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Os acidentes ofídicos constituem um problema de saúde pública, afetando regiões de 

clima tropical e subtropical e áreas rurais e pobres de países da América Latina, África, Ásia e 

Oceania. No Brasil, o gênero Bothrops é responsável por cerca de 90% dos acidentes ofídicos 

notificados, cujo envenenamento é caracterizado por intensa mionecrose local ineficientemente 

neutralizada pela soroterapia. O veneno botrópico possui uma classe de proteínas miotóxicas 

estruturalmente semelhantes às fosfolipases A2 (PLA2), responsáveis por induzir lesões 

musculares por um mecanismo não-catalítico parcialmente explicado por diferentes hipóteses. 

Contudo, há evidências que os efeitos miotóxico e paralisante in vitro são decorrentes de sua 

atividade desestabilizadora de membranas e que atuam em sinergia com as PLA2 catalíticas no 

envenenamento. Neste estudo, foi desenvolvido um novo protocolo de purificação da miotoxina 

não-catalítica (PLA2 homólogas ou proteínas PLA2-like) botrópica BthTX-I, a qual foi avaliada 

em testes cristalográficos, calorimétricos, miográficos e morfológicos. Potenciais inibidores 

vegetais da classe dos cinamatos foram co-cristalizados com a BthTX-I e testados em inibir as 

lesões e paralisia musculares in vitro promovida pela toxina a fim de evoluir no conhecimento 

da relação estrutura/atividade das PLA2 homólogas miotóxicas. Dentre todos os compostos 

testados, os ácidos chicórico e caftárico apresentaram-se como excelentes inibidores da BthTX-

I. Contudo, foi possível apenas realizar a análise estrutural do complexo BthTX-I/ácido 

chicórico (AC), o qual apresentou características diferentes de outros complexos estudados com 

outros inibidores e toxinas botrópicas. De acordo com as propostas mais recentes dos 

componentes estruturais envolvidos na atividade das PLA2 homólogas miotóxicas, bem como 

pela interface apresentada entre BthTX-I e AC, é possível que a interação proteína/inibidor gere 

uma mudança conformacional da toxina para um tetrâmero em solução, de modo que o 

alinhamento dos sítios de ancoragem à membrana (MDoS) e de ruptura da mesma (MDiS) 

estejam impedidos. 

 

Palavras-chave: Veneno de serpente, Bothrops, Fosfolipase A2 homóloga, Cristalografia, 

Miografia 
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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 (PLA2), 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 PLA2 

myotoxins in envenomation. In this study, it was developed a new protocol for purification of 

a non-catalytic botropic myotoxin (PLA2 homologues or PLA2-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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1. Acidentes ofídicos 

Em países de regiões tropicais e subtropicais, os acidentes ofídicos ocorrem em alta 

frequência, promovendo morbidade e mortalidade às vítimas (Chippaux, 1998; Kasturiratne et 

al., 2008; Gutiérrez et al., 2010; Warrell et al., 2010; Williams et al., 2010). Esses acidentes são 

particularmente importantes em áreas rurais e pobres, nas quais a população pode não possuir 

acesso aos serviços de saúde, bem como estar sujeita à escassez do soro antiofídico (Theakston 

e Warrell, 2000; Gutiérrez et al., 2006; Kasturiratne et al., 2008; Harrison et al., 2009; Gutiérrez 

et al., 2010; Warrell et al., 2010). Após as ocorrências, um grande número de vítimas sobrevive 

com limitações físicas permanentes e/ou com sequelas psicológicas (Kasturiratne et al., 2008; 

Warrell et al., 2010; Williams et al., 2011). Apesar da dimensão dos seus efeitos sobre as 

populações, os acidentes ofídicos não têm recebido atenção por parte dos órgãos competentes 

nacionais e internacionais, sendo, portanto, adequadamente classificados pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) como uma doença tropical negligenciada (WHO, 2011). 

O conhecimento acerca da gravidade clínica global dos acidentes ofídicos está limitada 

a informações baseadas principalmente em relatórios hospitalares (Swaroop e Grab, 1954), 

dados epidemiológicos (Chippaux, 1998; White, 2000) e, de modo recente, pela combinação 

dessas informações com os dados de mortalidade obtidos pela OMS (Kasturiratne et al., 2008). 

