) amostras: 1- 

Lachesis muta muta (100µg), 2- L. muta muta + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- L. muta muta + ácido cafeico (1:0,5; 

m/m), 4- L. muta muta + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- L. muta muta + ácido siríngico (1:0,5; m/m).   

 

3.2 Eletroforese em gel de agarose para análise da fragmentação de DNA humano 

 

O ácido cafeico (Figura 2, Poços 2-7) protegeu o DNA de leucócitos de forma mais eficiente que o 

ácido siríngico (Figura 3, Poço 3) quando pré-incubados isoladamente com o material genético. Sugere-se 

que haja proteção contra a fragmentação espontânea que ocorre pela exposição das moléculas de DNA à 

alterações de temperatura, radiação, choques mecânicos e outros agentes físicos durante a realização do 

teste. 

O ácido cafeico quando pré-incubado com DNA não foi capaz de inibir a degradação deste, induzida 

pelas peçonhas de B. atrox e B. jararacussu. O ácido cafeico nas proporções 1: 0,1, 1: 0,25 e 1: 0,50 

(peçonha: composto fenólico; m:m) inibiu parcialmente a fragmentação, induzida pela peçonha de L. muta 

muta. Isto pode ser observado nas bandas que correspondem a fragmentos de alto peso molecular (Número 

14-19) assim como pelas moléculas de DNA integras que permaneceram retidas na parte superior do gel 

(Figura 2).  
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Figura 2. Perfil eletroforético para visualização dos efeitos de peçonhas ofídicas e ácido cafeico sobre a estrutura de 

moléculas de DNA. 1- DNA; 2-7- DNA e ácido cafeico; 8-13- diferentes concentrações de ácido cafeico pré-incubado 

com DNA, em seguida foi adicionado peçonha de B. atrox (30µg); 14-19- diferentes concentrações de ácido cafeico 

pré-incubado com DNA, em seguida foi adicionada peçonha de L. muta muta (30µg); 20- DNA; 21-22- DNA + B. 

atrox; 23-24- DNA + L. muta muta; 25-Marcador: marcador de peso molecular em pares de bases. Todos os 

tratamentos foram realizados em duplicata. CA: Caffeic acid. 

 

Na incubação prévia de 10 µL de DNA (303,5ng/µL) com o ácido siríngico a 37°C por 10 minutos 

e posterior adição de peçonha de Bothrops atrox, seguindo com incubação por mais 30 minutos à 37 °C, as 

menores proporções 1: 0,1 e 1: 0,25 (peçonha: composto fenólico; m:m) houve inibição da degradação de 

moléculas de DNA induzida por peçonha de B. atrox (Poços 4-7) (Figura 3).  Sugere-se que o ácido siríngico 

interagiu com o DNA protegendo-o contra o ataque exercido por toxinas da peçonha de B. atrox, então, uma 

nutrição epigenética que contenha ácido siríngico poderia atuar na proteção do DNA contra danos oxidativos 

induzidos por enzimas ou mesmo por outros agentes químicos ou físicos.  Na presença de L. muta muta o 

ácido siríngico não inibiu a degradação do DNA em nenhuma das doses e em nenhum das proporções, nas 

condições avaliadas (resultado não mostrado). 
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Figura 3. Perfil eletroforético para visualização dos efeitos de peçonhas ofídicas e ácido siríngico (SA) sobre a 

estrutura de moléculas de DNA.  1- DNA; 2- B. atrox (30µg) + DNA; 3- DNA + ácido siríngico; 4-9- diferentes 

concentrações de ácido siríngico pré-incubado com DNA, em seguida foi adicionada peçonha de B. atrox; 10- 

Marcador: marcador de peso molecular em pares de bases. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata. 

 

A peçonha de B. jararacussu não induziu fragmentação do DNA nas condições avaliadas, sendo 

seu uso descontinuado para este teste. 

 

3.3 Teste do Cometa 

 

A análise das classes de cometas mostrou que não houve danos ao DNA dos leucócitos quando 

incubados com 5 µg de ácido cafeico, assim como no controle negativo (PBS). Ainda para o ácido cafeico, 

houve redução de 9 vezes, na fragmentação induzida pela peçonha de L. muta muta, nas menores proporções 

(1:0,01 e 1:0,05 peçonha: composto fenólico; m:m) avaliadas e de 6 vezes na proporção 1:0,1 para cometas 

de classe 4, quando comparado ao controle contendo apenas peçonha. Entretanto, na maior proporção 

(1:0,25 peçonha: composto fenólico; m:m) o ácido cafeico não foi capaz de inibir os danos de nível 4 e 

aumentou em 1,7 vezes os danos de nível 3, quando comparado com os danos induzidos pela peçonha de L. 

muta muta (Tabela 1).  
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Com base nos valores de unidades arbitrárias, concluiu-se que nas proporções analisadas o ácido 

cafeico não induziu danos ao DNA e nem foi capaz de inibir os danos causados pela peçonha de L. muta 

muta (Figura 4). 

Tabela 1. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido cafeico, 

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

ácido cafeico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina, 

e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2 Controle negativo: PBS.  

 

 

Tratamentos 

 

Nucleoides em cada Classes de Cometa (%)1 

 

0 1 2 3 
4 

(>85%) (< 5%) (5-20%) (20-40%) (40-85%) 

C (-) 53 43,33 3,67 0 0 

Ácido Cafeico (5 µg mL-1) 57,67 32,33 10 0 0 

L.muta muta (50 µg mL-1) 0 52,67 31 10,33 6 

L.muta muta + 

ácido cafeico 

(m/m) 

(1: 0,01) 0 51,67 46 1,67 0,67 

(1: 0,05) 0 35,67 59,33 4,33 0,67 

(1: 0,1) 9,33 38 50 1,67 1 

(1: 0,25) 0 4,33 52,67 35,66 7,33 
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Figura 4. Teste do cometa para avaliação dos potenciais genotóxico e/ou antigenotóxico do ácido cafeico sobre 

nucleoides obtidos de leucócitos de sangue periférico humano. A peçonha de Lachesis muta muta foi utilizada como 

controle indutor de fragmentação nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrárias calculadas 

conforme descrito por Collins et al. (2004): (1 x número de nucleoides em classe 1) + (2 x número de nucleoides em 

classe 2) + (3 x número de nucleoides em classe 3) + (4 x número de nucleoides em classe 4).  a = difere estatisticamente 

do controle negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo. 

 

Na análise da frequência de danos o ácido siríngico, quando incubado isoladamente com o DNA, 

induziu danos de nível 4 aos nucleoides. O ácido siríngico inibiu os danos causados pela peçonha de L. muta 

muta, embora tenha potencializado o efeito genotóxico induzido pela peçonha de B. atrox. Para os danos 

induzidos pela peçonha de B. atrox o maior número de nucleoides classificados como 3 e 4 foram obtidos 

na presença das menores doses do composto fenólico, sendo o aumento de danos inversamente proporcional 

à dose avaliada (Tabela 2).  

Diferentemente, o ácido siríngico foi eficaz em inibir a genotoxicidade induzida pela peçonha de L. 

muta muta reduzindo os nucleoides classificados como 4, quando comparados com o controle contendo 

apenas a peçonha, sendo o aumento de danos proporcional à dose avaliada (Tabela 3). 

As unidades arbitrárias comprovam a inibição da genotoxicidade, induzida pela peçonha de L. muta 

muta, exercida pelo ácido siríngico, sendo observadas inibições estatisticamente significativas para as 

proporções 1:0,05, 1:0,1 e 1: 0,25 (peçonha: composto fenólico; m:m). As reduções nos valores de unidades 

arbitrárias foram tão expressivas que os valores observados para os tratamentos foram estatisticamente 

iguais aos obtidos para o controle negativo (Figura 5B).  Contudo, para os tratamentos de ácido siríngico 
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junto a peçonha e B. atrox, foram observados aumentos significativos da genotoxicidade nas proporções 

1:0,05 e 1:0,1 (peçonha: composto fenólico; m:m), e diminuição estatisticamente significativa ( p<0,05) de 

1,4 vezes na proporção 1:0,25 comparando-se os valores de unidades arbitrárias dos tratamentos com o valor 

obtido para o controle contendo apenas peçonha de B. atrox (Figura 5A). 

 

Tabela 2. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido 

siríngico, com a peçonha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo peçonha de Bothrops atrox mais 

ácido siríngico. 

Tratamentos 

 

 

Nucleoides em cada classe de Cometa (%)1 

 

0 

(< 5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 
4 (>85%) 

C (-)2 0 78,33 0 0 0 

Ácido Siríngico (5 µg mL-1) 16,73 45,45 0 0,22 5,42 

Ácido Siríngico (12,5 µg mL-1) 32 64,33 0 0,33 3,33 

B. atrox (50 µg mL-1) 0 43 35,67 17 4,33 

B. atrox + Ácido 

Siríngico (m/m) 

(1: 0.05) 13 43,33 5,67 6,33 31,67 

(1: 0.1) 8,67 37,67 7,67 18 28 

(1: 0.25) 26,67 51 3,33 2,33 16,67 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina. 

e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2 Controle negativo: PBS.  
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Tabela 3. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido 

siríngico, com a peçonha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peçonha de Lachesis muta 

muta mais ácido siríngico. 

Tratamentos 

 

 

Nucleoides em cada classe de Cometa (%)1 

 

0 

(< 5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 

4 

(>85%) 

C (-)2 0 78,33 0 0 0 

Ácido Siríngico (5 µg mL-1) 19,33 52,53 0 0,26 6,27 

Ácido Siríngico (12.5 µg mL-1) 32 64,33 0 0,33 3,33 

L. muta muta (50 µg mL-1) 0 47 13,67 11 28,33 

L. muta muta + 

Ácido Siríngico 

(m/m) 

(1: 0.01) 24,2 77,16 28 2 5,21 

(1: 0.05) 29,67 65 0 0 5,33 

(1: 0.1) 22,33 72,33 0 1 4,33 

(1: 0.25) 0 66 0 0 3,67 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada 

lâmina. e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2 Controle negativo: PBS. 
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Figura 5. Teste do cometa para avaliação dos potenciais genotóxico e/ou antigenotóxico do ácido siríngico sobre 

nucleoides obtidos de leucócitos de sangue periférico humano. (A) peçonha de B. atrox foi utilizada como controle 

indutor de fragmentação nas moléculas de DNA. (B) peçonha de Lachesis muta muta foi utilizada como controle 

indutor de fragmentação nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrárias calculadas conforme 

descrito por Collins et al. (2004): (1 x número de nucleoides em classe 1) + (2 x número de nucleoides em classe 2) + 
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(3 x número de nucleoides em classe 3) + (4 x número de nucleoides em classe 4).  a = difere estatisticamente do 

controle negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo.  

