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Resumo

Os acidentes ofidicos constituem um problema de satde publica, afetando regides de
clima tropical e subtropical e areas rurais e pobres de paises da América Latina, Africa, Asia e
Oceania. No Brasil, o género Bothrops é responsavel por cerca de 90% dos acidentes ofidicos
notificados, cujo envenenamento é caracterizado por intensa mionecrose local ineficientemente
neutralizada pela soroterapia. O veneno botrépico possui uma classe de proteinas miotdxicas
estruturalmente semelhantes as fosfolipases A2 (PLA2), responsaveis por induzir lesdes
musculares por um mecanismo ndo-catalitico parcialmente explicado por diferentes hipdteses.
Contudo, ha evidéncias que os efeitos miotdxico e paralisante in vitro sdo decorrentes de sua
atividade desestabilizadora de membranas e que atuam em sinergia com as PLA> cataliticas no
envenenamento. Neste estudo, foi desenvolvido um novo protocolo de purificagdo da miotoxina
ndo-catalitica (PLA2 homologas ou proteinas PLA2-like) botropica BthTX-1, a qual foi avaliada
em testes cristalograficos, calorimétricos, miograficos e morfol6gicos. Potenciais inibidores
vegetais da classe dos cinamatos foram co-cristalizados com a BthTX-I e testados em inibir as
lesGes e paralisia musculares in vitro promovida pela toxina a fim de evoluir no conhecimento
da relagdo estrutura/atividade das PLA> homdlogas miotdxicas. Dentre todos 0os compostos
testados, os acidos chicdrico e caftarico apresentaram-se como excelentes inibidores da BthTX-
I. Contudo, foi possivel apenas realizar a analise estrutural do complexo BthTX-I/acido
chicérico (AC), o qual apresentou caracteristicas diferentes de outros complexos estudados com
outros inibidores e toxinas botrépicas. De acordo com as propostas mais recentes dos
componentes estruturais envolvidos na atividade das PLA, homologas miotdxicas, bem como
pela interface apresentada entre BthTX-I e AC, é possivel que a interacdo proteina/inibidor gere
uma mudanga conformacional da toxina para um tetrdmero em solucdo, de modo que o
alinhamento dos sitios de ancoragem a membrana (MDoS) e de ruptura da mesma (MDiS)

estejam impedidos.

Palavras-chave: Veneno de serpente, Bothrops, Fosfolipase A2 homdloga, Cristalografia,
Miografia
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Abstract

Snakebites are a public health problem, concerning tropical and subtropical regions,
rural and poor areas of Latin America, Africa, Asia and Oceania countries. In Brazil, Bothrops
genus accounts for about 90% of reported snakebites, whose envenomation is characterized by
intense local myonecrosis inefficiently neutralized by antivenom. A class of myotoxic proteins
found in Bothrops venoms which is structurally similar to phospholipases A2 (PLA?), is
responsible for inducing muscle injuries by a non-catalytic mechanism, partially explained by
different hypotheses. However, there are evidences that myotoxic and in vitro paralyzing effects
are due to their destabilizing-membrane activity and they act in synergy with the catalytic PLA>
myotoxins in envenomation. In this study, it was developed a new protocol for purification of
a non-catalytic botropic myotoxin (PLA2 homologues or PLA-like proteins) BthTX-I, which
was evaluated by crystallographic, calorimetric, myographic and morphologic assays. Potential
plant inhibitors of cinnamates class were co-crystallized with BthTX-I and tested to inhibit in
vitro paralysis and muscle injuries promoted by the toxin. Among all the compounds tested, the
chicoric and caftaric acids presented excellent BthTX-I inhibition characteristiscs. However,
only chicoric acid (CA) we were able to perform crystallographic experiments, which presented
different structural characteristics compared to other ligands and bothropic toxins. According
to the latest proposals of the structural components involved in the activity of PLA2 homologue
myotoxins, as well as by the interface presented between BthTX-I and AC, it was possible to
propose that the interaction between protein and the inhibitor leads to tetrameric
oligomerization, preventing the alignment between both in membrane-docking site (MDoS)

and membrane-disrupting site (MDiS).