Deste modo, através de estimativas conservadoras, podem ocorrer cerca de 5,4 milhões de 

acidentes ofídicos por ano, dos quais cerca de 125 mil casos evoluem a óbito (Chippaux, 1998). 

Em uma análise mais contemporânea de dados obtidos entre 1985 e 2006, foi sugerido que 

podem ocorrer anualmente pelo menos 20 mil mortes dentre a estimativa mínima de 420 mil 

envenenamentos ofídicos. (Kasturiratne et al., 2008). Todavia, há a possibilidade dessa 

avaliação estar subestimada pelo fato de uma considerável parcela destes acidentes ocorrerem 

em áreas afastadas dos grandes centros, com estrutura ineficiente para notificação dos 

envenenamentos. Ao considerar esses fatos, foi sugerida a incidência de até 94 mil mortes em 

cerca de 1,8 milhão de envenenamentos ofídicos por ano (Kasturiratne et al., 2008). Em nosso 

país, dados oficiais do Ministério da Saúde e das instituições 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 América Latina, as serpentes do gênero 

Bothrops são as protagonistas dos envenenamentos, uma vez que são responsáveis por cerca de 

90% dos acidentes ofídicos (Ribeiro e Jorge, 1997; Araújo et al., 2003; França e Malaque, 

2003). Apesar dos índices de letalidade do veneno botrópico serem inferiores aos demais 



Introdução 

14 
 

acidentes ofídicos de importância médica no país (crotálico, laquético e elapídico, 

respectivamente promovidos pelas serpentes dos gêneros Crotalus, Lachesis e Micrurus), o 

envenenamento botrópico torna-se particularmente relevante devido à caracterizada 

manifestação de sintomas locais na vítima, tais como dor, edema, hemorragia, formação de 

bolhas, abcesso e necrose (Ribeiro e Jorge, 1997; França 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 o único tratamento específico para 

envenenamentos ofídicos (Wen, 2003; Gutiérrez et al., 2006). Os soros antiofídicos consistem 

de concentrados de imunoglobulinas (IgG) obtidas, principalmente, por sensibilização 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 digestão destas 

moléculas por pepsina e papaína (Gutiérrez et al., 2003; Lalloo e Theakston, 2003; Theakston 

et al., 2003). De qualquer modo, apesar de investigações clínicas demonstrarem que a 

soroterapia geralmente é eficaz na neutralização das toxinas responsáveis pelos sintomas 

sistêmicos (Gutiérrez et al., 2006), este tratamento apresenta eficácia problemática em relação 

aos sintomas locais dos envenenamentos (Warrell, 1992). Tal problema não ocorre pela 

ausência de anticorpos inibidores das toxinas que promovem os sintomas locais no soro 

antiofídico, mas provavelmente é decorrente do rápido desenvolvimento da patologia local, 

dificultando o acesso das imunoglobulinas do soro antes da ocorrência dos danos teciduais 

irreversíveis (Gutiérrez et al., 1998). Assim, as limitações da soroterapia elevam a importância 

da compreensão do modo de ação dos componentes dos venenos, sobretudo os que promovem 

as reações locais do envenenamento. 

 

2. Miotoxinas ofídicas 

Dentre os efeitos locais dos envenenamentos ofídicos, a mionecrose é particularmente 

relevante, uma vez que pode resultar em perda tecidual permanente, incapacitação ou 

amputação da região afetada (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Lomonte et al., 2003). Tal efeito é 

promovido diretamente pelas miotoxinas dos venenos ofídicos, as quais podem ser classificadas 

em três principais grupos de proteínas estruturalmente diferentes (Harris e Cullen, 1990). Esses 

grupos são consistidos por I) miotoxinas pequenas, de baixa massa molecular, II) cardiotoxinas 

e III) fosfolipases A2 miotóxicas (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 2003). Em adição 

a estes grupos, têm sido considerados como proteínas miotóxicas os componentes dos venenos 
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ofídicos que podem promover lesão na musculatura esquelética por mecanismos indiretos 

(Gutiérrez e Cerdas, 1984; Lomonte et al., 2003). Deste modo, metaloproteases promovem a 

lesão muscular a partir de seu potencial isquêmico (Gutiérrez et al., 1995), bem como por ação 

sinérgica entre estas proteases e fosfolipases A2 (Bustillo et al., 2012). 