 

3.4 Succinato desidrogenase 

 

Figura 6. (A) Inibição da atividade da succinato desidrogenase pelos ácidos cafeico e siríngico isoladamente. C (+): 

atividade avaliada na presença do inibidor ácido malônico. (B) Inibição da atividade da succinato desidrogenase pelos 

ácidos cafeico e siríngico na presença do ácido malônico. C (+): atividade avaliada na presença do inibidor ácido 

malônico. Os ácidos fenólicos foram pré-incubados com a enzima por 30 minutos à 37°C, em seguida foi adicionado 

o substrato + ácido malônico (1:1). Os resultados correspondem às médias de triplicatas de dados obtidos em cada 

proporção. *Potencialização estatisticamente significante da inibição da atividade da enzima. 

  

O ácido siríngico apresentou uma inibição mais expressiva que o ácido cafeico sobre a atividade da 

enzima succinato desidrogenase (Figura 6A). 

Ao analisar a influência do ácido cafeico na atividade da enzima, presença de enzima-substrato-

inibidor, o fenólico exerceu inibições significativamente diferentes do controle (ácido malônico) nas doses 

de 5, 15 e 30 µg, potencializando a inibição do ácido malônico ou somando sua ação à do inibidor. Para o 

ácido siríngico, foram observadas reduções na porcentagem de inibição exercida pelo ácido malônico, 

principalmente nas doses menores (1,5 e 3 µg), embora estas não tenham sido significativamente diferentes 

do controle positivo (Figura 6B).   
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Tabela 4. Atividade da Succinato desidrogenase na presença do inibidor e de diferentes concentrações dos 

ácidos fenólicos 

 

 Amostras 
Atividade da Succinato 

Desidrogenase (U.mL-1) 
 Amostras 

Atividade da Succinato 

Desidrogenase (U.mL-1) 

  
  

  
  

  
  
Á

ci
d

o
 C

af
ei

co
 (

µ
g

) 1.5 0.0009 

  
  

  
  
 Á

ci
d

o
 S

ir
ín

g
ic

o
 (

µ
g

) 1.5 0.0008 

3 0.0009 3 0.0007 

5 0.0008 5 0.0005 

15 0.0006 15 0.0005 

30 0.0006 30 0.0004 

C- 0.0043 C- 0.0035 

C+ 0.0011 C+ 0.0004 

C(-): Enzima e substrato; C(+) Enzima, substrato: ácido malônico (1:1). Tratamentos correspondem à incubação prévia 

dos ácidos fenólicos com a enzima por 30 minutos à 37°C, em seguida foi adicionado o substrato + ácido malônico 

(1:1) e a atividade foi medida por minuto de reação. Os resultados correspondem às médias de triplicatas de dados 

obtidos em cada proporção.  

As peçonhas não induziram inibição da succinato desidrogenase, nas condições avaliadas, sendo 

seu uso descontinuado para este teste. 

 

3.5 Análise computacional  

A melhor conformação de cada ligante foi selecionada de acordo com sua posição no sítio ativo 

da succinato desidrogenase (E.C. 1.3.5.1), sendo que a conformação escolhida para cada um (ácido cafeico 

e ácido siríngico) foi aquela que possuía o maior grau de similaridade espacial com o ácido malônico que 

se encontrava cristalizado na proteína obtida do PDB. Os resultados teóricos obtidos do ancoramento 

molecular foram avaliados e comparados com base nos resultados experimentais descritos anteriormente.  

As conformações escolhidas foram utilizadas para a análise das interações com os resíduos de 

aminoácidos do sítio ativo. Para avaliar melhor os fatores mais relevantes para a potência dos compostos, 

os seguintes parâmetros foram calculados: (a) energia de ligação de hidrogênio entre o ligante e a proteína 

(ELig.H); (b) energia intramolecular do ligante (EIntra); (c) energia intermolecular (Einter); (d) energia de escore. 

Observando a tabela 5, a diferença entre a energia intermolecular dos compostos aumenta seguindo a 

tendência, ácido siríngico< ácido cafeico < ácido malônico, isto é, ácido malônico interage mais fortemente 
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com a succinato desidrogenase que os outros compostos. Este resultado corrobora os dados da tabela 6. 

Analisando as ligações de hidrogênio entre os três compostos e a enzima foi observado: (i) todos os 

compostos interagem com FAD e Gly62; (ii) os ácidos siríngico e malônico interagem com Thr265 e 

Arg297; (iii) somente o ácido siríngico interage com Arg408; (iv) somente o ácido cafeico interage com 

His364. A figura 7 apresenta os compostos no interior do sítio ativo.  

 

Tabela 5. Valores de energia obtidas do ancoramento entre a enzima succinato desidrogenase e os 

inibidores. 

 

Fonte: Molegro Virtual Docker 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos ELig.H(kcal mol-1) EIntra (kcal mol-1) Einter (kcal mol-1) Escore(kcal mol-1) 

Ácido malônico -11,74 3,42 -81,25 -78,59 

Ácido cafeico -2,3 3,85 -31,84 -27,99 

Ácido siríngico -4,76 9,95 -29,75 -19,79 
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Figura 7. Resultado do ancoramento molecular entre a enzima succinato desidrogenase e os ácidos 

fenólicos 

 

 

 

 

Ácido Cafeico (A), ácido malônico (B) e ácido siríngico (C). Os tracejados azuis representam as interações tipo ligação 

de hidrogênio.  

Fonte: Imagens geradas pelo software Molegro Virtual Docker 

As energias dos orbitais sem fronteira HOMO e LUMO foram calculadas no intuído de observar 

qual dos dois fenólicos interage melhor com o ácido malônico (Tabela 6). Calculando-se a diferença de 

energia entre o HOMO do ácido malônico, observa-se um alto valor de energia, demonstrando uma alta 
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capacidade doadora deste orbital. A energia do LUMO também é elevada e revela que o ácido malônico não 

tem grande capacidade de receber elétrons. Desta forma, pode-se concluir que o HOMO do ácido malônico 

será um dos orbitais mais importantes para racionalizar o mecanismo de interação. A partir da Tabela 6, 

pode-se concluir que a diferença de energia HOMO (ácido malônico)-LUMO (demais compostos) não é 

significativa comparada a diferença LUMO (ácido malônico)-HOMO (demais compostos). Assim, estes 

compostos podem interagir fora ou no interior do sítio ativo da enzima. Finalmente, a diferença de energia 

entre o LUMO do ácido siríngico e cafeico é muito pequena, o que corrobora os dados experimentais (Tabela 

6).  

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

 

 

Fonte: Software HyperChem Release 7.03 

 

4. Discussão  

  

 

 Os ácidos cafeico e siríngico foram previamente estudados quanto à genotoxicidade e 

citotoxicidade, sendo sua ação avaliada sobre diferentes linhagens de células normais e cancerosas, 

considerando sua atividade antioxidante ou pró-oxidante (LI et al., 2000).  

 Estes compostos são antioxidantes por abstraírem o elétron da espécie reativa de oxigênio (ERO), 

gerada durante a atividade catalítica de enzimas como a catalase, formando assim, um híbrido com estruturas 

de ressonância estável. O ácido cafeico pode ser mais estável pois o elétron pode envolver-se numa 

ressonância entre o anel benzênico e a ligação dupla dos carbonos adjacentes até converter-se em uma 

molécula menos reativa. Este fenólico mostrou-se capaz de prevenir a ruptura de fitas simples de DNA e a 

citotoxicidade (SESTILI et al., 2002). A ação antioxidante deste composto pode ser um dos mecanismos 

propostos para o efeito protetor exercido pelo ácido cafeico sobre moléculas de DNA (Figura 2). 

Por outro lado, há mecanismos que podem ser aplicados para esclarecer a atividade pró- oxidativa 

do ácido cafeico, ao mobilizar o cobre endógeno (redução do Cu celular para Cu I), possivelmente ligado à 

Composto HOMO LUMO 

Ácido malônico 2,26.1024 3,83.1025 

Ácido cafeico -9,98.1024 1,61.1025 

Ácido siríngico -9,29.1024 1,85.1025 
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cromatina, e a consequente produção de ERO. Tal mecanismo leva à ruptura de DNA internucleosomal (um 

marcador de apoptose). O ácido cafeico é melhor pró-oxidante que o ácido siríngico por possuir um grupo 

catecol (anel diidroxibenzênico), grupo essencial para a clivagem do DNA. Desta forma é uma propriedade 

interessante para ser explorada em estudos que buscam caracterizar compostos anti-tumorais (KAGAWA 

et al, 1994; BHAT; AZMI; HADI, 2007). Assim, a caracterização de diferentes proporções moleculares 

resultam em informações relevantes sobre as doses adequadas de cada fenólico para obtenção de ação anti-

oxidante ou pró-oxidante, considerando os alvos que se pretende atingir com o uso destes compostos.  

No estudo da eletroforese em gel de agarose, o ácido cafeico protegeu as moléculas de DNA de 

leucócitos (Figura 2) o que corrobora os dados de Bhat, Azmi e Hadi (2007) que avaliaram a ação do ácido 

cafeico nas concentrações de 50 e 100 µmol.L-1  e observaram que não houve fragmentação do DNA de 

linfócitos. Contudo, os mesmos autores relataram a presença de fragmentação do DNA nas doses de 200 e 

400 µmol.L-1, sugerindo um mecanismo de redução de íons cobre presentes na cromatina e consequente 

geração de radicais hidroxila e outras espécies reativas de oxigênio in situ (BHAT; AZMI; HADI, 2007).  