Keywords: Snake venom, Bothrops, Phospholipase A2 homologue, X-ray crystallography,
Myography
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6.4. Interacdo entre &cido trans-ferulico, p-cumarico e trans-

cinamico e BthTX-I

DISCUSSAO

1. Elementos estruturais e funcionais das fosfolipases A2 homologas
envolvidos na desestabilizacdo de membranas biologicas

2. Isolamento/purificacio da BthTX-I a partir do veneno bruto

3. Comportamento da BthTX-1 em solucéo e em preparacdes frénico-
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1. Acidentes ofidicos

Em paises de regifes tropicais e subtropicais, os acidentes ofidicos ocorrem em alta
frequéncia, promovendo morbidade e mortalidade as vitimas (Chippaux, 1998; Kasturiratne et
al., 2008; Gutiérrez et al., 2010; Warrell et al., 2010; Williams et al., 2010). Esses acidentes sdo
particularmente importantes em &reas rurais e pobres, nas quais a popula¢do pode nao possuir
acesso aos servicos de saude, bem como estar sujeita a escassez do soro antiofidico (Theakston
e Warrell, 2000; Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008; Harrison et al., 2009; Gutiérrez
etal., 2010; Warrell et al., 2010). Apos as ocorréncias, um grande numero de vitimas sobrevive
com limitagdes fisicas permanentes e/ou com sequelas psicoldgicas (Kasturiratne et al., 2008;
Warrell et al., 2010; Williams et al., 2011). Apesar da dimensdo dos seus efeitos sobre as
populacdes, os acidentes ofidicos ndo tém recebido atencdo por parte dos 6rgaos competentes
nacionais e internacionais, sendo, portanto, adequadamente classificados pela Organizacéao
Mundial de Satde (OMS) como uma doenca tropical negligenciada (WHO, 2011).

O conhecimento acerca da gravidade clinica global dos acidentes ofidicos esta limitada
a informacGes baseadas principalmente em relatorios hospitalares (Swaroop e Grab, 1954),
dados epidemioldgicos (Chippaux, 1998; White, 2000) e, de modo recente, pela combinacgéo
dessas informagdes com os dados de mortalidade obtidos pela OMS (Kasturiratne et al., 2008).
Deste modo, através de estimativas conservadoras, podem ocorrer cerca de 5,4 milhdes de
acidentes ofidicos por ano, dos quais cerca de 125 mil casos evoluem a 6bito (Chippaux, 1998).
Em uma analise mais contemporanea de dados obtidos entre 1985 e 2006, foi sugerido que
podem ocorrer anualmente pelo menos 20 mil mortes dentre a estimativa minima de 420 mil
envenenamentos ofidicos. (Kasturiratne et al., 2008). Todavia, h4 a possibilidade dessa
avaliacdo estar subestimada pelo fato de uma consideravel parcela destes acidentes ocorrerem
em areas afastadas dos grandes centros, com estrutura ineficiente para notificacdo dos
envenenamentos. Ao considerar esses fatos, foi sugerida a incidéncia de até 94 mil mortes em
cerca de 1,8 milhdo de envenenamentos ofidicos por ano (Kasturiratne et al., 2008). Em nosso
pais, dados oficiais do Ministério da Saude e das instituicdes brasileiras de estudo de venenos
permitiram estimar cerca de 30 mil envenenamentos anuais causados por serpentes
(Kasturiratne et al., 2008).

No Brasil, do mesmo modo que no restante da America Latina, as serpentes do género
Bothrops séo as protagonistas dos envenenamentos, uma vez que Sdo responsaveis por cerca de
90% dos acidentes ofidicos (Ribeiro e Jorge, 1997; Aradjo et al., 2003; Franca e Malaque,

2003). Apesar dos indices de letalidade do veneno botrépico serem inferiores aos demais
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acidentes ofidicos de importancia médica no pais (crotélico, laquético e elapidico,
respectivamente promovidos pelas serpentes dos géneros Crotalus, Lachesis e Micrurus), o
envenenamento botrépico torna-se particularmente relevante devido a caracterizada
manifestacdo de sintomas locais na vitima, tais como dor, edema, hemorragia, formacéo de
bolhas, abcesso e necrose (Ribeiro e Jorge, 1997; Franca e Malaque, 2003; Gutiérrez et al.,
2006).