 

2.1. Fosfolipases A2 

As fosfolipases A2 (EC 3.1.1.4) são proteínas particularmente abundantes e difundidas 

nos venenos de serpentes (Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al, 2003; Gallacci e 

Cavalcante, 2010). Tais proteínas são enzimas que promovem a catálise da hidrólise de 

glicerofosfolipídios em sua posição sn-2, convertendo-os em ácidos graxos e lisofosfolipídios 

(van Deenen e de Haas, 1963; Schaloske e Dennis, 2006; Burke e Dennis, 2009). Ambos 

produtos dessa catálise representam precursores de moléculas de sinalização em diversas 

funções biológicas (Schaloske e Dennis, 2006). Deste modo, os ácidos graxos liberados são 

convertidos em eicosanoides, os quais estão envolvidos em processos inflamatório, 

hiperalgésico e pirogênico (Funk, 2001). Ao passo que os lisofosfolipídios estão relacionados 

com adesão e motilidade celular, alterações no citoesqueleto, proliferação, angiogênese, 

processo de retração e sobrevivência celular (Rivera e Chun, 2008). 

As fosfolipases A2 constituem atualmente uma superfamília composta por 16 grupos 

diferentes (Dennis et al., 2011). Esses grupos estão dispersos entre os distintos tipos principais 

dessas enzimas, de acordo com os respectivos mecanismos catalíticos, bem como suas 

características funcionais e estruturais (Schaloske e Dennis, 2006). De tal modo, esses grupos 

compõem as fosfolipases A2 secretadas, as fosfolipases A2 citosólicas, as fosfolipases A2 

independentes do íon Ca2+, as acetil-hidrolases do fator de ativação plaquetária, as fosfolipases 

A2 lisossomais e as fosfolipases A2 específicas de tecido adiposo (Dennis et al., 2011). 

De caráter geral, as fosfolipases A2 secretadas são proteínas pequenas (14-18 kDa), 

exibindo I) de 6 a 8 ligações dissulfeto, II) um resíduo de histidina em seu sítio ativo próximo 

de um conservado resíduo de ácido aspártico e III) a necessidade do íon Ca2+ para realizar a 

catálise (Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al., 2011). Deste modo, as fosfolipases A2 dos 

venenos ofídicos participam da composição dos grupos I e II, os quais estão distribuídos entre 

as fosfolipases A2 secretadas (Six e Dennis, 2000; Schaloske e Dennis, 2006; Dennis et al., 

2011). Entre as proteínas de ambos os grupos, há alta identidade na sequência de aminoácidos, 

o que permite a observação de ampla homologia de conformações estruturais das mesmas 

(Ward et al., 1998). Assim, a principal característica estrutural das proteínas desses grupos 
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consiste na plataforma formada pelas duas longas α-hélices (H2 e H3) antiparalelas, mantida 

por ligação dissulfeto (Arni e Ward, 1996; Ward et al., 1998). As estruturas α-hélice da região 

N-terminal, hélice curta (short helix), loop de ligação de Ca2+, loop pancreático ou elapídico 

(apenas nas proteínas do grupo I), β-fitas antiparalelas (β-sheet ou β-wing) e extensão C-

terminal consistem nas demais estruturas conservadas das proteínas dos grupos I e II, porém 

com orientações variáveis (Murakami e Arni, 2003; Magro et al., 2009). 

 

 

Fig. 1 – Enovelamento e estruturas secundárias característicos de um monômero de fosfolipase A2 secretada dos 

grupos I/II. 

 

Através de estruturas cristalográficas de fosfolipase A2 de veneno de serpente e abelha 

(Scott et al., 1990A, 1990B; White et al., 1990) se propôs o mecanismo da ação catalítica destas 

enzimas, denominado “mecanismo da água única” (single-water mechanism) (Scott et al., 

1990A). Deste modo, o sítio catalítico destas enzimas em sua forma ativa possui um íon Ca2+, 

o qual está coordenado pelos átomos O do grupo carboxila da cadeia lateral do resíduo de ácido 

aspártico na posição 49 (Asp49) e do grupo carbonila das cadeias principais dos resíduos de 

tirosina (Tyr28) e glicina (Gly30 e Gly32), bem como pelos átomos de O de duas moléculas de 