Em outro estudo, os ácidos cafeico e siríngico (0,002, 0,004, 0,008, 0,016 e 0,032µg/µL) são 

descritos como protetores da fragmentação de DNA de plasmídeo pBR contra danos induzidos por H2O2 e 

radiação UV. O perfil de migração eletroforética em gel de agarose, revelou uma proteção menos efetiva na 

menor dose avaliada (SEVGI; TEPE; SARIKURKCU, 2015) estes resultados são condizentes com os 

obtidos no presente trabalho (Figura 2 e 3), embora tenham sido avaliadas doses maiores (7,5 µg/µL, 15 

µg/µL) e moléculas de DNA de origem diferente (leucócitos sanguíneos humanos). 

A genotoxicidade das peçonhas de serpente pode ser atribuída a inúmeras enzimas, proteínas e 

peptídeos que a compõem. Pesquisas sobre proteômica permitem a comparação da composição proteica de 

peçonhas de diferentes espécies de serpentes. A peçonha de B. atrox é rica em metaloproteases das classes 

PI e P-III (58-74%) seguida por fosfolipases A2 (6,4-14%), desintegrinas (3,2-9%) e serinoproteases (7-

11%) (KOHLHOFF et al, 2012), a peçonha de B. jararacussu contém fosfolipases A2 (35%), House Keeping 

– requeridos para a manutenção da função celular básica, expressos de todos os tipos celulares de um 

organismo (25%), seguido de metaloproteases (16%) (CORREA-NETTO, et al, 2010, KASHIMA et al, 

2004). A peçonha de L. muta muta (SANZ et al, 2008) é abundante em metaloproteases (31,9%) e 

serinoproteases (31,2%). Essas relevantes diferenças na composição das peçonhas podem explicar 

parcialmente a diferença entre os resultados do cometa, nos ensaios com ácido siríngico, na tentativa de 

inibir os danos induzidos pelas peçonhas de B. atrox e L. muta muta (Figura 5A e 5B).  

 Embora as LAAOs representem uma pequena porcentagem do conteúdo proteico das peçonhas, 

sua ação na geração de espécies reativas também deve ser considerada, atribuindo a elas importante papel 

na indução de danos às moléculas de DNA. Por outro lado é importante salientar que mesmo na ausência 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300908404000203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541473
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de peróxido de hidrogênio a genotoxicidade da LAAO persiste. Em ensaios com diversas peçonhas, dentre 

elas B. jararacussu, foi detectada atividade anti-Leishmania amazonenses atribuída principalmente à ação 

de LAAO (CISCOTTO et al., 2009). Diversas outras investigações científicas atribuem a toxicidade das 

LAAOs à atividade enzimática geradora de ERO (altamente reativa e danosa em sua atuação sobre estruturas 

celulares e moléculas livres), contudo, outros mecanismos têm sido propostos uma vez que estas enzimas 

exercem efeitos biológicos e farmacológicos (incluindo indução de agregação plaquetária, apoptose, 

hemorragia, citotoxicidade, além de atividade antimicrobiana, antifúngica, antitumoral e antiprotozoários) 

que, em muitos estudos, se mostraram apenas parcialmente dependentes da geração de espécies reativas de 

oxigênio (IZIDORO et al., 2014). 

Em adição, a toxina BatxLAAO, isolada de peçonha de B. atrox  e as toxinas BjussuMP-II,  BthTX-

I e BthTX-II isoladas de B. jararacussu demonstraram potencial genotóxico quando analisadas sobre 

linfócitos humanos através dos testes do cometa e micronúcleo (MARCUSSI et al., 2011; 2013). Sendo 

importante ressaltar que após a atuação do sistema dos checkpoints celulares, as células conseguiram 

corrigir parte dos danos induzidos pela BjussuMP-II sobre as moléculas de DNA.  

Em testes cometa com células de hepatoma de ratos, as quais foram tratadas por 24 horas, com o 

ácido cafeico nas doses de 50, 500 e 1500µg, diluído em DMSO 1%, não foi observada ação genotóxica 

(MAISTRO et al. 2011), entretanto em ensaios de pré-tratamento de linfócitos de sangue com este ácido 

fenólico (l,5 e 10 µg / mL) foi observada redução nos comprimentos das caudas dos nucleoides, comparado 

aos nucleoides do controle indutor de danos (exposição por 30 minutos à radiação UVB, 280-320nm), 

havendo ação protetora do ácido cafeico sobre a ação da radiação (PRASAD; JEYANTHIMALA; 

RAMACHANDRAN, 2009). Estes dados corroboram os observados no presente trabalho (Figura 4 e 5) e 

apontam a necessidade de avaliação dos ácidos fenólicos em doses ainda menores. 

Outras propriedades descritas apontam o éster fenetílico do ácido cafeico (CAPE) como principal 

componente ativo presente na própolis, apresentando potencial antibacteriano, antiviral, antifúngico, 

antioxidante, anti-inflamatório e anticarcinogênico. Em adição, CAPE atua como um inibidor da histona 

desacetilase (HDAC), uma classe de fármacos designada como agente epigenético que modula a atividades 

de oncogenes e genes supressores de tumores. Por se tratar de uma molécula que pode inibir HDAC, direta 

ou indiretamente, nos diferentes subtipos de câncer da mama (OMENE et al, 2013), apresenta-se promissora 

no âmbito médico-científico. De acordo com estas observações, sugere-se que este mecanismo possa 

também ser considerado para explicar parcialmente os resultados obtidos no presente trabalho (Figuras 2 e 

3).  

Compostos fenólicos apresentam propriedades mitocondriotrópicas, isto é, atuam na modulação da 

atividade enzimática dos componentes do sistema de fosforilação oxidativa e do ciclo de Krebs, logo, por 
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estar envolvida nestes processos, a succinato desidrogenase foi escolhida para os ensaios por ser a única 

enzima que reduz o FAD no ciclo de Krebs (NEUZIL et al., 2013).   

Desta forma, o envenenamento mitocondrial, resultando em ação citotóxica, pode ser avaliado ao 

inibir a succinato desidrogenase (SDH) hepática de frango. Há uma interação da SDH com malonato através 

dos resíduos: ALA 74B, CYS 73B, SER 72B, ARG 62B, PRO 113B, LEU 11B, PHE 61B, VAL 112B, 

LEU 102B, MET 75B.  Componentes presentes na resina obtida de Gardenia lucida, rica em 

polimetoxiflavonas, e o malonato, ligam-se, na mesma enzima, a resíduos de aminoácidos diferentes, logo, 

estes flavonoides, realizam interação não específica com a SDH (MAURYA et al., 2017). De forma similar, 

as interações dos ácidos cafeico e siríngico com os resíduos de aminoácidos da succinato desidrogenase 

mostram-se transientes e fracas (interações iônicas), considerando as alterações induzidas na atividade da 

enzima na presença e ausência do inibidor (malonato) e as forças de interações obtidas nas análises 

computacionais. 

Ao observar as estruturas dos ácidos fenólicos (Figura 8) o ácido cafeico faz mais interações de 

hidrogênio com a SDH pois apresenta mais grupos hidroxilas. Já o ácido siríngico apresenta grupos metoxi 

que são mais volumosos e deixam a hidroxila mais impedida para fazer a ligação de hidrogênio dados que 

corroboram com a Tabela 5. A Figura 6 mostra que o ácido siríngico inibe de forma mais significativa a 

atividade catalítica da succinato desidrogenase (SDH) em relação ao ácido cafeico. Apesar disso, os 

resultados apontam que a interação do ácido cafeico com a enzima SDH apesar de ser mais forte não é capaz 

de interferir na atividade enzimática de forma significativa. 

Figura 8: Ácido cafeico e Ácido Siríngico 
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5. Conclusão 

 

Neste contexto, os ácidos fenólicos podem ser antioxidantes ao sequestrar elétrons de ROS ou pró-

oxidantes ao formar ROS em moléculas de DNA de leucócitos, dependente das doses utilizadas que 

permeiam diferentes ações como, por exemplo, a interação com o cobre intracelular, presente na cromatina, 

e sua redução para Cu (I) (BHAT; AZMI; HADI, 2007; KAGAWA et al, 1994). Os compostos fenólicos 

avaliados foram capazes de inibir a ação genotóxica induzida por moléculas presente em peçonhas de 

serpentes, principalmente, proteases, fosfolipases A2 e L-aminoácido oxidases. Os fenólicos foram capazes 

de interagir com o a succinato desidrogenase sendo potenciais inibidores do ciclo de Krebs e da cadeia 

transportadora de elétrons, podendo ser explorados como agentes citotóxicos e/ou apoptóticos contra células 

cancerosas. Ainda, os fenólicos alteraram a ação do inibidor ácido malônico, produzido endogenamente em 

grandes quantidades em algumas patologias, podendo sua ação ser modulada com doses e formas de 

administração adequadas dos fenólicos.   