A soroterapia, fundamentada nos estudos de Albert Calmette (Calmette, 1894) e Vital
Brazil (Brazil, 1903), ainda permanece como o0 Unico tratamento especifico para
envenenamentos ofidicos (Wen, 2003; Gutiérrez et al., 2006). Os soros antiofidicos consistem
de concentrados de imunoglobulinas (IgG) obtidas, principalmente, por sensibilizacdo de
equinos ou ovinos (Gutiérrez et al., 2006). Tais soros podem ser formulados por moléculas
inteiras de IgG ou por seus fragmentos, seja F(ab’)2 ou Fab, provenientes da digestdo destas
moléculas por pepsina e papaina (Gutiérrez et al., 2003; Lalloo e Theakston, 2003; Theakston
et al., 2003). De qualquer modo, apesar de investigacdes clinicas demonstrarem que a
soroterapia geralmente € eficaz na neutralizacdo das toxinas responsaveis pelos sintomas
sistémicos (Gutiérrez et al., 2006), este tratamento apresenta eficacia problematica em relacédo
aos sintomas locais dos envenenamentos (Warrell, 1992). Tal problema n&o ocorre pela
auséncia de anticorpos inibidores das toxinas que promovem o0s sintomas locais no soro
antiofidico, mas provavelmente é decorrente do rapido desenvolvimento da patologia local,
dificultando o acesso das imunoglobulinas do soro antes da ocorréncia dos danos teciduais
irreversiveis (Gutiérrez et al., 1998). Assim, as limitac6es da soroterapia elevam a importancia
da compreensdo do modo de a¢do dos componentes dos venenos, sobretudo os que promovem

as reacoes locais do envenenamento.

2. Miotoxinas ofidicas

Dentre os efeitos locais dos envenenamentos ofidicos, a mionecrose é particularmente
relevante, uma vez que pode resultar em perda tecidual permanente, incapacitacdo ou
amputacdo da regido afetada (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Lomonte et al., 2003). Tal efeito é
promovido diretamente pelas miotoxinas dos venenos ofidicos, as quais podem ser classificadas
em trés principais grupos de proteinas estruturalmente diferentes (Harris e Cullen, 1990). Esses
grupos séo consistidos por ) miotoxinas pequenas, de baixa massa molecular, I1) cardiotoxinas
e 111) fosfolipases A2 miotoxicas (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Em adi¢do

a estes grupos, tém sido considerados como proteinas miotdxicas 0s componentes dos venenos
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ofidicos que podem promover lesdo na musculatura esquelética por mecanismos indiretos
(Gutiérrez e Cerdas, 1984; Lomonte et al., 2003). Deste modo, metaloproteases promovem a
lesdo muscular a partir de seu potencial isquémico (Gutiérrez et al., 1995), bem como por acéo

sinérgica entre estas proteases e fosfolipases Az (Bustillo et al., 2012).

2.1. Fosfolipases A2

As fosfolipases A (EC 3.1.1.4) sdo proteinas particularmente abundantes e difundidas
nos venenos de serpentes (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al, 2003; Gallacci e
Cavalcante, 2010). Tais proteinas sdo enzimas que promovem a catélise da hidrolise de
glicerofosfolipidios em sua posi¢do sn-2, convertendo-os em acidos graxos e lisofosfolipidios
(van Deenen e de Haas, 1963; Schaloske e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009). Ambos
produtos dessa catalise representam precursores de moléculas de sinalizacdo em diversas
funcgBes bioldgicas (Schaloske e Dennis, 2006). Deste modo, os &cidos graxos liberados sdo
convertidos em eicosanoides, 0s quais estdo envolvidos em processos inflamatdrio,
hiperalgésico e pirogénico (Funk, 2001). Ao passo que os lisofosfolipidios estdo relacionados
com adesdo e motilidade celular, alteracbes no citoesqueleto, proliferacdo, angiogénese,
processo de retracdo e sobrevivéncia celular (Rivera e Chun, 2008).