água estruturais. Ainda no sítio catalítico, o átomo N1 da cadeia lateral do resíduo de histidina 

(His48) auxilia na coordenação de uma molécula adicional de água. A seguir, há a formação do 

complexo entre a enzima na forma ativa e o substrato após a substituição da coordenação das 

águas estruturais, através do cofator Ca2+, por um dos átomos O do grupo fosfonato e outro do 
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grupo carbonila da posição sn-2 do substrato fosfolipídico. Esse átomo O do grupo carbonila 

interage adicionalmente ao átomo de N da cadeia principal do resíduo Gly30, assegurando a 

orientação adequada do substrato. Ao mesmo tempo, o resíduo His48 está estabilizado por sua 

interação com o resíduo Asp99, o qual também permanece ao interagir com os conservados 

resíduos Tyr52 e Tyr73, formando a rede catalítica. Deste modo, o átomo N1 do resíduo His48 

realiza a desprotonação da molécula de água remanescente, acarretando no ataque nucleofílico 

da mesma junto ao grupo carbonila da posição sn-2 do substrato e, portanto, no 

desenvolvimento do complexo entre a enzima ativa e intermediário tetraédrico. No entanto, o 

resíduo His48 se conserva próximo da região desse ataque nucleofílico, permitindo a 

protonação do grupo alcóxido resultante de tal ataque, bem como o colapso do intermediário 

tetraédrico em direção aos produtos finais. Após a liberação do ácido graxo e do 

lisofosfolipídio, três moléculas de água direcionam ao sítio ativo para substituir os produtos 

liberados. 

 

 

Fig. 2 – Mecanismo catalítico clássico das fosfolipases A2 secretadas. Etapas dos mecanismos catalíticos propostos 

para as fosfolipases A2 secretadas. (A) Ataque catalítico ao substrato. (B) Colapso do intermediário tetraédrico. 

(C) Produtos da catálise após colapso e direcionamento das moléculas de água em substituição aos produtos. 

Adaptado de Scott et al. (1990A). 

 

Posteriormente, foi sugerido alternativamente o “mecanismo da água assistente” 

(assisting-water mechanism) a partir de evidências cinéticas da catálise (Rogers et al., 1996; 

Yu et al., 1998). Em comparação ao anterior, tal mecanismo necessita que o complexo inicial 

formado por enzima ativada e substrato apresente uma molécula de água catalítica, coordenada 

pelo íon Ca2+ (Bahnson, 2005). Neste complexo, a água catalítica está vinculada ao resíduo 

His48 através de uma molécula adicional de água (Bahnson, 2005). A seguir, espera-se que a 

molécula de água “assistente” promova interações com o resíduo His48, bem como com o 

intermediário tetraédrico anteriormente vinculado à água catalítica (Bahnson, 2005). Em 
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adição, deve ocorrer a formação de um segundo intermerdiário antes da liberação dos produtos 

da catálise (Bahnson, 2005). 

 

2.2. Fosfolipases A2 homólogas     

Todavia, a partir da década de 1980, foram descobertas novas proteínas em venenos de 

serpentes viperídeas, estruturalmente semelhantes às fosfolipases A2 já encontradas nos demais 

venenos ofídicos, bem como às fosfolipases A2 de origem pancreática (Maraganore et al., 

1984). Essas proteínas apresentaram algumas alterações em sua sequência de aminoácidos, 

entre as quais a substituição do resíduo de ácido aspártico na posição 49 (Asp49) pelo resíduo 

de lisina (Lys) (Maraganore et al., 1984). Posteriormente, diferentes substituições para a mesma 

posição dessas proteínas foram encontradas em alguns venenos de serpentes elapídeas e 

viperídeas, como os resíduos de alanina (Liu et al., 1992), arginina (Chijiwa et al., 2006; Mebs 

et al., 2006), asparagina (Pan et al., 1998; Wei et al., 2006), cisteína (Jabeen et al., 2006), 

glutamina (Bao et al., 2005) e serina (Krizaj et al., 1991; Polgár et al., 1996). A despeito da alta 

semelhança estrutural entre essas proteínas (com substituições na posição 49) e as fosfolipases 