Além disso, as proteínas de peçonhas de serpentes atuaram como ferramentas valiosas na indução 

de genotoxicidade e resultados promissores, da ação inibidora exercida pelos compostos fenólicos, foram 

obtidos. Novos estudos poderão contribuir para o entendimento dos mecanismos de ação dos ácidos 

fenólicos, assim como dos fatores que afetam sua atividade, sabendo de antemão que estes compostos são 

capazes de interagir com enzimas (proteínas), substratos e inibidores, com íons, espécies reativas, e em 

adição com moléculas de DNA (LU; CLEMETSON; CLEMETSON, 2005;  MAURYA et al., 2017). 
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Resumo 23 

Diferentes compostos fenólicos tem sido alvo de prospecções farmacológicas e nutracêuticas. No presente 24 
trabalho, foram avaliadas interações entre os ácidos gálico e vanílico e toxinas presentes em peçonhas de 25 
serpentes, que resultam em ação inibitória de moléculas com potencial genotóxico como, por exemplo, 26 
proteases, fosfolipases A2 e peptídeos com ação sobre canais iônicos. No teste de fragmentação de DNA de 27 
leucócitos de sangue periférico humano, avaliado por eletroforese em gel de agarose, as peçonhas de L. 28 
muta muta e B. atrox mostraram-se genotóxicas, sendo esta atividade parcialmente inibida pelos compostos 29 
fenólicos avaliados, principalmente na proporção de 1:0,5 (peçonha: fenólico; m:m). A peçonha de B. 30 
jararacussu, nas condições avaliadas, não induziu fragmentação de DNA. A ação antigenotóxica dos ácidos 31 
gálico e vanílico foi confirmada pelo teste do cometa realizado em leucócitos humanos, no qual foram 32 
observadas inibições significativas sobre a fragmentação de DNA induzida por peçonha de B. atrox e L. 33 
muta muta após incubações com os fenólicos em proporções que variaram de 0,01 a 0,25 (m: m). A maior 34 
inibição foi obtida para a proporção de 1:0,25 de peçonha de B. atrox previamente incubada com ácido 35 
vanílico, em que o valor de unidades arbitrárias foi reduzido em 73% se igualando ao observado para o 36 
controle negativo.  Os resultados sugerem a presença de interações moleculares fracas entre as toxinas 37 
presentes nas peçonhas de serpentes das espécies Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e Lachesis muta 38 
muta com os ácidos gálico e vanílico, uma vez que não foram observadas alterações no perfil de migração 39 
das toxinas quando avaliadas por SDS-PAGE após incubação com os compostos fenólicos. A reversão da 40 
inibição da succinato desidrogenase pelo malonato na presença dos ácidos fenólicos foi considerada 41 
estatisticamente significante apenas as inibições observadas para o ácido gálico nas doses de 3 e 5µg. 42 
Análises computacionais realizadas com a succinato desidrogenase de fígado de frango, usada nos ensaios 43 
e altamente homóloga à enzima humana, demonstram a presença de energias favoráveis à ligação dos 44 
compostos ao inibidor assim como à enzima. Neste contexto, os compostos fenólicos em baixas doses 45 
podem proteger moléculas de DNA contra a ação de agentes genotóxicos, sendo promissores no tratamento 46 
de doenças, como coadjuvantes farmacológicos ou na nutrição epigenética. Contudo, novos estudos são 47 
necessários para ampliar a caracterização destas moléculas, uma vez que a análise experimental 48 
fundamentada pela computacional revelou não apenas interações dos fenólicos com o ácido malônico, mas 49 
também com a enzima succinato desidrogenase.  50 
 51 

 52 
 53 

Palavras-chave: compostos fenólicos; Fragmentação do DNA; Peçonhas de serpentes; Inibidores 54 

enzimáticos; Modelagem molecular; Atividade das mitocôndrias. 55 

 56 

 57 

 58 

 59 
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ABSTRACT 61 

Different phenolic compounds have been the subject of pharmacological and nutraceutical prospects. In the 62 
present work, interactions between gallic and vanillic acids and toxins present in snake venoms which were 63 
evaluated, result in the inhibitory action of molecules with genotoxic potential, such as proteases, 64 
phospholipases A2 and peptides with action on ion channels. In the DNA fragmentation test of human 65 
peripheral blood leucocytes, evaluated by agarose gel electrophoresis, the venoms of L. muta muta and B. 66 
atrox were genotoxic. This activity was partially inhibited by the phenolic compounds evaluated, mainly in 67 
the ratio of 1: 0.5 (venom: phenolic; w: w). The highest inhibition was obtained for the ratio of 1: 0.25 of 68 
B. atrox venom previously incubated with vanillic acid, in which the value of arbitrary units was reduced 69 
by 73%, equal to that observed for the negative control. The results suggest the presence of weak molecular 70 
interactions between the toxins present in the snakes venoms of Bothrops atrox, Bothrops jararacussu and 71 
Lachesis muta muta with gallic and vanillic acids, since no changes in the migration profile of the toxins 72 
were observed when evaluated by SDS-PAGE after incubation with the phenolic compounds .Inhibitions 73 
were exerted by the phenolics on the action of the malonic acid inhibitor, being considered statistically 74 
significant only the inhibitions observed for gallic acid in doses of 3 and 5 μg. Computational analyzes 75 
performed with chicken liver succinate dehydrogenase, used in the tests and highly homologous to the 76 
human enzyme, demonstrate the presence of energies favorable to the binding of the compounds to the 77 
inhibitor as well as to the enzyme. In this context, low dose phenolic compounds can protect DNA molecules 78 
against the action of genotoxic agents, being promising in the treatment of diseases, as pharmacological 79 
adjuvants or in epigenetic nutrition. However, new studies are needed to extend the characterization of these 80 
molecules, since the experimental analysis based on the computational revealed not only interactions of 81 
phenolics with malonic acid but also with the enzymes succinate dehydrogenase. 82 
 83 

Keywords: phenolic compounds; DNA fragmentation; snake venoms; enzymatic inhibitors; molecular 84 
modeling; mitochondria activity. 85 
 86 
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Introdução 96 

 97 

Ácidos fenólicos são moléculas simples que possuem um anel aromático e pelo menos um de seus 98 

substituintes é um grupo hidroxila. Na natureza são provenientes do metabolismo secundário dos vegetais 99 

pela via do chiquimato e pela via dos fenilpropanoides (RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004). Além das 100 

funções que desempenham nas plantas como alelopatia, proteção contra patógenos e predadores estas 101 

moléculas podem apresentar propriedades farmacológicas e nutricionais relevantes para os humanos e 102 

animais.  103 

O ácido gálico (ácido 3,4,5 trihidroxibenzoico) é usado como um aditivo antioxidante nos alimentos 104 

e na indústria farmacêutica. Pode ter propriedades quimiopreventivas contra o câncer. É encontrado em 105 

alimentos na amora, geleia de marmelo, cravos, castanhas, soja, couve flor, berinjela, chicória e azeitona. 106 

Já o ácido vanílico (ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) é encontrado em cereais como arroz parboilizado, 107 

integral e refinado, milho, aveia, azeite de oliva, óleo de soja, orégano, amêndoa e azeitona. 108 

Os compostos fenólicos destacam-se por suas propriedades antioxidantes por conseguirem abstrair 109 

a espécie reativa de oxigênio, formarem um híbrido de ressonância estável e finalmente uma quinona, 110 

reduzindo desta forma a propagação do dano que os radicais livres podem proporcionar às células, 111 

membranas, organelas e até ao DNA (ANANTHARAJU et al., 2016). Os ácidos fenólicos também 112 

apresentam atividades antiofídicas (CARVALHO et al., 2013), antitumorais, antigenotóxicas 113 

(DHANANJAYA et al., 2009; DHANANJAYA; GOWDA; D’SOUZA, 2010) e epigenética ao modularem 114 

a sinalização celular e desenvolvimento de doença relacionada com a expressão gênica (BUSCH et al., 115 

2015). 116 

O mecanismo epigenético do ácido gálico consiste em diminuir a secreção de citocinas inflamatórias 117 

através da regulação da histona acetiltransferase / histona desacetilase em monócitos humanos induzidos 118 

por taxa de alta glicose desta forma o ácido gálico pode ter potencial para o tratamento e prevenção da 119 

diabetes e suas complicações (LEE et al, 2015). 120 

Outra ação do ácido gálico é agir como inibidor não competitivo da HAT (Histona acetiltransferase) 121 

reduzindo assim o desenvolvimento de processos inflamatórios (CHOI et al, 2009). Um desequilíbrio de 122 

acetilação de proteínas e desacetilação em sinalização celular pode levar a doenças humanas, incluindo 123 

inflamação e câncer. Mais de 70 proteínas são reguladas pela acetilação dos seus resíduos de lisina 124 

(GLOZAK et al, 2005). 125 

Um recente alvo de estudo para o tratamento de inúmeras doenças tem sido sobre as mitocôndrias, 126 

organelas que estão presentes na maioria das células e são importantíssimas para o metabolismo celular. A 127 

nossa escolha foi pela enzima succinato desidrogenase (SDH) desidrogenase succínica, succinato ezima Q 128 
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redutase ou Complexo II que está enzima ligada à membrana interna mitocondrial e participa no ciclo de 129 

Krebs ao converter o succinato à fumarato e na cadeia de transporte de elétrons ao reduzir a ubiquinona em 130 

ubiquinol.  131 

Os compostos fenólicos fazem parte de um grupo de moléculas classificados como mitocans, que 132 

são mitocôndrias-alvo, isto é, drogas mitocondriotrópicas anticâncer, derivadas de compostos fenólicos 133 

como quercetina e resveratrol têm sido sintetizados e relatados para induzir eficientemente a morte de 134 

linhagens de células cancerígenas in vitro (GORLACH; FICHNA; LEWANDOWSKA, 2015). No entanto, 135 

os compostos fenólicos podem ligar-se com malato ou succinato e interferir no ciclo de Krebs quando 136 

analisados pela quantidade de FADH2 produzido (MAURYA ET AL. 2017). 137 

 Dentre os aspectos funcionais e estruturais, a succinato desidrogenase animal apresenta 4 138 

subunidades (HUANG; MILLAR, 2013), sendo observada homologia funcional e alta porcentagem de 139 

homologia estrutural (91,8 %) entre a enzima de Avian, utilizada no presente trabalho e a de Homo sapiens 140 

(podendo desta forma extrapolar os resultados para análises em humanos). O ácido malônico também 141 

chamado de ácido propanodioico é um inibidor reversível competitivo da succinato desidrogenase 142 

(DERVARTANIAN; VEEGER, 1964) impedindo desta forma a respiração celular desencadeando a 143 

citotoxicidade. 144 

As peçonhas de serpentes apresentam uma diversidade de enzimas dentre elas algumas proteases 145 

que podem clivar enzimas envolvidas na síntese de DNA e na cromatina e fosfolipases que quebram 146 

glicerofosfolipídeos.  Estas moléculas são ferramentas indutoras de danos e podem ser usadas a fim de 147 

complementar a caracterização das atividades dos fenólicos trazendo mais informações para possibilitar a 148 

aplicação com eficácia e segurança (ARUN et al., 2014; DHANANJAYA et al., 2009; MARCUSSI et al., 149 