As fosfolipases A2 constituem atualmente uma superfamilia composta por 16 grupos
diferentes (Dennis et al., 2011). Esses grupos estdo dispersos entre os distintos tipos principais
dessas enzimas, de acordo com o0s respectivos mecanismos cataliticos, bem como suas
caracteristicas funcionais e estruturais (Schaloske e Dennis, 2006). De tal modo, esses grupos
compdem as fosfolipases A. secretadas, as fosfolipases A2 citosolicas, as fosfolipases A»
independentes do ion Ca?*, as acetil-hidrolases do fator de ativacéo plaquetaria, as fosfolipases
A: lisossomais e as fosfolipases Az especificas de tecido adiposo (Dennis et al., 2011).

De caréter geral, as fosfolipases A» secretadas séo proteinas pequenas (14-18 kDa),
exibindo 1) de 6 a 8 ligagdes dissulfeto, 1) um residuo de histidina em seu sitio ativo proximo
de um conservado residuo de acido aspartico e I11) a necessidade do jon Ca?* para realizar a
catalise (Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al., 2011). Deste modo, as fosfolipases A2 dos
venenos ofidicos participam da composi¢do dos grupos | e 1, os quais estdo distribuidos entre
as fosfolipases A2 secretadas (Six e Dennis, 2000; Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al.,
2011). Entre as proteinas de ambos 0s grupos, ha alta identidade na sequéncia de aminoacidos,
0 que permite a observacdo de ampla homologia de conformagdes estruturais das mesmas

(Ward et al., 1998). Assim, a principal caracteristica estrutural das proteinas desses grupos
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consiste na plataforma formada pelas duas longas a-hélices (H2 e H3) antiparalelas, mantida
por ligagdo dissulfeto (Arni e Ward, 1996; Ward et al., 1998). As estruturas a-hélice da regido
N-terminal, hélice curta (short helix), loop de ligacio de Ca?*, loop pancreético ou elapidico
(apenas nas proteinas do grupo 1), B-fitas antiparalelas (B-sheet ou B-wing) e extensdo C-
terminal consistem nas demais estruturas conservadas das proteinas dos grupos | e 1, porém

com orientac@es varidveis (Murakami e Arni, 2003; Magro et al., 2009).

Loop elapidico
ou pancreitico ||

C-terminal

_ N-terminal

4
Loop de ligacio
do Ca*

p-fitas
antiparalelas

\ Short helix

H1

Fig. 1 — Enovelamento e estruturas secundarias caracteristicos de um mondmero de fosfolipase A, secretada dos

grupos I/11.

Através de estruturas cristalograficas de fosfolipase Az de veneno de serpente e abelha
(Scott et al., 1990A, 1990B; White et al., 1990) se propds o mecanismo da acdo catalitica destas
enzimas, denominado “mecanismo da agua unica” (single-water mechanism) (Scott et al.,
1990A). Deste modo, o sitio catalitico destas enzimas em sua forma ativa possui um ion Ca®",
o qual esta coordenado pelos &tomos O do grupo carboxila da cadeia lateral do residuo de acido
aspértico na posicdo 49 (Asp49) e do grupo carbonila das cadeias principais dos residuos de
tirosina (Tyr28) e glicina (Gly30 e Gly32), bem como pelos atomos de O de duas moléculas de
agua estruturais. Ainda no sitio catalitico, o &tomo N%! da cadeia lateral do residuo de histidina
(His48) auxilia na coordenacgdo de uma molécula adicional de dgua. A seguir, ha a formagéo do
complexo entre a enzima na forma ativa e o substrato apds a substitui¢do da coordenacdo das

aguas estruturais, através do cofator Ca?*, por um dos &tomos O do grupo fosfonato e outro do
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grupo carbonila da posi¢do sn-2 do substrato fosfolipidico. Esse &omo O do grupo carbonila
interage adicionalmente ao atomo de N da cadeia principal do residuo Gly30, assegurando a
orientacdo adequada do substrato. Ao mesmo tempo, o residuo His48 esté estabilizado por sua
interacdo com o residuo Asp99, o qual também permanece ao interagir com 0s conservados
residuos Tyr52 e Tyr73, formando a rede catalitica. Deste modo, o &tomo N% do residuo His48
realiza a desprotonacdo da molécula de &gua remanescente, acarretando no ataque nucleofilico
da mesma junto ao grupo carbonila da posicdo sn-2 do substrato e, portanto, no
desenvolvimento do complexo entre a enzima ativa e intermediario tetraédrico. No entanto, o
residuo His48 se conserva proximo da regido desse ataque nucleofilico, permitindo a
protonacao do grupo alcoxido resultante de tal ataque, bem como o colapso do intermediario
tetraédrico em direcdo aos produtos finais. Apo6s a liberacdo do acido graxo e do
lisofosfolipidio, trés moléculas de &gua direcionam ao sitio ativo para substituir os produtos