A2 ofídicas (com o resíduo Asp49 conservado), as mesmas não apresentam atividade catalítica 

(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 ausência de tal atividade se deve às alterações estruturais na 

região equivalente ao loop de ligação de Ca2+ dessas proteínas e às modificações dos resíduos 

de aminoácidos responsáveis pela interação com este íon, respectivamente apontadas às 

substituições observadas nas posições 28 e 49 destas proteínas de espécies viperídeas, com 

consequente incapacidade de coordenação do cofator Ca2+ (Fernandes et al., 2014). Deste 

modo, devido às suas essenciais diferenças com as fosfolipases A2 secretadas (Asp49), as 

proteínas com as substituições naturais em sua posição 49 são frequentemente referidas como 

proteínas fosfolipase A2-símile (PLA2-like) ou fosfolipases A2 homólogas (Lomonte et al., 

2009). 

As fosfolipases A2 homólogas dos venenos ofídicos frequentemente encontradas e, por 

conseguinte, analisadas em maior extensão são as proteínas que apresentam a substituição por 

um resíduo de lisina na posição 49 (Lys49-PLA2) (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 

proteínas são cataliticamente inativas, as Lys49-PLA2 atuam por um mecanismo independente 

de Ca2+, devido ao impedimento estérico promovido pelo átomo Nζ do resíduo de lisina na 
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posição 49 (Ward et al., 1998) e à desestabilização da região equivalente ao loop de ligação de 

Ca2+ resultante da substituição do resíduo de tirosina pelo de asparagina na posição 28 que 

evitam a coordenação deste cofator (Fernandes et al., 2010). Apesar da ausência de atividade 

enzimática, essas proteínas mantêm a capacidade de comprometer a integridade de membranas 

biológicas (eucarióticas e procarióticas) e artificiais (Lomonte et al., 2003). 

 

 

Fig. 3 – Região do loop de ligação de Ca2+ de fosfolipases A2 (Asp49) e fosfolipases A2 homólogas (Lys49). (A) 

Coordenação do cofator pela fosfolipase A2 (Asp49). (B) Impedimento estérico em fosfolipases A2 homólogas 

(Lys49). (C) Desestabilização da região equivalente ao loop de ligação de Ca2+ em fosfolipases A2 homólogas 

(Lys49) decorrente da substituição natural Asn28Tyr. Adaptado de Ward et al. (1998) e Fernandes et al. (2010). 

 

 A capacidade de induzir lesões musculares locais constitui a atividade principal das 

Lys49-PLA2 dos venenos ofídicos (Lomonte et al., 2003). Embora a atividade miotóxica in vivo 

dessas proteínas esteja acompanhada de determinados efeitos inflamatórios, compreendendo a 

formação de edema, o recrutamento leucocitário e hiperalgesia (Teixeira et al., 2003), não 

existem evidências relatadas de neurotoxicidade (Lomonte et al., 2003; Gallacci e Cavalcante, 

2010). Apesar disso, estudos demonstram a paralisia muscular in vitro efetuada por proteínas 

Lys49-PLA2 de venenos botrópicos em preparações 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 revisão das evidências experimentais disponíveis, sugeriu-se que os 

efeitos miotóxico e paralisante in vitro são consequência da desestabilização das membranas 
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das fibras musculares promovidas por essas proteínas (Gallacci e Cavalcante, 2010). Portanto, 

a avaliação dos efeitos das Lys49-PLA2 sobre o processo de transmissão neuromuscular em 

preparações isoladas revela-se como uma abordagem útil para o avanço no conhecimento da 

atividade desestabilizadora de membranas destas proteínas. 

 Tendo em vista a participação fundamental das proteínas Lys49-PLA2 na patogênese da 

mionecrose, o esclarecimento do mecanismo de ação destas proteínas e dos determinantes 

estruturais envolvidos é fundamental para o aperfeiçoamento do tratamento dos acidentes 

promovidos por serpentes viperídeas. Para tanto, é possível empregar uma série de técnicas, 

abrangendo modificações da estrutura química dessas proteínas (Andrião-Escarso et al., 2000), 

análise comparativa da sequência de aminoácidos (Chioato e Ward, 2003), estudo com 

peptídeos sintéticos (Lomonte et al., 2010), mutagênese sítio-dirigida (Ward et al., 2002; 

Chioato e Ward, 2003) e interação com moléculas neutralizadoras (dos Santos et al., 2011; 

Fernandes et al., 2015). Particularmente, o emprego da última metodologia mencionada 

desponta como uma conveniente abordagem, pois além de auxiliar no esclarecimento da 

atividade das proteínas Lys49-PLA2, revela potenciais moléculas inibidoras a serem avaliadas 

em estudos posteriores. 