2012; MARCUSSI et al., 2013). 150 

 Em face deste exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro as interações 151 

moleculares entre as peçonhas de Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e Lachesis muta muta  e os ácidos 152 

fenólicos por SDS-PAGE. Em sequência foi analisado a fragmentação do DNA de sangue periférico 153 

humano induzido por peçonha destas serpentes com tratamento do ácido gálico e vanílico por eletroforese 154 

em gel de agarose e pelo teste do cometa. Posteriormente, foi avaliada a atividade da enzima succinato 155 

desidrogenase na presença do inibidor competitivo, ácido malônico, dos ácidos fenólicos ou de ambos, e 156 

em complementação, análises computacionais foram feitas para verificar as possíveis interações entre as 157 

moléculas.  158 

 O objetivo foi avaliar a influência dos ácidos fenólicos gálico e vanílico na fragmentação do DNA 159 

induzida por peçonhas de serpente e na reversão da inibição da enzima succinato desidrogenase pelo 160 

malonato ou ainda a ação destes fenólicos sobre a enzima succinato desidrogenase. 161 
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Material e métodos 162 

 O experimento conduzido está de acordo com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa Humana 163 

(COEP) da Universidade Federal de Lavras e aprovado por este comitê (Nº CAAE 56618616.9.0000.5148). 164 

O sangue usado foi obtido de voluntários do sexo masculino e feminino, entre 20 e 35 anos, 165 

saudáveis, que não fizeram uso de drogas, álcool ou medicamentos nos dias que antecederam os 166 

experimentos.  167 

As peçonhas brutas e liofilizadas de Lachesis muta muta, Bothrops atrox, B. jararacussu foram 168 

obtidas comercialmente no serpentário Bioagents (Batatais, São Paulo). Os ácidos fenólicos gálico e 169 

vanílico foram adquiridos a Sigma Aldrich TM. As peçonhas de serpente e ácidos fenólicos foram dissolvidos 170 

em solução salina tamponada com fosfato (PBS) para uso e armazenados ao abrigo da luz a - 12° C. Os 171 

demais reagentes utilizados foram em grau analítico e pertenciam às marcas Merck, Synth e Uniscience. 172 

A extração de fígado de frango da enzima succinato desidrogenase ocorreu por dissolução em 173 

solução de sacarose e tampão fosfato, sendo armazenada à - 20° C.  174 

 175 

2.1 Eletroforese SDS-PAGE 176 

Amostras de peçonha das espécies Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta na 177 

concentração de 80µg/µL foram previamente incubadas com 20 µg e 40µg de ácidos gálico e vanílico (1: 178 

0,5 e 1:25 m:m), por 30 minutos a 37ºC, assim como controles contendo peçonhas ou fenólicos isoladamente 179 

foram submetidos às mesmas condições de incubação. Em seguida, os incubados foram submetidos à 180 

eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes. A corrida eletroforética foi realizada por 181 

aproximadamente 3 horas, programada a 100V e 300mA.  182 

No tampão de amostra foram utilizados agentes quelantes (EDTA), redutor (2-mercaptoetanol), 183 

detergente aniônico (SDS-dodecil sulfato de sódio), sacarose para conferir maior densidade à mistura de 184 

moléculas e azul de bromofenol como marcador de frente. O gel de empacotamento foi elaborado a 6% de 185 

poliacrilamida e o gel de separação a 12% em poliacrilamida. As amostras também foram aquecidas em 186 

banho de ebulição, por 5 minutos. O tampão de corrida foi constituído por Tris 1,5%, glicina 9,4% e solução 187 

de SDS a 10%. Ao término da corrida o gel foi corado com uma solução de Coomassie brilliant blue G 250/ 188 

metanol/ ácido acético e descorado com ácido acético a 10% conforme metodologia descrita por Laemmli 189 

(1970). 190 

 191 

2.2 Eletroforese em gel de agarose para análise da fragmentação de DNA humano 192 

Foi realizado o protocolo de extração de DNA de sangue humano de acordo com  Lahiri and 193 

Numberger (1991). O DNA foi pré-incubado, por 10 minutos, com ácido gálico ou vanílico (3, 7,5 e 15 µg 194 
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diluídos em PBS) e em seguida foi incubado, por 30 minutos, com soluções de peçonhas de B. atrox, B. 195 

jararacussu ou Lachesis muta muta (30μg µL-1). As proporções foram de 1:0,1, 1:0,25 e 1:0,5 (m:m; 196 

peçonha: fenólico) foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% para análise da fragmentação do 197 

DNA e coradas com Gel Red. 198 

 199 

2.3 Teste do Cometa 200 

  O teste cometa foi utilizado para a detecção de fragmentação em moléculas de DNA em células 201 

individualizadas de leucócitos de sangue periférico humano. 300 µL de sangue com 200 µL de PBS e 100 202 

µL de citrato de sódio e os tratamentos com peçonha B. atrox e L. muta muta, com os fenólicos em diferentes 203 

proporções sendo incubados por 4 h à 37°C, desta solução foi retirado uma alíquota de 45 µL e adicionada 204 

à 300 µL de agarose LPM (low melting point). Desta mistura, foram pipetados em triplicata 100 µL em cada 205 

lâmina e estas foram tratadas conforme descrito por Nandhakumar et al. (2011). Após a eletroforese (25V, 206 

300mA por 35 min), os nucleoides foram corados com iodeto de propídeo e analisados em microscópio de 207 

epifluorescência. A classificação dos cometas mediante escore visual foi feita conforme descrito por Collins 208 

et al (1997) com adaptações nas classes 3 e 4 (40-85% e dano>85%, respectivamente).  209 

 210 

2.4 Inibição da Succinato desidrogenase 211 

  212 

 A extração da enzima hepática de frango seguiu o protocolo descrito por Toyomizu et al. (1999) 213 

revisado por Tanaka, Ishibashi e Toyomizu, 2007, com adaptações. A enzima teve uma diluição de 1:20 em 214 

solução de sacarose 0,25 mol L-1 em tampão fosfato 0,05 mol L-1 pH 7,4. As soluções para a reação foram 215 

preparadas com água, tampão fosfato 0,1 mol L-1, succinato de sódio 0,1 mol L-1, KCN 0,05 mol L-1 e DCPI 216 

0,0004 mol L-1 enquanto que a solução do inibidor foi preparada em uma mesma composição porém com o 217 

acréscimo de ácido malônico 0,1 mol L- 1. A reação foi interrompida com ácido malônico 0,3 mol L- 1 em 218 

banho de gelo. 219 

 Os cálculos para a atividade enzimática foram realizados segundo Lambert-beer (A = Ɛ. b. c), 220 

no qual A é a Absorbância, Ɛ é o coeficiente de absortividade molar, correspondente ao comprimento de 221 

onda de 600nm do DCPI, foi de 21500 µmol.L-1.cm-1 (BARDAWEEL et al., 2011), b é o caminho óptico e 222 

a concentração (c) é a própria atividade da enzima em U. mL-1 . A porcentagem de inibição (I %) é a 223 

diferença desta atividade. Todas as reações foram feitas em triplicata. 224 

 225 

 226 

 227 
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2.4.1 Simulações de ancoramento molecular e estudo mecânico quântico  228 

 229 

Com a finalidade de se obter a conformação inicial dos ácidos gálico e vanílico, necessário para 230 

os estudos de ancoramento molecular, suas estruturas tridimensionais foram construídas no programa 231 

HyperChem Release 7.03 (Hyperchem, 2002). A geometria foi otimizada e as cargas parciais atômicas 232 

calculadas através do método semi-empírico AM1 (DEWAR et al., 1985).  233 

As coordenadas da estrutura cristalográfica da enzima succinato desidrogenase aviária 234 

complexada com malonato foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) 235 

(http://www.rcsb.org/pdb)  cujo código é o 2H89, e a resolução do cristal desta proteína é de 2.4 Å. 236 

O programa utilizado para o cálculo das energias do ancoramento molecular foi o Molegro Virtual 237 

Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN; MOLDOCK, 2006), sendo que este permite determinar a 238 

conformação mais provável de interação do ligante com uma macromolécula. As estruturas tridimensionais 239 

dos compostos previamente minimizadas foram transferidas para o programa MVD e cada inibidor foi 240 

ancorado ao sítio ativo da enzima succicinato utilizando como referência o malonato, por possuir uma 241 

estrutura química muito similar à dos compostos estudados.  242 

No intuito de estudar as energias de interações entre o malonato e os dois ácidos fenólicas, foram 243 

realizados cálculos de orbitais moleculares (HOMO - highest occupied molecular orbital e LUMO - lowest 244 

unoccupied molecular orbital) no nível Hartree–Fock com a função de base 6-31G. É importante salientar 245 

que estas propriedades medem o caráter doador/aceptor dos elétrons em um composto fornecendo o índice 246 

de reatividade química, ou seja: quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade elétron-doadora e, 247 

quanto menor a energia do LUMO menor será a resistência para aceitar elétrons. Além disso, uma pequena 248 

diferença de energia entre HOMO e LUMO implica em uma alta reatividade, e enquanto uma maior 249 

diferença entre HOMO e LUMO implica em uma baixa reatividade. 250 

 251 

Análise estatística 252 

Os dados foram submetidos a uma análise de variância unidirecional (ANOVA), e as médias de 253 

todos os parâmetros analisados foram comparadas utilizando o teste de Scott Knott a um nível de 5% de 254 

probabilidade. A análise estatística foi realizada utilizando o programa estatístico "R" (R Development Core 255 