liberados.
A N B
J/ "|
D49 0- i v 0~
\—<y~‘ -::;C:““‘“ '6 \ \O\.{f\ H48 74
0"~ O - e n\/% 0
oul
AREEAS
= . o’“r—“?>—/bw = o~ »".‘0>_/w’ = O‘N-‘.:E%/mg
SN ~ S
Y52 ¢

=

¥73

Fig. 2 — Mecanismo catalitico classico das fosfolipases A, secretadas. Etapas dos mecanismos cataliticos propostos
para as fosfolipases A secretadas. (A) Ataque catalitico ao substrato. (B) Colapso do intermediério tetraédrico.
(C) Produtos da catélise apds colapso e direcionamento das moléculas de dgua em substituicdo aos produtos.
Adaptado de Scott et al. (1990A).

Posteriormente, foi sugerido alternativamente o “mecanismo da agua assistente”
(assisting-water mechanism) a partir de evidéncias cinéticas da catalise (Rogers et al., 1996;
Yu et al., 1998). Em comparacdo ao anterior, tal mecanismo necessita que o complexo inicial
formado por enzima ativada e substrato apresente uma molécula de agua catalitica, coordenada
pelo fon Ca®* (Bahnson, 2005). Neste complexo, a agua catalitica estd vinculada ao residuo
His48 através de uma molécula adicional de agua (Bahnson, 2005). A seguir, espera-se que a
molécula de agua “assistente” promova interacdes com o residuo His48, bem como com o

intermediario tetraédrico anteriormente vinculado a agua catalitica (Bahnson, 2005). Em
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adicdo, deve ocorrer a formacgéo de um segundo intermerdiario antes da liberacdo dos produtos
da catélise (Bahnson, 2005).

2.2. Fosfolipases A2 homdlogas

Todavia, a partir da década de 1980, foram descobertas novas proteinas em venenos de
serpentes viperideas, estruturalmente semelhantes as fosfolipases Az ja encontradas nos demais
venenos ofidicos, bem como as fosfolipases A de origem pancreatica (Maraganore et al.,
1984). Essas proteinas apresentaram algumas alteracBes em sua sequéncia de aminoéacidos,
entre as quais a substituicdo do residuo de &cido aspartico na posicao 49 (Asp49) pelo residuo
de lisina (Lys) (Maraganore et al., 1984). Posteriormente, diferentes substitui¢cdes para a mesma
posicdo dessas proteinas foram encontradas em alguns venenos de serpentes elapideas e
viperideas, como os residuos de alanina (Liu et al., 1992), arginina (Chijiwa et al., 2006; Mebs
et al., 2006), asparagina (Pan et al., 1998; Wei et al., 2006), cisteina (Jabeen et al., 2006),
glutamina (Bao et al., 2005) e serina (Krizaj et al., 1991; Polgér et al., 1996). A despeito da alta
semelhanca estrutural entre essas proteinas (com substituicdes na posicdo 49) e as fosfolipases
A; ofidicas (com o residuo Asp49 conservado), as mesmas ndo apresentam atividade catalitica
(Liu et al., 1992; Ward et al., 2002; Bao et al., 2005; Mebs et al., 2006; Wei et al., 2006; Petan
et al., 2007; Zhou et al., 2008). A auséncia de tal atividade se deve as altera¢des estruturais na
regido equivalente ao loop de ligagdo de Ca?* dessas proteinas e as modificacdes dos residuos
de aminoacidos responsaveis pela interacdo com este ion, respectivamente apontadas as
substituicdes observadas nas posicdes 28 e 49 destas proteinas de espécies viperideas, com
consequente incapacidade de coordenacdo do cofator Ca?* (Fernandes et al., 2014). Deste
modo, devido as suas essenciais diferencas com as fosfolipases A. secretadas (Asp49), as
proteinas com as substitui¢cbes naturais em sua posicao 49 sdo frequentemente referidas como
proteinas fosfolipase Az-simile (PLA2-like) ou fosfolipases A> homologas (Lomonte et al.,
2009).