 

2.3. Interação entre inibidores e fosfolipases A2 

As espécies vegetais representam uma fonte de compostos bioativos, com a 

possibilidade de apresentar capacidade terapêutica aos efeitos tóxicos dos acidentes ofídicos 

e/ou agir em complemento à soroterapia (Soares et al., 2005). Ao mesmo tempo, o emprego de 

extratos vegetais como antídoto aos venenos animais consiste em uma antiga prática adotada 

por comunidades tradicionais, com acesso tardio ou inviável ao soro específico (Soares et al., 

2005). Nos últimos anos, foram divulgadas compilações das espécies vegetais medicinais com 

propriedades antiofídicas, bem como de seus extratos, frações e compostos envolvidos (Mors 

et al., 2000; Soares et al., 2005; Guimarães et al., 2014). Igualmente, foram descritas revisões 

acerca dos estudos de interação entre extratos vegetais, ou seus compostos bioativos, e 

fosfolipases A2 (Marcussi et al., 2007; Carvalho et al., 2013; Hage-Melim et al., 2013). Nesse 

contexto, a relativa eficácia de compostos derivados do ácido cinâmico em combater os efeitos 

miotóxico (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), hemolítico (Agoro, 1978), 

hemorrágico (Aung et al., 2010A, 2010B, 2011) e edematogênico (Ticli et al., 2005; Aung et 

al., 2011; Toyama et al., 2014) de diferentes venenos ofídicos e/ou suas toxinas isoladas suporta 
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o aprofundamento dos estudos acerca da atividade antiofídica destes derivados 

fenilpropanoides. 

 No sentido de avançar no entendimento do mecanismo de desestabilização de 

membranas exercido pelas fosfolipases A2 homólogas dos venenos ofídicos, buscou-se no 

presente estudo novas evidências experimentais dos determinantes estruturais desta ação. Deste 

modo, através das técnicas cristalográfica e calorimétrica, foi avaliada a possibilidade de 

interação entre diferentes derivados do ácido cinâmico e a Bothropstoxina-I (BthTX-I), a 

principal fosfolipase A2 homóloga encontrada no veneno de Bothrops jararacussu (Homsi-

Brandeburgo et al., 1988). Entre os cinamatos testados estão o ácido cinâmico e seus derivados 

ácido p-cumárico, ácido ferúlico, ácido clorogênico, ácido caftárico e ácido chicórico. 

Finalmente, as consequências da incubação dos compostos solúveis junto à toxina foram 

avaliadas em preparação neuromuscular isolada de camundongos, através das técnicas 

miográfica e histológica 
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A partir do exposto no presente estudo, é possível pontuar algumas considerações acerca 

do trabalho: 

 

 O novo protocolo de isolamento da BthTX-I apresentou-se satisfatório pela diminuição 

da quantidade de etapas necessárias, pelo grau de pureza atingido, pela melhora na 

qualidade dos cristais obtidos, bem como pela conservação das características físico-

químicas e farmacológicas da proteína isolada. 

 

 O ácido chicórico e o ácido caftárico são potenciais agentes neutralizadores de 

fosfolipases A2 homólogas de veneno ofídico. 

 

 O ácido chicórico é uma importante ferramenta farmacológica para o estudo da relação 

estrutura/atividade das fosfolipases A2 homólogas de veneno ofídico ao indicar a 

possibilidade de oligomerização como modo de inibição da BthTX-I. 

 

 O ácido caftárico e ácido clorogênico apresentam grande potencial como importantes 

ferramentas farmacológicas para o estudo da relação estrutura/atividade das fosfolipases 

A2 homólogas de veneno ofídico. 

 

 Cinamatos não-esterificados, ou de características lipossolúveis, devem ser repensados 

como ferramenta farmacológica, de acordo com as limitações técnicas do método a ser 

utilizado. 
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