Team, 2011). 256 

 257 

Resultados e Discussão 258 

3.1 Eletroforese SDS-PAGE – interações entre os ácidos fenólicos e proteínas que compõem as 259 

peçonhas 260 

http://www.rcsb.org/pdb
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A avaliação do perfil eletroforético das proteínas presentes nas peçonhas mostrou que não houve 261 

interações fortes e/ou irreversíveis (covalentes) destas com os ácidos gálico e vanílico, uma vez que não 262 

foram observadas alterações no perfil de migração das toxinas (Figura 1A, 1B e 1C), nas condições 263 

avaliadas. Assim, podem ser observadas íntegras as bandas correspondentes as principais classes de toxinas 264 

presentes nas peçonhas avaliadas, proteases e fosfolipases A2. Sugere-se que os compostos fenólicos possam 265 

interferir em algumas atividades induzidas pelas enzimas, por meio de interações fracas como, por exemplo, 266 

de hidrogênio e hidrofóbicas. O ácido vanílico também foi avaliado após incubação com as peçonhas na 267 

proporção de 1:0,5 (m/m), porém a concentração elevada do composto vegetal interferiu na coloração das 268 

moléculas proteicas com o Coomassie, impossibilitando a visualização do perfil de corrida (dados não 269 

mostrados).  270 

 271 
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 272 

Figura 1: Perfil Eletroforético (SDS-PAGE) de peçonhas previamente incubadas com os ácidos cafeico e siríngico. 273 
(A) amostras: 1- Bothrops atrox (100µg), 2- B. atrox + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. atrox + ácido cafeico (1:0,5; 274 
m/m), 4- B. atrox + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- B. atrox + ácido siríngico (1:0,5; m/m). (B) amostras: 1- Bothrops 275 
jararacussu (100µg), 2- B. jararacussu + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- B. jararacussu + ácido cafeico (1:0,5; m/m), 276 
4- B. jararacussu + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- B. jararacussu + ácido siríngico (1:0,5; m/m). (C) amostras: 1- 277 
Lachesis muta muta (100µg), 2- L. muta muta + ácido cafeico (1:0,25; m/m), 3- L. muta muta + ácido cafeico (1:0,5; 278 
m/m), 4- L. muta muta + ácido siríngico (1:0,25; m/m), 5- L. muta muta + ácido siríngico (1:0,5; m/m).   279 
 280 
Figura 1. Perfil Figura  281 

Alguns autores descrevem a ação inibitória de compostos fenólicos presents no extrato metanólico 282 

de folhas de Camellia sinensis L. (Theaceae) contra as peçonhas de Naja naja kaouthia e Calloselasma 283 

rhodostoma (LEANPOLCHAREANCHAI et al., 2009; 284 

PITHAYANUKUL;  LEANPOLCHAREANCHAI; SAPARPAKORN, 2010). Esse extrato inibiu a 285 

atividade de fosfolipases assim como inibiu proteases, hialuronidases e L-aminoácido oxidases, presentes 286 

nessas peçonhas. Em outro estudo, realizado por Borges et al. (BORGES et al., 2000), o extrato aquoso de 287 

Casearia sylvestris, rico em ácido elágico e seus derivados, foi hábil em inibir a atividade fosfolipásica 288 

induzida por diferentes peçonhas botrópicas. Diversos estudos apontam outros compostos vegetais, como 289 

flavonoides, alcaloides e polihidroxifenois como inibidores de fosfolipases presentes em peçonhas ofídicas 290 

(grupos I e II) e em mamíferos (grupo I) (DA SILVA et al., 2004; LINDAHL; TAGESSON, 1996; 291 

VISHWANATH; FAWZY; FRANSON, 1988).  292 

 293 

 294 
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3.2 Eletroforese em gel de agarose para análise da fragmentação de DNA humano  295 

 296 

Os ácidos gálico e vanílico quando pré-incubados, isoladamente, com o DNA interagiram de forma 297 

a impedir que as moléculas de DNA penetrassem no gel e realizassem a corrida eletroforética.  298 

 299 

 300 
 301 

 302 
Figura 2. Perfil eletroforético de amostras de DNA previamente incubadas com os compostos fenólicos e 303 
posteriormente submetidas a incubação com peçonha de B. atrox ou PBS. Amostras: 1- DNA (10 µL DNA; 303,5 304 
ng/µL); 2- peçonha de B. atrox + DNA; 3- ácido gálico + DNA; 4 ao 9- DNA pré-incubado com ácido gálico à 37°C 305 
por 10 minutos e posterior adição da peçonha de B. atrox seguindo com incubação por mais 30 minutos à 37 °C; 10- 306 
ácido vanílico + DNA; 11 ao 16- DNA pré-incubado com ácido vanílico à 37°C por 10 minutos e posterior adição da 307 
peçonha de B. atrox seguindo com incubação por mais 30 minutos à 37 °C; 17- Marcador: marcador de peso molecular. 308 
A imagem representa análises realizadas em duplicatas para cada tratamento. 309 
 310 

 311 

A peçonha de B. jararacussu, nas condições avaliadas, não induziu fragmentação das moléculas de 312 

DNA e por isso não pode ser utilizada para os testes de inibição com os compostos fenólicos.  313 

O ácido gálico, previamente incubado com o DNA seguido da adição posterior das peçonhas de B. 314 

atrox (Figura 2) e L. muta muta (Figura 3), inibiu parcialmente a fragmentação das moléculas de DNA, 315 

induzida pela peçonha, na proporção 1:0,5 (peçonha/fenólico; m/m). Já o ácido vanílico inibiu a 316 

fragmentação induzida pela peçonha de B. atrox nas proporções 1:0,5 (m/m) (Figura 2), e pela peçonha de 317 

L. muta muta nas proporções de 1:0,1; 1:0,25 e 1,0,5 (Figura 3). 318 
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 319 

 320 

 321 

Figura 3. Perfil eletroforético de amostras de DNA previamente incubadas com os compostos fenólicos e 322 
posteriormente submetidas à incubação com peçonha de Lachesis muta muta ou PBS. Amostras: 1 ao 6- DNA pré-323 
incubado com ácido gálico à 37°C por 10 minutos e posterior adição da peçonha de Lachesis muta muta seguindo com 324 
incubação por mais 30 minutos à 37 °C; 7- DNA (10 µL DNA; 303,5 ng/µL); 8- peçonha de L. muta muta + DNA; 9- 325 
MW marker: marcador de peso molecular; 10 ao 15- DNA pré-incubado com ácido vanílico à 37°C por 10 minutos e 326 
posterior adição da peçonha de L. muta muta seguindo com incubação por mais 30 minutos à 37 °C; 16- DNA (10 µL 327 
DNA; 303,5 ng/µL). A imagem representa análises realizadas em duplicatas para cada tratamento. 328 
 329 

 330 
Sugere-se que o efeito protetor observado seja resultante de interações entre os compostos fenólicos 331 

e moléculas de DNA, de forma que estas interações alteram a massa molecular das moléculas impedindo 332 

que elas adentrem o gel, assim como tornam as moléculas de DNA menos susceptíveis ao ataque das toxinas 333 

presentes nas peçonhas (Figuras 2 e 3).  334 

Metaloproteinases (SVMP) e serinoproteases (SVSP) de peçonhas de serpentes, atuam sobre 335 

diferentes substratos proteicos, degradando proteínas da matriz extracelular, proteínas da cascata de 336 

coagulação, proteínas do sistema imune, presentes na composição de membranas, assim como as presentes 337 

no arcabouço que envolve moléculas de DNA, alterando processos de inflamação, resposta imune, além 338 

de promover desarranjo estrutural em membranas celulares (podendo levar a apoptose celular, logo a 339 

fragmentação de DNA) e ainda tornar o material genético mais susceptível à fragmentação mediante a 340 
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degradação de seu arcabouço proteico (GUTIÉRREZ; RUCAVADO , 2000). O mesmo desarranjo na 341 

estrutura de membranas, promovido por proteases pode também ser induzido por fosfolipases A2, uma vez 342 

que estas atuam na degradação de fosfolipídios que compõem membranas celulares, destacando o 343 

potencial genotóxico destas enzimas (MARCUSSI et al, 2007) Assim, sugere-se com base nos resultados 344 

obtidos no presente estudo, que os compostos fenólicos podem atuar na proteção das moléculas de DNA 345 

contra a ação de diferentes classes de proteases e fosfolipases presentes nas peçonhas avaliadas.  346 

Com relação à fragmentação de DNA analisada pelo perfil de migração eletroforético em gel de 347 

agarose, um estudo descrito em literatura relata que o ácido vanílico (0,002, 0,004, 0,008, 0,016 e 0,032 348 

mg/mL) exerceu ação protetora, sobre as moléculas de DNA correspondentes a plasmídeo pBR322, contra 349 

danos induzidos por H2O2 e radiação UV. Efeito protetor também foi observado após tratamento do DNA 350 

com ácido gálico, embora este tenha sido efetivo apenas nas concentrações de 0,004, 0,008, 0,016 e 351 

0,032mg/mL (SEVGI; TEPE; SARIKURKCU, 2015). 352 

 Em um estudo realizado por Weng et al. (2015) foi avaliado o resultado da exposição de células 353 

SCC-4 (linhagem de câncer oral humano; 5 x 105 células/ poço), por período de 48 horas a 0, 100, 200 e 300 354 

μmol.L-1 de ácido gálico. O perfil eletroforético obtido revelou a fragmentação do DNA pela ação do ácido 355 

gálico nas concentrações de 200 e 300 μmol.L-1. Destacando assim as ações farmacêuticas ou tóxicas que 356 

podem ser obtidas com o uso de compostos fenólicos em diferentes doses e formas de administração.  357 

 358 

3.3 Teste do cometa 359 

No teste do Cometa, no qual foram avaliados níveis de fragmentação de moléculas de DNA obtidas 360 

de leucócitos humanos, as unidades arbitrárias mostraram que houve aumento significativo de danos ao 361 

DNA causados pelo tratamento com os ácidos fenólicos avaliados, exceto para o ácido gálico na 362 

concentração de 5µg, quando comparados com o controle negativo (PBS) (Figuras 4 e 5). No entanto, este 363 

aumento foi inferior aos danos causados pelas peçonhas de B. atrox e L. muta muta que proporcionaram um 364 

maior número de nucleoides com cometas classificados como 3 e 4 (Figuras 4 e 5). 365 

Quando previamente incubados com as peçonhas de B. atrox e L. muta muta os ácidos fenólicos 366 

avaliados se mostraram efetivos em inibir os danos causados por estas peçonhas sobre os nucleoides. O 367 

ácido gálico foi mais efetivo em inibir a genotoxicidade induzida pela peçonha de L. muta muta, com 368 

diminuição das unidades arbitrárias em aproximadamente 64% nas proporções 1:0,01, 1:0,05 e 1:0,1 369 