As fosfolipases A2 homdlogas dos venenos ofidicos frequentemente encontradas e, por
conseguinte, analisadas em maior extensdo sdo as proteinas que apresentam a substituicdo por
um residuo de lisina na posicéo 49 (Lys49-PLA>) (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Ownby et al.,
1999; Lomonte et al., 2003, 2009; dos Santos et al., 2009; Gallacci e Cavalcante, 2010;
Lomonte e Gutiérrez, 2011; Lomonte e Rangel, 2012; Fernandes et al., 2014). Visto que essas
proteinas sdo cataliticamente inativas, as Lys49-PLA, atuam por um mecanismo independente

de Ca?*, devido ao impedimento estérico promovido pelo atomo N& do residuo de lisina na
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posicdo 49 (Ward et al., 1998) e a desestabilizacdo da regido equivalente ao loop de ligagdo de
Ca?* resultante da substituicdo do residuo de tirosina pelo de asparagina na posicdo 28 que
evitam a coordenacdo deste cofator (Fernandes et al., 2010). Apesar da auséncia de atividade
enzimatica, essas proteinas mantém a capacidade de comprometer a integridade de membranas

bioldgicas (eucarioticas e procaridticas) e artificiais (Lomonte et al., 2003).

. Lys49-PLA, . Aspd9-PLA,

Fig. 3 — Regido do loop de ligacdo de Ca?* de fosfolipases A, (Asp49) e fosfolipases A, homdlogas (Lys49). (A)
Coordenacdo do cofator pela fosfolipase A, (Asp49). (B) Impedimento estérico em fosfolipases A, homologas
(Lys49). (C) Desestabilizagdo da regido equivalente ao loop de ligacdo de Ca?* em fosfolipases A, homdlogas
(Lys49) decorrente da substituicdo natural Asn28Tyr. Adaptado de Ward et al. (1998) e Fernandes et al. (2010).

A capacidade de induzir lesbes musculares locais constitui a atividade principal das
Lys49-PLA; dos venenos ofidicos (Lomonte et al., 2003). Embora a atividade miotdxica in vivo
dessas proteinas esteja acompanhada de determinados efeitos inflamatorios, compreendendo a
formacdo de edema, o recrutamento leucocitario e hiperalgesia (Teixeira et al., 2003), ndo
existem evidéncias relatadas de neurotoxicidade (Lomonte et al., 2003; Gallacci e Cavalcante,
2010). Apesar disso, estudos demonstram a paralisia muscular in vitro efetuada por proteinas
Lys49-PLA: de venenos botropicos em preparacfes neuromusculares de diferentes espécies
(Soares et al., 2000; de Oliveira et al., 2003; Cavalcante et al., 2007; Ponce-Soto et al., 2007).
Deste modo, a partir da revisdo das evidéncias experimentais disponiveis, sugeriu-se que 0s

efeitos miotdxico e paralisante in vitro sdo consequéncia da desestabilizacdo das membranas
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das fibras musculares promovidas por essas proteinas (Gallacci e Cavalcante, 2010). Portanto,
a avaliacdo dos efeitos das Lys49-PLA; sobre o processo de transmissdo neuromuscular em
preparacdes isoladas revela-se como uma abordagem util para o avanco no conhecimento da
atividade desestabilizadora de membranas destas proteinas.

Tendo em vista a participa¢do fundamental das proteinas Lys49-PLA; na patogénese da
mionecrose, 0 esclarecimento do mecanismo de agdo destas proteinas e dos determinantes
estruturais envolvidos é fundamental para o aperfeicoamento do tratamento dos acidentes
promovidos por serpentes viperideas. Para tanto, é possivel empregar uma série de técnicas,
abrangendo modificacGes da estrutura quimica dessas proteinas (Andrido-Escarso et al., 2000),
analise comparativa da sequéncia de aminoécidos (Chioato e Ward, 2003), estudo com
peptideos sintéticos (Lomonte et al., 2010), mutagénese sitio-dirigida (Ward et al., 2002;
Chioato e Ward, 2003) e interagdo com moléculas neutralizadoras (dos Santos et al., 2011;
Fernandes et al., 2015). Particularmente, 0 emprego da ultima metodologia mencionada
desponta como uma conveniente abordagem, pois aléem de auxiliar no esclarecimento da
atividade das proteinas Lys49-PLA., revela potenciais moléculas inibidoras a serem avaliadas

em estudos posteriores.

2.3. Interacéo entre inibidores e fosfolipases A2

As espécies vegetais representam uma fonte de compostos bioativos, com a
possibilidade de apresentar capacidade terapéutica aos efeitos toxicos dos acidentes ofidicos
e/ou agir em complemento a soroterapia (Soares et al., 2005). Ao mesmo tempo, o0 emprego de
extratos vegetais como antidoto aos venenos animais consiste em uma antiga pratica adotada
por comunidades tradicionais, com acesso tardio ou inviavel ao soro especifico (Soares et al.,
2005). Nos ultimos anos, foram divulgadas compilacdes das espécies vegetais medicinais com
propriedades antiofidicas, bem como de seus extratos, fracbes e compostos envolvidos (Mors
et al., 2000; Soares et al., 2005; Guimardes et al., 2014). lgualmente, foram descritas revisoes
acerca dos estudos de interagdo entre extratos vegetais, ou seus compostos bioativos, e
fosfolipases A> (Marcussi et al., 2007; Carvalho et al., 2013; Hage-Melim et al., 2013). Nesse
contexto, a relativa eficacia de compostos derivados do acido cindmico em combater os efeitos
miotdxico (Ticli et al., 2005; Aung et al., 2011; dos Santos et al., 2011; Toyama et al., 2014;
Fernandes et al., 2015), paralisante (dos Santos et al., 2011), hemolitico (Agoro, 1978),
hemorragico (Aung et al., 2010A, 2010B, 2011) e edematogénico (Ticli et al., 2005; Aung et

al., 2011; Toyamaet al., 2014) de diferentes venenos ofidicos e/ou suas toxinas isoladas suporta
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o aprofundamento dos estudos acerca da atividade antiofidica destes derivados
fenilpropanoides.

No sentido de avancar no entendimento do mecanismo de desestabilizacdo de
membranas exercido pelas fosfolipases A> homdlogas dos venenos ofidicos, buscou-se no
presente estudo novas evidéncias experimentais dos determinantes estruturais desta acdo. Deste
modo, através das técnicas cristalografica e calorimétrica, foi avaliada a possibilidade de
interacdo entre diferentes derivados do &cido cindmico e a Bothropstoxina-1 (BthTX-I), a
principal fosfolipase A2 homologa encontrada no veneno de Bothrops jararacussu (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988). Entre os cinamatos testados estdo o acido cindmico e seus derivados
acido p-cumarico, &cido ferdlico, &cido clorogénico, &cido caftarico e acido chicorico.
Finalmente, as consequéncias da incubacdo dos compostos sollveis junto a toxina foram
avaliadas em preparacdo neuromuscular isolada de camundongos, através das técnicas

miografica e histoldgica
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Conclusécs

A partir do exposto no presente estudo, é possivel pontuar algumas consideracgdes acerca
do trabalho:

= O novo protocolo de isolamento da BthTX-1 apresentou-se satisfatorio pela diminuigéo
da quantidade de etapas necessarias, pelo grau de pureza atingido, pela melhora na
qualidade dos cristais obtidos, bem como pela conservacdo das caracteristicas fisico-

quimicas e farmacoldgicas da proteina isolada.

= O 4cido chicorico e o &cido caftarico sdo potenciais agentes neutralizadores de
fosfolipases A2 homologas de veneno ofidico.

= O &cido chicdrico é uma importante ferramenta farmacoldgica para o estudo da relagédo
estrutura/atividade das fosfolipases A2 homdélogas de veneno ofidico ao indicar a
possibilidade de oligomerizagdo como modo de inibi¢do da BthTX-I.

= O &cido caftarico e acido clorogénico apresentam grande potencial como importantes
ferramentas farmacolégicas para o estudo da relacdo estrutura/atividade das fosfolipases
Az homdlogas de veneno ofidico.

= Cinamatos nao-esterificados, ou de caracteristicas lipossollveis, devem ser repensados

como ferramenta farmacoldgica, de acordo com as limitacGes técnicas do método a ser

utilizado.
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