(peçonha:fenólico; m:m) (Figura 4). Já o ácido vanílico inibiu com maior eficiência a genotoxicidade 370 

induzida pela peçonha de B. atrox na proporção 1:0,25 e pela peçonha de L. muta muta na proporção 1:0,05, 371 

com reduções aproximadas de 31 e 47%, respectivamente (Figura 5). 372 
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Figura 4. Teste do cometa para avaliação dos potenciais genotóxico e/ou antigenotóxico do ácido gálico sobre 375 
nucleoides obtidos de leucócitos de sangue periférico humano. (A) peçonha de Bothrops atrox utilizada como controle 376 
indutor de fragmentação nas moléculas de DNA. (B) peçonha de Lachesis muta muta utilizada como controle indutor 377 
de fragmentação nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrárias calculadas conforme descrito 378 
por Collins et al. (2004): (1 x número de nucleoides em classe 1) + (2 x número de nucleoides em classe 2) + (3 x 379 
número de nucleoides em classe 3) + (4 x número de nucleoides em classe 4).  a = difere estatisticamente do controle 380 
negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo. 381 

 382 
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Figura 5. Teste do cometa para avaliação dos potenciais genotóxico e/ou antigenotóxico do ácido vanílico sobre 385 
nucleoides obtidos de leucócitos de sangue periférico humano. (A) peçonha de Bothrops atrox utilizada como controle 386 
indutor de fragmentação nas moléculas de DNA. (B) peçonha de Lachesis muta muta utilizada como controle indutor 387 
de fragmentação nas moléculas de DNA. Controle negativo: PBS. Unidades arbitrárias calculadas conforme descrito 388 
por Collins et al. (2004): (1 x número de nucleoides em classe 1) + (2 x número de nucleoides em classe 2) + (3 x 389 
número de nucleoides em classe 3) + (4 x número de nucleoides em classe 4).  a = difere estatisticamente do controle 390 
negativo. b = difere estatisticamente do controle positivo. 391 
 392 
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Tabela 2. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido gálico, 393 

com a peçonha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo peçonha de Bothrops atrox mais ácido 394 

gálico.  395 

Tratamento 

 

 

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)1 

 

0 

(< 5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 

4  

(>85%) 

C (-)2 43,00 51,67 5,33 0,00 0,00 

Ácido Gálico (5 µg mL-1) 45,00 46,67 8,33 0,00 0,00 

Ácido Gálico (12,5 µg mL-1) 29,33 63,33 7,33 0,00 0,00 

B. atrox (50 µg mL-1) 12,33 58 28,67 1,00 0,00 

B. atrox + Ácido 

Gálico (m/m) 

(1: 0,05) 16,33 74,33 9,00 0,33 0,00 

(1: 0,1) 26,33 62,67 11,00 11,31 0,00 

(1: 0,25) 21,67 60,00 17,00 1,33 0,00 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina, 396 
e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2Controle Negativo: PBS.  397 

 398 

 399 

 400 

 401 

 402 

 403 

 404 

 405 
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Tabela 3. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido gálico, 406 

com a peçonha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peçonha de Lachesis muta muta mais 407 

ácido gálico. 408 

Tratamento 

 

 

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)1 

 

0 

(< 

5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 
4 (>85%) 

C (-)2 53 43,33 3,67 0 0 

Ácido Gálico (5 µg mL-1) 37,33 55,67 7 0 0 

L.muta muta (50 µg mL-1) 0 52,67 31 10,33 6 

L.muta muta + 

Ácido Gálico 

(m/m) 

(1: 0,01) 13 65,67 21 0,33 0 

(1: 0,05) 17 62,33 19,67 0,33 0,67 

(1: 0,1) 21 55 24 0 0 

(1: 0,25) 0 27,67 50,67 21 0,67 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina, 409 
e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2Controle Negativo: PBS. 410 
 411 

Os dados apresentados nas tabelas 1, 2, 3 e 4 permitem a visualizar as porcentagens de nucleoides 412 

classificados com os maiores níveis de fragmentação (classes 3 e 4) para cada tratamento (peçonha pura, 413 

fenólico puro, peçonha + fenólico).  414 

 415 

 416 

 417 

 418 

 419 

 420 

 421 



90 

 

Tabela 4. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido 422 

vanílico, com a peçonha de Bothrops atrox e com pré-incubados contendo peçonha de Bothrops atrox mais 423 

ácido vanílico. 424 

Tratamento 

 

 

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)1 

 

0 

(< 5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 
4 (>85%) 

C (-)2 21 78 0 0 0 

Ácido Vanílico (5 µg mL-1) 15 50,67 22 8,34 4 

Ácido Vanílico (12,5 µg mL-1) 15,67 35 36,67 10,67 2 

B. atrox (50 µg mL-1) 0 0 31,67 49,33 19 

B. atrox + Ácido 

Vanílico (m/m) 

(1: 0,05) 0 0 24 45 31 

(1: 0,1) 0 0 58,33 31,67 10 

(1: 0,25) 30,67 56,33 9,33 3,67 0 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas. sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina. 425 
e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2Controle Negativo: PBS. 426 
 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 

 433 

 434 

 435 

 436 
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Tabela 5. Distribuição das classes de cometa e suas frequências em nucleoides tratados com o ácido 437 

vanílico, com a peçonha de Lachesis muta muta e com pré-incubados contendo peçonha de Lachesis muta 438 

muta mais ácido vanílico. 439 

Tratamento 

 

 

Classes de Nucleoides no Teste do Cometa (%)1 

 

0 

(< 5%) 

1 

(5-20%) 

2 

(20-40%) 

3 

(40-85%) 
4 (>85%) 

C (-)2 21 78 0 0 0 

Ácido Vanílico (5 µg mL-1) 15 50,67 22 8,34 4 

Ácido Vanílico (12,5 µg mL-1) 15,67 35 36,67 10,67 2 

L. muta muta (50 µg mL-1) 0 0 32,33 43,33 24,33 

L. muta muta + 

Ácido Vanílico 

(m/m) 

(1: 0,01) 0,95 4,5 44,60 43,50 6,45 

(1: 0,05) 25,33 40 15,67 12,33 6,67 

(1: 0,1) 14,33 19,67 41,33 16,67 8 

(1: 0,25) 19,67 18,67 25,67 18 18 

1Os dados representam as médias dos valores obtidos em 3 lâminas, sendo 100 nucleoides analisados em cada lâmina. 440 
e 3 lâminas/tratamento/voluntário. 2Controle Negativo: PBS.  441 
  442 

O teste do cometa foi realizado com avaliação das células imediatamente tratadas, e as incubações 443 

foram feitas em período inferior ao início da atuação dos check points celulares, conforme ciclo de divisão 444 

celular descrito para linfócitos (MARCUSSI et al., 2011; 2013). Desta forma, pode-se sugerir que os 445 

nucleoides classificados nos menores níveis, principalmente 1, e possivelmente 2 poderiam ter os danos 446 

total ou parcialmente corrigidos, e assim apenas parte das fragmentações observadas seriam permanentes, 447 

podendo passar para as gerações celulares seguintes, na forma de micronúcleos, aberrações cromossômicas, 448 

etc.     449 

Estudos abordam o efeito genotóxico dos ácidos fenólicos em linhagens de células cancerosas 450 

(BUSCH et al., 2015; CALEJA et al., 2016), entretanto, em baixas doses estes mostraram-se protetores da 451 

degradação induzida pelas enzimas presentes nas peçonhas das serpentes avaliadas no presente estudo.  452 
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O ensaio cometa com a linhagem de células de câncer oral  SCC-4 (1×106 células/poço) tratado com 453 

0, 100, 200 and 300 μM de ácido gálico por 48 horas mostrou danos ao DNA dose dependente, quando 454 

comparado a células não tratadas (WENG et al., 2015). Outro estudo com a linhagem celular de câncer de 455 

próstata PC-3, foi observado, após exposição das células à diferentes doses (50, 100, and 200 μmol L-1) de 456 

ácido gálico em vários intervalos de tempo (12, 24, and 48 horas) um aumento progressivo dos fragmentos 457 

de DNA observados no perfil eletroforético durante avaliações pelo teste  do cometa (LIU et al, 2013).  458 

Quando avaliado sobre linfócitos de sangue periférico humano, por meio do teste cometa, o ácido 459 

vanílico nas concentrações (0,84; 4,2; 8,4; 16,8; 84 e 168 μg/ mL) não apresentou efeitos genotóxicos e 460 

ainda foi capaz de inibir a fragmentação das moléculas de DNA induzida pelo H2O2 (TANER et al., 2016).  461 

O ácido vanílico na concentração de 1µg/µL causou 6,75% de diminuição do Índice de Danos 462 

Genéticos (GDI) em cultura de linfócitos humanos. Entretanto, quando avaliado na concentração de 2 463 

µg/µL, o ácido vanílico aumentou a GDI em comparação ao controle realizado com  DMSO a 16 % 464 

(ERDEM et al., 2012). 465 

Pesquisadores têm feito uso do teste do cometa para complementar a caracterização toxicológica de 466 

extratos vegetais, investigando assim, os efeitos genotóxicos de metabólicos secundários (ex: compostos 467 

fenólicos, alcaloides e terpenos) ao investigar o potencial genotóxico da farinha de feijão branco, contendo 468 

taninos e outros compostos fenólicos, sobre o material genético de leucócitos humanos, e descreveram em 469 

seus resultados a predominância de baixos níveis de fragmentação das moléculas de DNA, nas condições 470 

avaliadas (PEREIRA et al., 2012).  471 

O ácido gálico apresentou efeito radioprotetor em ratos expostos à radiação gama por 1 hora 472 

reduzindo danos em células da medula óssea, esplenócitos e leucócitos (NAIR; NAIR, 2013) além de reduzir 473 

em 41% os danos induzidos por células tratadas com espécies reativas de oxigênio (FERK et al., 2011). 474 

Embora estes fenólicos tenham efeito protetor sobre moléculas de DNA, eles se mostram 475 

genotóxicos sobre algumas linhagens celulares (ácido gálico agindo sobre células de câncer de próstata PC3 476 

e células epiteliais humanas HeLa (EROL-DAYI, ARDA; GÜNHAM, 2012; LIU et al., 2013), sendo 477 

necessário o estudo de seus mecanismos de ação, permitindo assim seu uso benéfico para o homem em 478 

doses e formas de administração adequadas. 479 

Alguns mecanismos de ação já descritos para os compostos fenólicos podem ser considerados para 480 

explicar as atividades exercidas por eles no presente trabalho, como a ação antioxidante com sequestro e 481 

neutralização de espécies reativas, inibição específica de proteases (que degradam o arcabouço proteico 482 

presentes nos nucleoides, induzindo ação genotóxica), precipitação de enzimas por competição e retirada 483 

da camada de solvatação que envolve as moléculas, ligações de hidrogênio (transientes) com peptídeos 484 

(podendo estes atuar sobre canais iônicos, alterando o fluxo de íons através das membranas e 485 
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consequentemente o metabolismo celular, podendo resultar em ação genotóxica e indução de apoptose), 486 

ligação específica - com inibição reversível - a sítios ativos de diferentes enzimas, sequestro de íons 487 

metálicos que são cofatores para diversas enzimas (BRENES et al., 2010; DIAZ et al., 2005; HAVSTEEN, 488 

2002). 489 

Complementando as informações sobre o contexto toxicológico destes compostos, Wan-Ibrahim, 490 

Sidik e Kuppusamy (2010) avaliaram 20 extratos aquosos de plantas e observaram que apenas dois deles, 491 

Vitex Pinnata L. e Quercus infectoria Oliver, causaram danos superiores à 50% no DNA de leucócitos 492 

humanos, sendo estes danos atribuídos ao conteúdo fenólico, mais especificamente ao ácido tânico.   493 

Strange et al. (2009) analisaram produtos naturais como o guaco (Mikania glomerata Spreng), 494 

espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss) e a sálvia (Lippia alba Mill. NE) e observaram 495 

atividade citotóxica e genotóxica induzidas por metabólicos como cumarinas, taninos e terpenos, 496 

evidenciando a necessidade de caracterização toxicológica dos metabólitos vegetais, visto que estes podem 497 

induzir efeitos adversos e/ou terapêuticos dependentes de fatores como dose e período de utilização. 498 

 499 

3.4 Succinato desidrogenase 500 

  501 

 A SDH (E.C. 1.3.5.1) é uma enzima importante tanto para o ciclo de Krebs quanto para a 502 

fosforilação oxidativa da cadeia de transporte de elétrons. Portanto, era esperado que a inibição de SDH 503 

pelo inibidor reversível competitivo ácido malônico poderia causar uma interrupção significativa do 504 

metabolismo energético e, possivelmente, a morte celular. 505 

As peçonhas de B. atrox, B. jararacussu e L. muta muta não apresentaram efeito inibidor 506 

significativo sobre a atividade da enzima succinato desidrogenase, logo, não puderam ser avaliadas neste 507 

teste frente a ação dos ácidos fenólicos (resultados não mostrados). 508 

 Os ácidos gálico e vanílico inibiram a atividade da succinato desidrogenase em 80,67 e 52,97 509 

%, respectivamente, enquanto que o ácido malônico (inibidor competitivo - controle positivo) inibiu a 510 

atividade da enzima em 97% (Figura 6A), sugerindo que estes ácidos fenólicos apresentam algum tipo de 511 

interação com a succinato desidrogenase capaz de causar interferência em seu mecanismo de catálise. 512 
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 513 

Figura 6. (A) Inibição da atividade da succinato desidrogenase pelos ácidos gálico e vanílico isoladamente. C (+): 514 
atividade avaliada na presença do inibidor ácido malônico. (B) Inibição da atividade da succinato desidrogenase pelos 515 
ácidos gálico e vanílico na presença do ácido malônico. C (+): atividade avaliada na presença do inibidor ácido 516 
malônico. Os ácidos fenólicos foram pré-incubados com a enzima por 30 minutos à 37°C, em seguida foi adicionado 517 
o substrato e ácido malônico (1:1). * potencialização estatisticamente significante da inibição da atividade da enzima.  518 
 519 

 Pode ter ocorrido um sinergismo entre o ácido gálico e o ácido malônico sobre a atividade da 520 

enzima succinato desidrogenase variando de acordo com a concentração utilizada. Já o ácido vanílico não 521 

apresentou um sinergismo significativo com o ácido malônico. Também é possível sugerir uma somatória 522 

de efeitos exercidos pelos fenólicos e o ácido malônico, visto que os fenólicos isoladamente também 523 

exerceram ação inibidora sobre a atividade da enzima (Figura 6A).  524 

 Na concentração de 30 µg de ácido gálico não foi possível avaliar a atividade da succinato 525 

desidrogenase, podendo ter ocorrido interações entre o fenólico e a enzima que resultaram na precipitação 526 

da mesma inviabilizando a avaliação da atividade (Figura 6B). 527 

 Análises computacionais foram realizadas na tentativa de embasar as hipóteses levantadas.  528 

 529 

3.5 Análise computacional  530 

A melhor conformação de cada ligante foi selecionada de acordo com sua posição no sítio ativo 531 

540 da succinato desidrogenase, sendo que a conformação escolhida para cada um dos ligantes foi aquela 532 

que possuía o maior grau de similaridade espacial com o ácido malônico que se encontrava cristalizado na 533 

proteína obtida do PDB. Os resultados teóricos obtidos do ancoramento molecular foram avaliados e 534 

comparados com base nos resultados experimentais descritos anteriormente.   535 

As conformações escolhidas foram utilizadas para a análise das interações com os resíduos de 536 

aminoácidos do sítio ativo. Para avaliar melhor os fatores mais relevantes para a potência dos compostos, 537 

os seguintes parâmetros foram calculados: (a) energia de ligação de hidrogênio entre o ligante e a proteína 538 
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(ELig.H); (b) energia intramolecular do ligante (EIntra); (c) energia intermolecular (Einter); (d) energia de escore. 539 

Observando a Tabela 6, o valor da energia intermolecular dos compostos aumenta seguindo a tendência, 540 

ácido vanílico < ácido gálico < ácido malônico, isto é, o ácido malônico interage mais fortemente com a 541 

succinato desidrogenase que os outros compostos. Este resultado corrobora os dados da Tabela 7. 542 

Analisando as ligações de hidrogênio entre os três compostos e a enzima foi observado: (i) todos os 543 

compostos interagem com FAD, Arg297 e Thr265; (ii) os ácidos vanílico e malônico interagem com Gly62; 544 

(iii) somente o ácido gálico interage com Arg408 e Gly63; (iv) somente o ácido malônico interage com 545 

Glu266. A Figura 7 apresenta os compostos no interior do sítio ativo. 546 

 547 

Tabela 6. Valores de energia obtidas do ancoramento entre a enzima succinato desidrogenase e os 548 

inibidores. 549 

Compostos ELig.H  (kcal mol-1) EIntra  (kcal mol-1) Einter (kcal mol-1) Escore(kcal mol-1) 

Ácido malônico -11,74 3,42 -81,25 -78,59 

Ácido vanílico 0,16 7,38 -37,76 -30,39 

Ácido gálico -8,85 11,37 -48,02 -36,64 

Fonte: Molegro  550 

 551 

 552 

 553 

 554 

 555 

 556 

 557 

 558 

 559 

 560 

 561 

 562 

 563 
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 564 

 565 

        566 

 567 

 568 

                                569 

 570 

 571 

Figura 7. Resultado do ancoramento molecular entre a enzima succinato desidrogenase e os compostos ácido gálico 572 
(A), ácido malônico (B) e ácido vanílico (C). Os tracejados azuis representam as interações tipo ligação de hidrogênio. 573 
Imagens geradas pelo software Molegro 574 

 575 

As energias dos orbitais sem fronteira HOMO e LUMO foram calculadas no intuído de observar 576 

qual dos dois fenólicos interage melhor com o ácido malônico (Tabela 7). Calculando-se a diferença de 577 

energia entre o HOMO do ácido malônico, observa-se um alto valor de energia, demonstrando uma alta 578 

capacidade doadora deste orbital. A energia do LUMO também é elevada e revela que o ácido malônico não 579 

tem grande capacidade de receber elétrons. Desta forma, pode-se concluir que o HOMO do ácido malônico 580 

será um dos orbitais mais importantes para racionalizar o mecanismo de interação. A partir da Tabela 7, 581 

pode-se concluir que a diferença de energia Homo (ácido malônico) - LUMO (demais compostos) não é 582 

A B 

C 
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significativa comparada a diferença LUMO (ácido malônico) - HOMO (demais compostos). Assim, estes 583 

compostos podem interagir fora ou no interior do sítio ativo da enzima. Finalmente, a diferença de energia 584 

entre o LUMO do ácido vanílico e gálico é muito pequena, o que corrobora com os dados experimentais 585 

(Tabela 6).  586 

 587 

Tabela 7. Energias do HOMO e LUMO (eV). 588 

Composto HOMO LUMO 

Ácido malônico 2,26.1024 3,83.1025 

Ácido vanílico -9,25.1024 1,85.1025 

Ácido gálico -4,40.1024 1,87.1025 

HOMO - highest occupied molecular orbital. LUMO - lowest unoccupied molecular orbital. 589 
Fonte: HyperChem no nível de cálculo no nível de cálculo Hartree-Fock 590 
 591 

5 Conclusão 592 

Os ácidos gálico e vanílico apresentam interações moleculares fracas com toxinas presentes nas 593 

peçonhas de Bothrops atrox, B. jararacussu e Lachesis muta muta, pois não influenciaram o perfil 594 

migratório destas toxinas em SDS-PAGE. No entanto, foram capazes de interagir com a enzima succinato 595 

desidrogenase, com o ácido malônico e por fim, com moléculas de DNA. Estes ácidos fenólicos foram 596 

efetivos em inibir a fragmentação de moléculas de DNA por toxinas presentes nas peçonhas de Lachesis 597 

muta muta e Bothrops atrox.  598 

Assim, no contexto avaliado, estes compostos fenólicos podem ser futuramente explorados visando 599 

o tratamento de enfermidades (ex: tumores), com uso local, considerando sua ação inibidora sobre a enzima 600 

succinato desidrogenase avaliada (91,8% de homologia com a enzima humana); em outros contextos 601 

patológicos podem atuar como inibidores do ácido malônico; assim como podem ter ação protetiva contra 602 

agentes carcinogênicos como proteases, fosfolipases e peptídeos amplamente distribuídos na natureza, 603 

produzidos por diversos répteis, aracnídeos, insetos, vegetais, parasitas e microorganismos. 604 

 605 
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